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Die Entwicklung von Biomaterialien mit Bindungsaffinitdt fiir In-
tegrine ist eine ausgezeichnete Methode, die Zelladhdsion zu fordern,
zelluldres Verhalten zu regulieren und spezifische biologische Ant-
worten auf der Zelloberfliche zu induzieren. Das Ziel dieses Aufsat-
zes ist es, die Evolution von Verbindungen fiir die Beschichtung dar-
zustellen: angefangen von Peptiden und Proteinen mit relativ niedriger
Integrinbindungsaffinitit und -selektivitit bis hin zu hochaffinen und
subtypselektiven Peptidmimetika. Insbesondere werden wir auf die
Herausforderungen eingehen, die auf dem Weg zu einer Selektivitiit
zwischen den strukturell eng verwandten Subtypen avp3 und a5p1 zu
meistern waren. Die Oberflichenfunktionalisierung mit diesen Peptid-
mimetika offnet den Weg fiir eine neue Generation von spezifisch
modifizierten Oberflichen, die das Verhalten von Zellen gezielt be-
einflussen konnen. Diese dienen sowohl zur Aufklirung der biologi-
schen Rolle des jeweiligen Integrins als auch fiir eine Anwendung im
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1. Einleitung

Integrine bilden die wichtigste Familie der Zelladhisi-
onsrezeptoren. Sie sind heterodimere, bidirektionale Rezep-
toren auf der Zelloberfliche und von entscheidender Be-
deutung fiir die Interaktion von Zellen mit der extrazellula-
ren Matrix (ECM).[' Durch die Wechselwirkung mit Ligan-
den aus der ECM werden durch Integrine intrazelluldre Si-
gnaltransduktionswege  aktiviert und Prozesse wie
Zellmigration und -adhésion gesteuert. Seit der Entdeckung
und erstmaligen Einordnung der Integrine in den spiten
1980er Jahren! stand die Erforschung der Struktur, der Li-
gandenbindung und der biologischen Funktion der Integrine
im Fokus der Forschung. Dies macht die Integrine zu der
heute am besten untersuchten Klasse von Adhésionsrezep-
toren.

Die Integrinfamilie umfasst mindestens 24 Subtypen;
diese werden aus 18 a- und 8 verschiedenen [-Untereinheiten
gebildet und durch nichtkovalente Wechselwirkungen zu-
sammengehalten. Beide Untereinheiten sind Typ-I-Mem-
branproteine, die jeweils aus einer gro3en Ektodoméne sowie
einer kurzen, typischerweise nicht katalytischen, cytoplas-
matischen Domine aufgebaut sind. Verbunden werden diese
beiden Einheiten durch eine einzelne transmembrane Helix
(Abbildung 1).”] Die Affinitit von Integrinen gegeniiber
ihren Liganden wird durch die zelluldre Signalgebung regu-
liert, was zu einer Rezeptoraktivierung fiihrt, diese wird auch
als ,,Inside-out“-Signalgebung bezeichnet.! So dient die in-
trazelluldre Salzbriicke zur Kontrolle dieser ,,Inside-out®-Si-
gnalgebung: die Auflosung der Salzbriicke zwischen den
membrannahen Bereichen der a- und f-Untereinheiten der
cytoplasmatischen Dominen (welche den Ruhezustand des
Integrins stabilisiert) verstirkt die Adhision an den ECM-
Liganden.”! Umgekehrt fiihrt die Bindung eines ECM-Li-
ganden zu einer Konformationsédnderung des Integrins, was
eine Trennung der transmembranen Helizes auslost.™ Dies
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fiihrt zu einer Clusterbildung in Oligomere, was die ,,Outside-
in“-Signalgebung initiiert.**° Die Ligandenbindung erfolgt
schon im membranassoziierten (Ruhe-)Zustand des Inte-
grins; fiir die Signalweiterleitung ist die Trennung der beiden
transmembranen Helizes notig, was dann zur Rezeptoroli-
gomerisierung und intrazelluliren Phosphorylierung durch
Kinasen fiihrt.”) Daher werden Integrine als bidirektionale
Signalmaschinen angesehen, welche die Polaritdt der Zelle,
Adhisionsprozesse und das Uberleben der Zelle steuern.
Beim Prozess der Zelladhdsion vermitteln Integrine die
Kraftweiterleitung von fokalen Adhésionspunkten (FAs) auf
ECM-Proteine, ein Prozess der als Mechanotransduktion
bezeichnet wird."

Embryogenese, die Entwicklung von Gewebe, Angioge-
nese und die Funktion des Immunsystems hangen daher stark
von der Integrinaktivitit ab.”) Des Weiteren sind Integrine an
pathologischen Prozessen wie Thrombose, Osteoporose, Tu-
morbildung und -progression, Metastasierung und Entziin-
dungen beteiligt."”! Wegen der erwihnten entscheidenden
biologischen Funktionen ist es nicht verwunderlich, dass In-
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Abbildung 1. Verschiedene Stadien der Integrinaktivierung sowie die Mechanismen der ,Inside-out“- und , Outside-in“-Signalweiterleitung. In der
geknickten Form haben Integrine eine niedrige Affinitat fir ECM-Liganden. Bei der , Inside-out“-Signalgebung wird zunichst die intramolekulare
Salzbriicke gebrochen, die im cytoplasmatischen Teil zwischen der a- und B-Untereinheit vorhanden ist. Dadurch wird die Dissoziation der trans-
membranen Helizes induziert, woraufhin eine Reorganisation und Multimerisierung der Rezeptoren zu fokalen Adhisionspunkten (FAs) stattfin-
det. Diese FAs binden an die ECM-Liganden mit sehr hoher Affinitit. Konformationsinderungen im Ruhezustand des Integrins und Oligomerisie-
rung kénnen aber auch durch die Bindung von ECM-Liganden induziert werden, was dann die stirkere Bindung der FAs auslést. Die ,,Outside-

in“-Signalgebung setzt eine Oligomerisierung der Integrinrezeptoren voraus.
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tegrine haufig als Ziel fiir die Entwicklung von Wirkstoffen
bei unterschiedlichsten Indikationen dienten.!"™ ' Beispiels-
weise sind Antagonisten fiir den Blutpldttchenrezeptor
alIbp3 (Abciximab, Eptifibatide und Tirofiban) als Inhibi-
toren fiir die Aggregation der Blutplittchen zugelassen, sie
reduzieren so das Risiko der Ischdmie bei akuten Herzpro-
blemen.”! Natalizumab, ein zugelassenes Medikament, das
an das Integrin a4 bindet, wird Patienten verabreicht, die an
Multipler Sklerose!'™¥ und an Morbus Crohn"! leiden. Efali-
zumab, ein aLB2-Inhibitor, wurde fiir die Behandlung von
Psoriasis zugelassen.'”) Cilengitide, ein hochpotenter Ant-
agonist fir die Integrine avf3, avp5 und a5p1, erreichte die
klinische Phase III fiir die Behandlung von Glioblastom und
wird derzeit in Phase II fiir andere Krebsarten evaluiert.®
Obwohl einige Einschriankungen fiir diese Medikamente be-
schrieben wurden,'” verdeutlichen diese Beispiele das phar-
makologische Potenzial von Integrinen als Target fiir die
Wirkstoffentwicklung.

Das Verstéindnis der biologischen Funktion der Integrin-
Subtypen ist von grofiter Bedeutung fiir die Entwicklung von
neuen Medikamenten mit hoher Wirksamkeit bei gleichzeitig
reduzierten Nebenwirkungen. Der Fortschritt auf diesem
Gebiet wurde lange durch die geringe Zahl an subtypspezi-
fischen Liganden beeintrdchtigt. Die Thematik der Ligand-
spezifitit wurde exemplarisch am Beispiel des bekannten
Integrinliganden, dem Peptid mit der Sequenz RGD, ge-
zeigt.'® Obwohl viele Integrine an die ECM durch die Er-
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kennung des gemeinsamen RGD-Motivs binden, sind die
Rezeptoren in der Lage, zwischen vielen verschiedenen na-
tiirlichen Liganden zu unterscheiden.!"! Entscheidende Pa-
rameter fiir diese Subtypspezifitit sind vor allem die Anwe-
senheit von komplementéren oder synergistischen Doménen
im ECM-Protein, die Art der flankierenden Aminosiure
sowie die Konformation oder rdumliche Prisentation des
Bindungsmotivs.

Wihrend der vergangenen dreif3ig Jahre wurden intensive
daran gearbeitet, die strukturellen Voraussetzungen fiir spe-
zifische Bindung von Integrinen aufzukldren. Das Ziel war es,
potente und selektive Liganden fiir biomedizinische Anwen-
dungen zu entwickeln. Die Integrine avp3 und a5p1,
Schliisselkomponenten bei Zelladhédsion und -differenzie-
rung, der Angiogenese und dem Tumorwachstum, wurden in
diesem Zusammenhang als besonders vielversprechende
Zielstrukturen betrachtet. Durch die Einschrankung des
Konformationsraums der RGD-Peptide mittels Cyclisierung,
Einfiihrung von D-Aminosduren und durch umfassende
strukturelle Untersuchungen konnten wir zu Beginn der
1990er Jahre cyclische RGD-Peptide mit sehr hohen Bin-
dungsaffinitidten fir avf3 und mit Selektivitit gegeniiber
alIbp3 erhalten.””

Jedoch war es mit cyclischen Peptiden nicht moglich, die
beiden eng verwandten Subtypen avf3 und a5f1 zu unter-
scheiden (abgesehen von einigen bemerkenswerten Ausnah-
men, z.B. den neuesten Entwicklungen auf dem Gebiet der
isoDGR-Peptide).’!! Selektivitit zwischen diesen beiden
Subtypen wurde jedoch mit synthetischen RGD-basierten
Peptidmimetika erreicht. Die Entwicklung dieser selektiven
Liganden wurde erst durch detaillierte Studien zur Struktur-
Wirkungs-Beziehung und nach dem Bekanntwerden der
Kristallstruktur von avf3™® und Homologiemodellen fiir
a5p1%) ermoglicht (die Kristallstruktur des Letzteren wurde
erst im Jahre 2012 beschrieben).?! Diese Verbindungen
konnten bereits ihr grofes Potenzial als Integrin-Antagonis-
ten fiir die Behandlung von Krebs, bei der molekularen
Bildgebung, in biophysikalischen Studien und zur Aufkléarung
der biologischen Funktion dieser beiden wichtigen Integrine
bestétigen.

Parallel dazu wurden ECM-Proteine und kleine synthe-
tische Peptide dazu verwendet, eine Fiille von Materialien zu
funktionalisieren, um deren Eigenschaften zu verbessern und
Zelladhdsionsprozesse an Oberflichen zu ermoglichen. In
vielen Publikationen konnte gezeigt werden, dass die Akti-
vierung und Signalgebung an der Oberflédche eines bioinerten
Materials die Adhésion von Zellen, die Proliferation sowie
die Differenzierung stark verbessern konnen. Mithilfe dieser
Strategie wurde bereits eine neue Generation von Biomate-
rialien fiir die Anwendung im ,, Tissue-Engineering* und in
der regenerativen Medizin entwickelt. Uberraschenderweise
wurden bisher allerdings nur selten Peptidmimetika zur Be-
schichtung von Oberfldachen eingesetzt, die meisten Studien
dagegen verwendeten RGD-Peptide und Proteine mit ge-
ringer Subtypselektivitit.’!

Das Ziel dieses Aufsatzes ist daher, den Gebrauch von
RGD-basierten Peptidmimetika mit Selektivitit fir avp3
oder a5p1 fur die gezielte, spezifische Modifizierung der
Oberflichen von Biomaterialien aufzuzeigen. Wir werden
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hier auch eine historische Einordnung der Entwicklung von
subtypselektiven Peptidmimetika ausgehend vom RGD-
Motiv geben, wobei stellvertretend einige Beispiele aus un-
serer Arbeitsgruppe vorgestellt werden. Die Verwendung
dieser Liganden fiir die Beschichtung von Oberfldchen,
sowohl in medizinischen als auch in biophysikalischen Stu-
dien, wird hier vorgestellt. Des Weiteren soll ein Ausblick in
die Zukunft dieser Integrinliganden gegeben werden.

2. Die biologische Funktion der Integrinsubtypen
avf3 und a5p1

Die Integrinsubtypen avf3 und a5p1 wurden von der
Arbeitsgruppe um Ruoslahti im Jahre 1985 entdeckt und
zunichst nach deren natiirlichen ECM-Liganden als Vitro-
nektin(VN)- bzw. Fibronektin(FN)-Rezeptor benannt.?!
Beide Subtypen erkennen die RGD-Sequenz, die bereits 1984
als minimales Adh#sionsmotiv beschrieben wurde."® Nach
heutigem Stand bindet etwa ein Drittel der 24 bekannten
Integrine an dieses RGD-Motiv, darunter z.B. alle av-Integ-
rine, das Integrin a5f1 sowie das Blutpléttchenintegrin
alTbp3.”" Tm Unterschied zu avp3, das mit mehreren ver-
schiedenen ECM-Proteinen wie VN, FN, Osteopontin und
dem Knochensialoprotein wechselwirken kann, bindet der
Integrinsubtyp a5f1, aufgrund der Synergiedoméne mit der
Sequenz PHSRN in unmittelbarer Nidhe des Adhésionsmo-
tivs, vor allem an FN.*®! AuBerdem wurden fiir beide Subty-
pen auch noch andere natiirliche Bindungspartner in der
ECM, teilweise mit stark unterschiedlichen Bindungsaffini-
titen, beschrieben.?”!

Auch die Herstellung von initialen fokalen Adhésions-
punkten und deren weitere Ausdifferenzierung wird durch
Integrine vermittelt. Die geometrische Lokalisierung, die
Gestalt und die Dimension dieser Adhésionspunkte hidngen
stark vom Expressionsprofil, von der Verfiigbarkeit der Li-
ganden in der Mikroumgebung der Zelle und von der Kulti-
vierungszeit ab. In diesem Zusammenhang wurde von der
Arbeitsgruppe um Geiger gezeigt, dass naszierende fokale
Adhisionskomplexe eine starke ovf3-Expression zeigen,
wohingegen a5p1 vor allem in vollstindig ausgebildeten, fi-
brilliren fokalen Adhésionspunkten vorkommt.”! Jeder
Subtyp hat unterschiedliche charakteristische Organisations-
formen des Aktin-Cytoskeletts, was sich auf die Gestalt der
Zelle auswirkt: avp3 tiberexprimierende Zellen zeichnen sich
durch breite Lamellipodien und niedrige RhoA-Aktivitét
(eine kleine GTPase) aus. Dagegen finden sich in Zellen mit
hoher Expression von a5031 wohldefinierte Aktin-Fibrillen
sowie eine hohe RhoA-Aktivitit.”"! Diese Beobachtungen
der Zellmorphologie und der Organisation der Aktinfila-
mente korrelieren sehr gut mit der unterschiedlichen Kraft-
wahrnehmung und -iibertragungsmoglichkeiten der ver-
schiedenen Integrinsubtypen. Roca-Cusachs et al. zeigten,
dass a5p1-Cluster hohe Krafteinwirkungen der Matrix ver-
mitteln, avp3 hingegen initiiert Mechanotransduktion und
verstirkt eine bereits vorhandene Kraft auf FN-basierten
Oberflichen.®"! In Ubereinstimmung mit diesen Daten
konnte vor kurzem gezeigt werden, dass Zellen, die a5p1-
vermittelt an Substrate binden, hohere Krifte entwickeln
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konnen als bei einer Bindung iiber den Subtyp avf3.F In
einer anderen Studie berichtete die Arbeitsgruppe um
Giannone {iiber eine unterschiedliche dynamische nano-
strukturierte Organisation der 31- und 3-Integrine, die lokal
Krifte entwickeln und so die Signalgebung wihrend zellula-
rer Funktionen wie Migration und Umgestaltung der ECM
beeinflussen konnen.™ Die Arbeitsgruppe um Fissler
konnte kiirzlich in FN-basierten Modellsystemen zeigen, dass
a5p1-Integrine dort die Kraft erzeugen, wahrend die ov-In-
tegrine eher bei der strukturellen Anpassung an Krifte eine
Rolle spielen.” Bei dieser Studie konnten sie verschiedene
Funktionen der beiden Integrinsubtypen ovf3 und aS5f1
aufkldaren; diese arbeiten unter anderem bei der Zellkon-
traktion und dem Fiihlen der Steifigkeit der Umgebung zu-
sammen.

Neben fokalen Adhésionspunkten und der Organisation
von Aktinfilamenten konnte auch gezeigt werden, dass be-
stimmte Integrinsubtypen Auswirkungen auf die Proliferation
und die Differenzierung von Zellen haben konnen. Trotzdem
sind Untersuchungen zur Rolle der Integrine avf3 und aSp1
beim Zellwachstum héufig widerspriichlich. So wurde in ei-
nigen Studien gezeigt, dass a5f1 die Zelladhdsion und Pro-
liferation unterstiitzt.” Beispielsweise wurde durch die Blo-
ckade von a5P1 eine signifikante Reduzierung des Tran-
skriptionsfaktors c-Fos beschrieben, der mit der Zellprolife-
ration assoziiert ist.”>! Demgegeniiber stehen Beobachtun-
gen von anderen Autoren, welche diesem Rezeptor keinen
Einfluss auf das Zellwachstum, weder in vitro noch in vivo,
zuschreiben konnten.™ Eine Studie von Martino et al.*” mit
FN-Fragmenten, die unterschiedliche Affinitdt fur a5p1
haben, verdeutlichte, dass eine Blockierung dieses Rezeptors
sich lediglich auf die Proliferation mit hochaffinen Substraten
auswirkt (die sowohl die RGD- als auch die PHSRN-Sequenz
enthalten), dagegen fordern Volllingen-FN und Proteinfrag-
mente, die nur das RGD-Motiv enthalten, iiber zahlreiche
unspezifische Signale von anderen Rezeptoren lediglich das
Zellwachstum. Deutlich weniger Studien haben sich mit dem
Subtyp avf3 beschiftigt. So zeigten murine Zellen, die dieses
Integrin {iberexprimieren, hohere Proliferationsraten als
nichttransfizierte Zellen. Dieser Effekt wurde aufgehoben,
wenn die transfizierten Zellen vorher mit einem avf33-blo-
ckierenden Antikorper inkubiert wurden.”s! Von der Ar-
beitsgruppe um Garcia wurde jedoch kein Effekt auf die
Proliferation durch Blockade von avfp3 beobachtet.*>

Diese hédufig widerspriichlichen Beobachtungen haben
wahrscheinlich unterschiedliche Ursachen. ECM-Liganden
werden héufig nur nach deren Affinitéit fiir einen Integrin-
subtyp charakterisiert (z.B. avf3 oder a5p1), die Bestim-
mung der Bindungsaffinitit fiir die anderen Subtypen wird
dagegen héufig vernachléssigt. Dadurch wird ein biologischer
Effekt mit einem spezifischen Integrinsubtyp assoziiert,
wobei die Rolle von anderen Integrinen in diesem Kontext
moglicherweise unterschitzt wird. Des Weiteren schwankt
das Integrinexpressionsmuster auf der Zelloberflache stark
und hédngt von Parametern wie Zelltyp, Kultivierungsbedin-
gungen und verwendeten Substraten ab, sodass unterschied-
liche Studien meist nicht einfach vergleichbar sind. Zusétzlich
sollte in Betracht gezogen werden, dass die Funktionen von
Integrinsubtypen héufig tiberlappen, d.h. eine Funktion, die
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durch die Blockade eines Subtyps unterdriickt wird, konnte
durch einen anderen Subtyp tibernommen werden.

Die Rolle der beiden Integrinsubtypen bei der Differen-
zierung von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) ist ein
wichtiges Forschungsgebiet, vor allem vor dem Hintergrund
des allgemein steigenden Interesses an der Stammzellfor-
schung und -therapie sowie der Entwicklung von entspre-
chenden Biomaterialien. Es entsteht eine zunehmende
Nachfrage nach einer Kontrolle der Plastizitdt von Stamm-
zellen, beispielsweise um diese undifferenziert in Zellkultur
zu halten®™ oder um die Differenzierung in einen speziellen
Phinotyp zu erreichen.””! Neben den klassischen molekula-
ren Vermittlern einer gezielten Differenzierung, wie etwa
verschiedene Wachstumsfaktoren, wurde auch die Zellmi-
kroumgebung als vielversprechender Parameter zur gezielten
Beeinflussung der Differenzierung einer Stammzelle besta-
tigt.®! In diesem Zusammenhang ist die Rolle der Integrine
bei der Progression von undifferenzierten Zellen zu einer
definierten Abstammungslinie noch nicht endgiiltig postu-
liert. Einige Studien konnten eine verstdrkende Funktion von
a5B1 bei der Induktion von Osteogenese ausmachen. So
wurde gezeigt, dass dieser Rezeptor die Expression von
osteogenen Markern sowie die Aktivitdt von Alkalischer
Phosphatase (ALP) in vitroP***1 erhsht und die Osseo-
integration®®*! yvon Implantaten sowie eine ektotope Kno-
chenbildung!**! in vivo induzieren kann. Niedrigere Spiegel
von a5p1 wurden auch mit einem verstirkten Knochenabbau
in Tiermodellen in Verbindung gebracht.

Auch die Rolle von avp3 ist nicht eindeutig. So gibt es
Studien die behaupten, dass dieser Rezeptor eine Unterdrii-
ckung der Differenzierung von Osteoblasten vermittelt,® 4!
andere hingegen fithren eine Verstirkung der Mineralisie-
rung der Matrix auf die Bindung von avp3 zuriick.” In einer
kiirzlich erschienenen Studie konnten Kilian und Mrksich!
zeigen, dass mit einem cyclischen RGD-Peptid, das eine hohe
avp3-Bindungsaffinitit aufweist, die Differenzierung von
MSCs in die Osteoblasten-Abstammungslinie eingeleitet
werden kann. Sie konnten eine verstarkte Auspriagung von
verschiedenen osteogenen Markern, z.B. eine hohe ALP-
Aktivitat, ein hoher Spiegel von Runx2 (,,Runt-related“-
Transkriptionsfaktor 2) und eine stirkere Zellspreizung auf
einer mit cyclischen Peptiden beschichteten Oberfldche, be-
obachten. Dagegen induzierte ein lineares RGD-Peptid mit
niedrigerer Affinitdt fiir avp3 die Differenzierung in die
myogene Abstammungslinie. Dennoch haben sich bisher nur
wenige Studien mit dem osteogenen Potenzial von avf33 be-
fasst, da dieser Rezeptor meist in Bezug auf seine Rolle bei
der Knochenbildung untersucht wird. Tatsdchlich sind
Osteoklasten der Zelltyp mit der hochsten In-vivo-Expressi-
on von avP3."” Dieses Integrin vermittelt die Bindung von
Osteoklasten an die ECM, entsprechend konnte durch die
Blockierung dieses Rezeptors die Resorption von Knochen-
material inhibiert werden.*”! Dieser Effekt, der durch blo-
ckierende Antikorper in vitro®! und durch B3-Knockout-
Miuse in vivo®! bestitigt werden konnte, wurde durch eine
avp3-abhingige Migration von Osteoklasten erklirt.*"! Be-
merkenswert ist, dass die Rolle von avp3 bei der Zellmigra-
tion auch in vielen weiteren Zelltypen beobachtet wurde,
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beispielsweise in glatten GefiBmuskelzellen,”” Endothelzel-
len®" und auch in verschiedenen Tumorzelllinien.

Tatsédchlich ist das avp3-Integrin ein kritischer Regulator
sowohl der physiologischen als auch der pathologischen An-
giogenese, die wiederum einen entscheidenden Schritt der
Tumorprogression und Metastasierung darstellt.”>!®% Ganz
am Anfang der Tumorprogression kann in ruhenden Tumoren
durch Hypoxie der ,,angiogenetische Wechsel“ ! eingeleitet
werden, bei dem Wachstumsfaktoren wie VEGF (,,vascular
endothelial growth factor®) ausgeschiittet werden und da-
durch die Expressionsrate von Integrinen hochreguliert wird.
Durch die Wechselwirkung von avf3 mit seinen natiirlichen
ECM-Liganden konnen Endothelzellen bei der Bildung von
neuen Blutgefden mitwirken, die den Tumor mit zusitzli-
chem Sauerstoff und Nihrstoffen versorgen konnen.™ Seit
den ersten Studien, die auf den Einfluss von avf3 bei der
pathologischen Angiogenese hinwiesen,™! bestitigten viele
Studien die Hochregulation dieses Rezeptors auf Tumoren
und Tumorzelllinien, was deutlich auf eine proangiogeneti-
sche Rolle von avp3 hinweist. Jedoch war bei Studien mit
Maiusen, bei denen sdmtliche ov-Integrine ausgeschaltet
waren, eine starke Angiogenese erkennbar,”®! Miuse mit
fehlenden (3- und p5-Integrinen zeigten ebenfalls patholo-
gische Angiogenese und erhohtes Tumorwachstum.®”! Dies
weist auf eine zwar wichtige, jedoch nicht essenzielle Rolle
von avP3 bei der Regulation der Angiogenese hin.”®!

Die biologische Funktion von a5p1 in der Angiogenese ist
ebenfalls noch nicht vollstandig aufgeklart. Dessen Fahigkeit
zum Cotransport mit EGFR (,,epidermal growth factor re-
ceptor*)! sowie seine Hochregulation bei der Angiogenese
und in BlutgefiBen von Tumoren!®! lassen eine tumorfor-
dernde Funktion dieses Integrins vermuten. Andere Berichte
deuten eher auf eine kontextabhidngige Funktion mit einer
verstirkenden Rolle in manchen und einer schwichenden in
anderen Tumoren hin. Vor kurzem konnte die Gruppe um
Hynes zeigen, dass av und a5 moglicherweise bei der Reor-
ganisation von Gefidflen zusammenarbeiten und sich auch
gegenseitig ersetzen konnen.[*!

3. Die Entwicklung von subtypspezifischen avf33-
und a501-Liganden

3.1. RGD-Peptide und datriiber hinaus

In einer bahnbrechenden Arbeit von Pierschbacher und
Ruoslahti aus dem Jahr 1984 wurde die Tetrapeptidsequenz
Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) als das minimale Motiv in FN fiir
die Bindung von Zellen beschrieben.”® In diesen Studien
wurden synthetische Peptide mit der RGD-Sequenz dazu
verwendet, die Adhision von Fibroblasten an mit FN be-
schichteten Oberflichen zu inhibieren. Bemerkenswert war
dabei, dass auch mit synthetischen Liganden beschichtete
Agarose-Kiigelchen die Adhision von Fibroblasten erhdhen
konnten. Weitere Untersuchungen zur spezifischen Rolle
jeder Aminosdure des Tetrapeptids konnten zeigen, dass Arg,
Gly und Asp essenziell fiir die biologische Aktivitit sind,
nicht jedoch Ser, das durch verschiedene Aminosduren ohne
Verlust an Bindungsaffinitit ersetzt werden konnte.['%:%
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Dieses Bindungsmotiv wurde spiter auch in Fibrinogen und
Typ-I-Kollagen identifiziert; kurze RGD-enthaltende Peptide
aus der Sequenz dieser Proteine zeigten ebenfalls eine Ver-
starkung der Zelladhision." Diese Ergebnisse deuteten
darauf hin, dass Zellen gemeinsame Rezeptoren (z.B. Integ-
rine) exprimieren, mit denen sie an die ECM iiber die RGD-
Sequenz binden konnen. Weitere Studien konnten das RGD-
Motiv auch in vielen anderen ECM-Proteinen identifizieren,
z.B. in VN, Von-Willebrand-Faktor,*” Osteopontin®! und
Laminin.[®!

Viele Integrine erkennen ECM-Proteine iiber die ge-
meinsame RGD-Sequenz, doch die Spezifitdt dieser Wech-
selwirkung mit den verschiedenen Subtypen ist nicht trivial.
Dies wurde bald an den Integrinen o541 und avp3 erkennbar,
da sie jeweils unterschiedliche, charakteristische Wechsel-
wirkungen mit der ECM eingehen. Zum Beispiel konnten
Liposomen, die a5p1 enthielten, an FN-beschichtete Ober-
flaichen binden. Auf VN-beschichteten Substraten zeigte sich
hingegen keine Bindung. Im anderen Fall, mit avf3-modifi-
zierten Liposomen, wurde das gegenteilige Ergebnis erhal-
ten.”® Ein synthetisches Peptid war dagegen in der Lage, die
Proteinbindung in beiden Fillen zu verhindern. Heute ist
bekannt, dass die Ligandenspezifitit von vielen Faktoren
abhéngt. Obwohl Beispiele fiir den Einfluss von synergisti-
schen Doménen auf die Subtypspezifitit bekannt sind (z.B.
die PHSRN-Sequenz, die in FN die Bindung von RGD an
a5p1 synergistisch unterstiitzt),” sind die Konformation und
die rdumlichen Prisentation des RGD-Motivs in den ECM-
Proteinen die wichtigsten Faktoren fiir die Vermittlung der
Subtypspezifitit.'°7)

Die Integration einer Aminosiduresequenz in ein cycli-
sches Peptid stellt eine plausible Methode dar, den Kon-
formationsraum einzuschrénken, die biologische Aktivitét zu
erhohen und die Subtypspezifitit zu beeinflussen.l” Friihe
Untersuchungen mit einem iiber eine Disulfidbriicke ver-
briickten RGD-Cyclopeptid zeigten eine Verbesserung der
Inhibition VN-vermittelter Adhésion von Fibroblasten; da-
gegen konnte mit diesem Peptid im Gegensatz zum linearen
Kontrollpeptid keine inhibitorische Aktivitit von FN-ver-
mittelter Adhésion beobachtet werden.”! In einer weiteren
Studie fiithrte die Reduktion der Disulfidbriicken in einem aus
Schlangengift isolierten, RGD-enthaltenden Peptid zum
Verlust der biologischen Aktivitédt. Dies kann wahrscheinlich
durch eine reduzierte Integrinbindungsaffinitéit, ausgelost
durch den Verlust der giinstigen biologisch aktiven Konfor-
mation, erklirt werden.[”

In diesem Zusammenhang war unsere Gruppe in den
1990er Jahren fiithrend an einer Reihe von Studien zum Ver-
standnis des Einflusses der Konformation auf die Integrin-
subtypselektivitit beteiligt.”™ Untersuchungen zur Auswir-
kung der Substitution einer L- durch eine D-Aminosédure in
einem cyclischen Peptid auf dessen Konformation und bio-
logische Aktivitidt, ein Prozess der als ,rdumliches Scree-
ning“ " bezeichnet wird, fithrten zur Entwicklung des Pen-
tapeptids c((RGDfV) (Tabelle 1). Dieses Peptid zeigte eine im
Vergleich zum linearen Stammpeptid 100-fach verbesserte
Inhibition der Adhésion von A375-Zellen an VN und hohe
Selektivitit gegeniiber dem Blutplittchenintegrin alIbf3.[2%!
Des Weiteren konnte dieses Cyclopeptid die tumorinduzierte
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Tabelle 1: Strukturen von cyclischen RGD-Peptiden mit Bindungsaffinitit
fiir den Integrinsubtyp avf33 und/oder a5p1.

Verbindung 1Csp 1Cso Lit.
avB3 [nm]  a5B1 [nm]

480" [20a,72]

N
HN NH 4.99
I~

0.58 13.21 [16a,77]

c(RGDf(NMe)V) (Cilengitide)

o
AN~ 634 > 10001 87,88

1500 89]

(0]
HO,C. O HN NH 20
\——2N:H 03)_/_/
P
¢(RGD-(+)-p-Acc-V)
O
/ N
LN
HN\}/NHf\__ZI: -

(o]
°© ~COH 89 406
NH H
N
(o]

HoN )\/ 5

¢(G-isoDGR-phg)

[21a]

O

>1000 19 [21a]

>1000 8.7 [21b]

¢(phg-isoDGR-k)

Angiogenese in einem Chorion-Allantois-Membran(CAM)-
Modell im Huhn (HET-CAM) unterbrechen™" und diente
spater als Leitstruktur fiir die Entwicklung von vielen weite-
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Verbindung 1Cso

avB3 [nm]

1Cso Lit.
a5p1 [nMm]

133H [21b,72b]

¢(RGDfK)

[a] In der Originalpublikation (Lit. [20a]) wurde die Aktivitit dieses
Peptids durch die Inhibition der Zelladhision zu VN und dem Fragment
P1 aus Laminin bestimmt. Die Bestimmung der avf33-Aktivitat wurde
spater mit isolierten Integrinen durchgefiihrt. (Lit. [72b]). [b] Die a531-
Affinitat wurde in der Orginalliteratur nicht beschrieben (Lit. [20a]),
wurde spiter jedoch in Lit. [72a] berichtet. [c] In der Orignalpublikation
(Lit. [16a]) wurde lediglich die Aktivitat fiir avp3 und allbp3 bestimmt.
1Cso-Werte fiir avB5 und a5B1 wurden spiter in Lit. [77] bestimmt. [d] Die
Aktivitat fiir avP3 wurde in Lit. [87] und fur a5p1 in Lit. [88] berichtet.
[e] In der Originalpublikation (Lit. [72b]) wurde die Aktivitit dieses
Peptids fiir avB3 als Verhiltnis Q =ICyo[Peptid]/ICs)[GRGDSPK] ange-
geben. ICs-Werte fiir a581 und avf33 wurden kiirzlich in Lit. [21b] be-
richtet. Eine ausfiithrliche Studie des Aktivitéts- und Selektivitatsprofils
der Peptide ¢(RGDfV), ¢(phg-isoDGR-k) und ¢(RGDfK) wurde kiirzlich fur
RGD-bindende Integrine durchgefiihrt (T. G. Kapp, F. Rechenmacher, S.
Neubauer, O. V. Maltsev, C. Mas-Moruno, A. E. Cavalcanti-Adam, ).
Spatz, B. Geiger, H. Kessler, unversffentlichte Ergebnisse).

ren avp3-selektiven Integrinliganden.’” ¢(RGDfV) wurde
einer Reihe von Modifikationen unterzogen, etwa der Re-
duktion von Peptidbindungen,” dem Einbau von Schleifen-
mimetika,” dem Einbau von Zuckeraminosiuren! sowie
der Herstellung von Retro-inverso-Analoga.” Die in diesen
Studien entwickelten Liganden zeigten zwar eine hohe Se-
lektivitit zwischen avf3 und ollbp3, jedoch wurde keine
Selektivitit fiir avp33 gegeniiber a5p1 erreicht.

Die N-Methylierung von ¢(RGDfV) fiihrte zum Wirk-
stoffkandidaten Cilengitide ¢(RGDf(NMe)V) (Tabelle 1)
mit einer antagonistische Aktivitat fiir avp33 im subnanomo-
laren Bereich (IC5y=0.58 nm) sowie fiir avB5 und a5f1 im
nanomolaren Bereich (ICs,=11.7 nm bzw. 13.2 nm).[""! Pep-
tidische Liganden sind hiufig nur wenig stabil gegen enzy-
matischen Abbau, durch Cyclisierung und N-Methylierung!™!
konnte jedoch ein metabolisch und enzymatisch stabiles
Peptid erhalten werden. Aufgrund seiner hohen Aktivitt fiir
proangiogenetische Integrinsubtypen, aber auch wegen seiner
hohen Selektivitit gegeniiber dem Blutplidttchenintegrin
alIbp3, wird Cilengitide als Wirkstoffkandidat untersucht.
Derzeit wird eine Studie in klinischer Phase II fiir die Be-
handlung von verschiedenen Tumorarten durchgefiihrt.!®!
Cilengitide erreichte Phase III fiir die Behandlung von
Glioblastomen,'®”! konnte jedoch die Uberlebensrate der
Patienten, die parallel mit Cilengitide und einer konventio-
nellen Chemoradiotherapie behandelt wurden, nicht signifi-
kant steigern, sodass die Studie an dieser hochaggressiven
Tumorart abgebrochen wurde.® Vor kurzem wurde iiber
einen ,,Crosstalk” zwischen a5f1 und dem Tumorsuppressor
p53 berichtet, der in Gliomzellen die Apoptose einleiten
kann. Dieser biologische Effekt wurde fiir das Integrin av3
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nicht beschrieben. Die geringere Bindungsaffinitit von Cil-
engitide fir a5p1 konnte also die fehlende Wirksamkeit des
Peptids bei der Behandlung von Glioblastomen erkliren.[!l
Den betroffenen Patienten wurde Cilengitide einmal wo-
chentlich oder zweimal téglich intravends verabreicht (2 g pro
Patient). Durch die geringe Halbwertszeit im menschlichen
Serum (der Wirkstoff wird nach 4 Stunden ohne metabolische
Verinderung ausgeschieden) und die geringe Konzentration
im Blut nach einigen Stunden konnen Integrine im Ruhezu-
stand zwar aktiviert, die Ligandenbindung und die Signal-
transduktion jedoch nicht wie erforderlich blockiert
werden.®? Nach heutigem Stand wurde auch noch kein an-
derer avf3- oder a5p1-Integrin-Ligand von der FDA zuge-
lassen.[''?]

Daneben war die Adressierung des Subtyps a5p1 ein stark
untersuchtes Forschungsgebiet. Seit iiber 20 Jahren befassen
sich unsere und andere Arbeitsgruppen mit der Entwicklung
von Peptiden mit hoher Bindungsaffinitét fiir diesen Rezep-
torsubtyp. In diesem Zusammenhang sind cyclische/™! und
auch lineare Peptide, die mithilfe der Selektionsmethode
Phagen-Display identifiziert wurden,® als a5p1-Liganden
beschrieben worden, wenn auch ohne nennenswerte Selekti-
vitdt gegeniiber avf33. Einige Jahre spiter wurde ein nicht
RGD enthaltendes, lineares Peptid aus der Sequenz von FN,
das an die Synergiedomine von a5f1 bindet, entdeckt. Das
acetylierte Analog Ac-PHSCN-NH,, spiter als ATN-161 be-
zeichnet, zeigte antiinvasive, Antitumor- und antimetastati-
sche Aktivitit in Zelllinien des Prostatakarzinoms.[* ATN-
161 wird derzeit in klinischer Phase II fiir die Behandlung von
Krebs untersucht. Neben der Affinitit fir aSf1 wurde auch
iiber Affinititen fiir avf3™ und fiir avp5™'® berichtet.

Von der Arbeitsgruppe um Sewald wurden des Weiteren
mehrere cyclische RGD-Peptide, die -Aminosduren ent-
halten, synthetisiert und hinsichtlich ihrer Sekundérstruktur
untersucht.® Auf diese Weise wurde das cyclische Tetra-
peptid c(RGD-B-H-Phe) als avf3-aktive Verbindung (63 nm
in einem Assay mit isolierten Integrinen)®™ mit sehr geringer
Affinitat fir o581 (> 1000 pum in einem Adhésionsassay mit
K562-Zellen) (Tabelle 1)® gefunden. Im Rahmen dieser
Studien wurden auch weitere hochaffine Liganden beschrie-
ben, allerdings ohne signifikante Selektivitdt zwischen den
Subtypen avp3 und a5p1. Spiter wurden von der gleichen
Gruppe die Synthese, die Strukturanalyse und die biologische
Evaluierung von Pentapeptiden beschrieben, welche die
konformativ eingeschrinkte Aminosiure cis-f-Aminocyclo-
propancarbonsiure (B-Acc) enthalten.™ Das cyclische Pen-
tapeptid c(RGD-(+4)-p-Acc-V) (Tabelle 1) hat eine sehr hohe
Affinitdt fur avp3 (20nm in einem Adhésionsassay mit
WM115-Zellen auf FN) sowie gute Selektivitit gegeniiber
a5p1 (1.5 um, Faktor 75, Adhésionsassay mit K562-Zellen auf
FN). Im Jahr 2008 wurde von Pramanik et al. ein Lipopeptid
entwickelt, das auf die Tetrapeptidsequenz RGDK als bio-
logisch aktive Sequenz aufbaut. Das Konjugat konnte in vitro
Gene selektiv iiber den aSP1-Integrin-Rezeptor adressie-
ren.”"!

Diese Studien verdeutlichen, dass die Entwicklung von
Peptiden, die eine Selektivitdt zwischen avf33 und a5p1 auf-
weisen, bisher sehr begrenzt war. Vor diesem Hintergrund
stellen cyclische Peptide, die auf die isoDGR-Sequenz auf-
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bauen, einen der seltenen Fille dar, bei dem es gelang, sowohl
eine hohe Bindungsaffinitit als auch eine gute Subtypselek-
tivitdt zwischen diesen beiden Rezeptoren zu erreichen. Das
isoDGR-Motiv, das durch Demidierung von Asparagin in
dem fiinften Wiederholungsmodul I von FN gebildet wird,
wurde von der Arbeitsgruppe um Corti als unerwartetes
Bindungsmotiv in diesem ECM-Protein identifiziert.”!! Aus-
gehend von diesen Ergebnissen entwickelten wir ein Kopf-
Schwanz-cyclisiertes Peptid mit der isoDGR-Sequenz, wobei
wiederum die Methode des ,,rdumlichen Screening” ange-
wendet wurde.”' In diesen Peptiden wird die isoDGR-Se-
quenz durch ein Gly und eine aromatische Aminosdure
(entscheidend fiir die Bindung an avp3) flankiert."”! Der
aromatische Rest wurde sowohl in L- als auch in p-Konfigu-
ration eingebracht, was die Bildung von verschiedenen Pep-
tidriickgratstrukturen zur Folge hat. Interessanterweise zeigte
sich, dass die relative Position der beiden flankierenden Reste
die Selektivitdt zwischen den Subtypen avf33 und a5p1 fest-
legt. Dies wurde beispielsweise an dem Peptid c(phg-
isoDGR-G) gezeigt, das fiir a5p1 eine Affinitdt im nanomo-
laren Bereich hat (IC5,=19 nM), jedoch gegeniiber avf33 in-
aktiv ist. Im anderen Fall fiihrte ein Vertauschen der flan-
kierenden Aminosduren im Peptid c¢(G-isoDGR-phg) zu
einem exakt umgekehrten biologischen Aktivitétsprofil (Ta-
belle 1). Diese Daten wurden mit Dockingstudien und in
Zellassays mit a5p1 und avf3 exprimierenden Fibroblasten
gestiitzt.”?'¥ Fiir Folgestudien mit dem a5p1-selektiven Peptid
¢(phg-isoDGR-G) wurde Gly durch andere L- und D-Ami-
nosiuren substituiert.””” Aus der untersuchten Bibliothek
konnte c(phg-isoDGR-w) erhalten werden, bei dem eine
Steigerung der Affinitét fiir aSp1 (ICs,=5.5 nm) bei gleich-
zeitigem Erhalt der Selektivitit gegeniiber avf33 beobachtet
wurde. Dieses Peptid zeigte iiberraschenderweise auch eine
Affinitét fiir den Subtyp avf6 von ICs,=92 nM. Die Einfiih-
rung von D-Lys anstelle von D-Trp im Cyclopeptid c(phg-
isoDGR-k) steigerte die Affinitdt fiir avf6 noch (ICs,=
19 nm), wihrend gleichzeitig die Affinitédt fiir a5p1 im nie-
deren nanomolaren Bereich sowie die Selektivitédt gegeniiber
avp3 erhalten blieben. Dieses Peptid wurde mit einer Thiol-
gruppe funktionalisiert und fest auf eine nanostrukturierte
Goldoberflache aufgebracht, um das Adhésionsverhalten von
REF52-Zellen darauf zu untersuchen."!

Die vor publizierte Kristallstruktur der Kopfgruppe des
Integrins a5PB1 gewidhrt weitere Einblicke in den unter-
schiedlichen Bindungsmodus von Liganden in den Bin-
dungstaschen der av- und der a5-Untereinheit.*! Zum Bei-
spiel wurde gezeigt, dass die Guanidingruppe von Arginin in
der av-Untereinheit von avf3 nur durch ,,Side-on“-Wech-
selwirkungen mit Asp218 gebunden ist. Dagegen wird bei der
Bindung der Guanidingruppe in der a5-Untereinheit von
a5p1 neben der ,,Side-on“- auch eine ,,End-on“-Wechselwir-
kung beobachtet (mit Asp227 bzw. GIn221). Durch unter-
schiedliche N-Methylierungsmuster der Guanidingruppe in
Integrinliganden konnte deren Selektivititsprofil fiir beide
Rezeptoren angepasst werden.”?! Beispielsweise wird durch
die Methylierung von N, die ,,End-on“-Wechselwirkung
vollstandig aufgehoben, wodurch die Bindung an a5 verhin-
dert wird. Das fiihrt zu einer Verbesserung der Selektivitét
gegeniiber avp3 und avp6.
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3.2. RGD-basierte Peptidmimetika

Die Entwicklung von cyclischen RGD-Peptiden wurde
vom Design und der Synthese von nichtpeptidischen Ant-
agonisten mit dem Ziel begleitet, die Aktivitdt und das Se-
lektivitatsprofil der peptidischen Liganden weiter zu verbes-
sern.?%! Unzweifelhaft war das Bekanntwerden der ersten
Kristallstruktur des extrazelluliren Segments von avf3 im
Jahre 2001 ein Durchbruch fiir das Design von selektiven
Integrinliganden.’™! Ein Jahr spiter wurde auch die Kris-
tallstruktur des extrazelluldiren Segments von avf33 in Kom-
plex mit Cilengitide gelost.”™ Diese Arbeit gewihrte wich-
tige Einblicke in den Bindungsmodus von Integrinliganden
und dient seitdem als Basis fiir Dockingstudien, die fiir das
Wirkstoffdesign von entscheidender Bedeutung sind. Da die
a5p1-Kristallstruktur unbekannt war, veroffentlichten wir
2005 ein dreidimensionales Homologiemodell dieses Subtyps,
das auf der experimentell bestimmten Struktur von avf3 in
gebundener Rezeptorkonformation basierte. Aufgrund der
Ahnlichkeit der Bindungstaschen von avp3 und a5p1 (av:as
53% Gemeinsamkeit; 33:$1 55% Gemeinsamkeit in der In-
tegrinkopfgruppe),” diente dieses Modell, zusammen mit
den vorher beschriebenen Kristallstrukturen, als Grundlage
fiir ein rationales Design von Liganden fiir diese beiden In-
tegrinsubtypen. In diesem Abschnitt werden wir nur auf
peptidmimetische Integrinliganden eingehen, die zwischen
diesen beiden Subtypen differenzieren konnen. Integrinli-
ganden, die lediglich fiir ihre Bindung an einen Integrinsub-
typ getestet wurden, oder biselektive Liganden, die avf33 und
a5p1 binden, werden im Rahmen dieses Aufsatzes nicht
vorgestellt und sind an anderer Stelle beschrieben.”

Neben einigen peptidischen Liganden mit niedrigen mi-
kromolaren Aktivitdten fiir a5f1 sowie den isoDGR-Pepti-
den war SJ749 (M1, Tabelle 2) der erste kleine, hochaffine
und nichtpeptidische a5p1-Ligand. Diese Verbindung wurde
durch die konformative Restriktion eines av3-Antagonisten
erhalten und enthilt ein Spiro-Oxazolin-Geriist. Der Ligand
hat eine exzellente Aktivitit fiir aSf1 (IC5,=0.18 nm) und
eine mindestens 200-fache Selektivitit gegeniiber avfp3.!
Dockingstudien mit M1 in der Bindungstasche von a5(1
konnten Schliisselwechselwirkungen aufdecken, die fiir die
gute Bindungsaffinitdt an diesen Rezeptorsubtyp entschei-
dend sind (Abbildung 2a).”®! M1 zeigte eine Inhibition der
Angiogenese durch ein verdndertes Adhésions- und Migra-
tionsverhalten von Endothelzellen,"” eine Inhibition der
Tumorzellproliferation”” und eine erleichterte Apoptose
zusammen mit funktionellem p53 bei der Glioblastom-Zell-
linie US7TMG.™

Die ersten rational entworfenen, selektiven Peptidmime-
tika wurden gleichzeitig von unserer Arbeitsgruppe®! und
von der Jerini AG!'"™! entwickelt. Das Design dieser Verbin-
dungen basierte auf vorangegangenen Dockingstudien in die
Kristallstruktur von avp3!""" und dem Homologiemodell von
a5p1 im Komplex mit M1 (Abbildung 2a).”*! Beim Vergleich
der beiden Bindungstaschen zeigten sich zwei Regionen als
geeignet, um Selektivitit zwischen den beiden Subtypen avf33
und a5p1 zu generieren: In der -Untereinheit wurden (33)-
Arg214 und (B3)-Arg216 durch ($1)-Gly217 bzw. (B1)-
Leu219 ersetzt. Die Substitution der beiden Arginine durch
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Tabelle 2: Struktur von RGD-basierten Peptidmimetika mit Bindungsaf-

finitaten fur die Integrine avP3 und/oder a5p31.

Verbindung 1Cso 1Csp Lit.
avB3 [nMm]  a5B1 [nm]
X
CO,H
0" N | /\r 2
-N H HN SO
2 49 0.18 [95]
~NH
|
N
/@/\(COZH
279 0.7 [99]
M2
OY
e T
1.2 264 [99]
M3
H
. 16 3.7 (M4)
Cf O;}""u' ~30000 3.5 (M5)  [100]
oH 3400 0.54 (M6)
M4: R" = SO,-mes; R?=H
M5: R" = CO-mes; R? =H
Mé: R' = CO-mes; R? = OMe
NH H
HZNJLN N\XJLN/\rcozH
H o) H uN_o
> 4750 0.96 (M7) .
M7: X = NH 9600 0.86 (M8) [107]
M8: X = CH,
Oj/
N CONHOH
lN/ N/\/\O/Q/H\l\ll/ (0]
N
13.5 40 [109]
M9 O]/
N CONHOH
SN 1
NSNS0 HN-50,
H 4.8 132 [109]
M10
~o
(e T
NN HN.

N ° X 0.86 127 (M11)
M11: X = CO 0.65 108 (M12) [119]
M12: X = SO,

\rO
o

/NkH (\)JLN/YCOQH

= N NHCbz 1.1 660 111

N
M13

CFs
NN o NH
YOS o 1.2 1109 [112]
Z /
M14 —COH
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Tabelle 2: (Fortsetzung)
Verbindung 1Cso 1Cs Lit.
avB3 [nm] a5p1 [nM]
CF,
NN o NH
® T o 098 1000 12
M15 —COH
CO,H
(o}
Ny N
r 11 7630 [113]
0 Q M16
HoN

[a] Integrinbindungsaktivitaten in Lit. [112] sind als K-Werte angegeben.
[b] Integrinbindungsaktivititen in Lit. [113] sind als ECy,-Werte angege-
ben; dabei wurden Zellen verwendet, die entweder avp3 (SK-MEL-24)
oder a5p1 (K562) tiberexprimieren.

Aminosduren mit kleineren Seitenketten vergroBert den
verfiigbaren Raum an dieser Stelle der a531-Bindungstasche.
Im Unterschied zum avf33-Integrin konnen so sterisch an-
spruchsvolle Substituenten in die Kernstruktur des Liganden
eingefiihrt werden. Zweitens zeigte sich, dass die a5-Unter-
einheit durch die Mutation von (av)-Asp150 zu (a5)-Alal59
weniger azide ist. Weiterhin fithrt der Austausch von (av)-
Thr212 durch (a5)-GIn221 zu einer verdnderten Geometrie in
der Bindungsregion; daraus ergibt sich die Moglichkeit,
Subtypselektivitit durch die Modifikation des basischen
Molekiilteils zu erhalten.’” Wie bereits erwihnt, wurde vor
kurzem eine Methode zur Regulation der Selektivitdt zwi-
schen den beiden Subtypen beschrieben; Selektivitdt wird
dabei durch N-Alkylierung der Guanidingruppe von Arginin
im Liganden erreicht.?**

Auf Grundlage dieser Beobachtungen synthetisierten wir
eine Reihe von Peptidmimetika mit einer Tyrosin-Grund-
struktur, die bereits vorher erfolgreich in anderen Integrinli-
ganden eingesetzt wurde.'"” Der Ligand mit der hochsten
aSp1-Affinitat (M2, Tabelle 2) zeigte eine aSf1-Affinitdt im
subnanomolaren Bereich (ICs,=0.7 nMm) und gute Selektivi-
tit gegeniiber avp3.” In Dockingstudien wurde die ideale
Passung dieses Liganden in die a5f1-Bindungstasche besté-
tigt (Abbildung 2b). Dagegen passt ein Ligand, bei dem die
beiden Methylgruppen des aromatischen Rings entfernt
wurden, ideal in die avp3-Bindungstasche; es resultierte ein
hochaktiver avfp3-Integrin-Ligand (M3, Tabelle 2; ICs,=
1.2 nm) mit hoher Selektivitit gegeniiber a5p1.)

Stragies et al. von der Jerini AG berichteten iiber die
Entwicklung von hochaktiven Verbindungen ausgehend von
einer virtuellen kombinatorischen Bibliothek.'"! Sie gingen
zunéchst von einer Startverbindung (M4) mit Aktivitét fiir
a5p1 (IC5,=3.7 nm), jedoch geringer Selektivitit gegeniiber
avp3 (ICs,=16 nm), aus, die erste untersuchte Variation war
die hydrophobe Seitenkette an R' (Tabelle 2). Die Einfiih-
rung eines Sulfonamids anstelle eines Amids fiihrte zu einer
bemerkenswerten Abnahme der avf3-Bindungsaffinitét (ICs,
~ 30000 nm), die aSP1-Affinitdt dagegen blieb erhalten (MS5,
JSM6427). Der Umstand, dass das Integrin a5f1 eine sterisch
anspruchsvollere Bindungstasche aufweist, scheint seine Ka-
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Abbildung 2. Bindungsmodi in der Integrinbindungstasche von exemplarisch ausgewihlten
Peptidmimetika. Docking von A) S)749 (M1; orangefarbenes Stabmodell) und B) M2 (gelbes
Stabmodell) in die a5B1-Bindungstasche. Beide Verbindungen zeigen eine optimale Passung
in den Rezeptor. Docking von M11 (tiefrosa Stabmodell) in die avp3- (C) und a531-Bindeta-
sche (D). Die bevorzugte Passung in av33 fithrt zu einer erhdhten Selektivitat fiir diesen
Rezeptor. Die Untereinheiten a5 und 1 sind als hellblaue bzw. griine Oberflichen, die av-
und B3-Untereinheiten als blaue bzw. gelbe Oberflichen dargestellt. Die fiir die Ligandbin-
dung wichtigen Aminosiureseitenketten sind im Stabmodell dargestellt. Das Metallkation im

MIDAS ist als violette Kugel symbolisiert.

pazitdt fiir die Aufnahme von beiden Liganden zu erkliren,
dagegen kann in der sterisch stiarker eingeschréankten Region
in ovf3 nur eine Sulfonamid-Konformation gebunden
werden, bei der die Substituenten im Vergleich zum planaren
Amid um 90° um die SO,-N-Bindung verdreht sind.”*!""!

MS zeigte eine dosisabhingige Inhibierung der choroi-
dalen Neovaskularisation in Modellsystemen in Affen und
Kaninchen"”! und wurde fiir die Behandlung von altersbe-
dingter Makuladegeneration (AMD) in klinischer Phase I
untersucht. Die therapeutische Verwendung von MS scheint
mittlerweile jedoch abgebrochen worden zu sein.'™ Die
Einfithrung einer 4-Methoxy-Gruppe am 2-Aminopyridin
fiihrte zu einer Verbindung mit gesteigerter aSP1-Affinitét
bei Erhalt der guten Selektivitdt gegeniiber av33 (M6, Ta-
belle 2). Die sehr hohe a5p1-Bindungsaffinitit dieser Ver-
bindung wurde in einem Zelladhésionsassay mit HEK2913-
Zellen bestitigt.1" Weitere Studien, bei denen 2-Aminopy-
ridin mit Finf- und Sechsringen sowie mit Phenylalanin
substituiert wurde, fithrte zu Verbindungen mit guter a5f1-
Selektivitat.'!

Basierend auf der Beobachtung, dass Glycin in linearen
RGD-Peptiden unter Erhalt der biologischen Aktivitdt und
Selektivitit durch Azaglycin ersetzt werden kann,'® und
auch bereits erfolgreich in avp3-aktive Peptidmimetika ein-
gebracht wurde,"" wurde dieser Ansatz auch bei der Ent-
wicklung von a5fB1-Liganden verfolgt. Durch diese Substitu-
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tionsstrategie konnten im Vergleich mit
Verbindungen, die auf dem Tyrosin-Geriist
beruhen, Liganden mit sehr hoher Affinitit
fiir a5p1 (ICs, <1 nm) und auBergewohn-
lich guter Selektivitit gegeniiber avf3 er-
halten werden (z. B: M7, Tabelle 2).'"! Die
optimalen Selektivitdtsprofile resultieren
aus der im Vergleich mit dem flexibleren
Tyrosin relativ hohen Steifheit des Diacyl-
hydrazons. Zusétzlich wurden als basische
Einheiten Arylguanidyl- und Alkylguan-
idylgruppen im Vergleich zum vorher ver-
wendeten 2-Aminopyridin in die Liganden
integriert.’” Wir konnten jedoch zeigen,
dass lediglich die C-terminale Molekiil-
einheit fiir die Selektivitdt dieser Ligan-
denklasse verantwortlich ist. Die Substitu-
tion von Azaglycin (M7) durch Glycin in
MBS hatte wenig Auswirkung auf die biolo-
gische Aktivitdit und fithrte zu einem
hochaktiven  a5p1-Liganden  (ICs,=
0.86 nM) mit bemerkenswerter Selektivitét
gegeniiber avp3 (ICs,=9600 nm; Tabel-
le 2). Bedingt durch die exzellente In-
tegrinsubtypselektivitdt und seine relativ
einfache Synthese wurde dieser Ligand
spdter in einer Vielzahl von biologischen
Untersuchungen eingesetzt und fiir ver-
schiedenste Zwecke funktionali-
siert.”28121%] Ein Jahr spiter berichteten
wir erstmalig iiber die erfolgreiche Substi-
tution der Carbonsdure des Liganden
durch eine isostere Gruppe, namentlich
durch eine Hydroxamsiure (M9 und M10, Tabelle 2).1%!
Dabei wurde die Entwicklung von hochaktiven avf3-Ver-
bindungen (ICs-Werte bis 5 nm) mit guter Selektivitit ge-
geniiber a5p1 (1-2 GroBenordnungen) beschrieben, und au-
Berdem wurden tiefe Einblicke in den Bindungsmodus dieser
Integrinantagonisten erhalten. Die Verbindungen M2 und M9
unterscheiden sich lediglich in der Art der Aminoséure, die
das Metallion am MIDAS (,,metal-ion-dependent adhesion
site“) koordiniert, haben aber entgegengesetzte Selektivitit
fiir die beiden Subtypen (Tabelle 2). Der Ligand mit der
Carbonséure ist ein hochaktiver a5p1-Ligand, bei der Ver-
bindung mit der Hydroxamsdure zeigt sich dagegen eine
Anderung der Affinitit hin zu avf3 mit stark reduzierter
a5p1-Aktivitait. Dockingmodelle konnten die Griinde fiir
diesen Unterschied aufdecken: der vergroferte Abstand
zwischen dem sauren und basischen Molekiilteil sorgt fiir eine
verstiarkte Affinitit fiir avp3.'”! Dieses Prinzip wurde auch
fiir andere Analoga mit der gleichen Gertiststruktur bewie-
sen. Beispielsweise zeigt M10 (Tabelle 2) erhohte Affinitét
fiir avPp3 und verbesserte Selektivitidt gegentiber aS31.

Um die exakte Rolle der beiden Integrinrezeptoren a5f1
und avP3 in biologischen Prozessen zu untersuchen, bestand
eine hohe Nachfrage nach avf3-spezifischen Liganden. Das
wiederum stimulierte umfassende Forschungen zur Entwick-
lung von neuen avf3-spezifischen Liganden, um die beiden
Subtypen unterscheiden zu kénnen, insbesondere weil cycli-
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sche RGD-Peptide bis dato keine signifikante Selektivitét
gegeniiber a5p1 zeigten. Basierend auf unseren Kenntnissen
iiber die dreidimensionale Struktur der avf3-Bindungstasche
und deren pharmakophore Anforderungen durch bereits
publizierte Peptidmimetika, gelang es uns, neuartige avf33-
subtypspezifische Verbindungen herzustellen. Als Riickgrat
dieser RGD-Liganden diente 3-Homotyrosin, das vorher als
essenziell fiir die Selektivitdt der Verbindung gegeniiber o541
und aIIbB3 beschrieben wurde.” Durch die sterischen und
elektrostatischen Anforderungen der Aminosiureseitenket-
ten in der Bindungsregion der o-Untereinheit wurde 4-
Methoxypyridin als basische Einheit (Ersatz fiir Arginin) in
das Riickgrat des Liganden integriert (M11 und M12, Tabel-
le 2, Abbildung 2 C,D).l"!"!

Vorangegangene Studien wiesen auf ein verbessertes Se-
lektivitdtsprofil gegeniiber avf3 durch die Einfithrung von
aromatischen Einheiten iiber eine Sulfonamidgruppe anstelle
eines Carboxamids hin.'""! Dieser Effekt wurde durch die
unterschiedliche relative Orientierung dieser beiden Grup-
pen und eine dadurch bedingte unterschiedliche Passung in
die Bindungstasche des Integrins erreicht. Jedoch zeigten
sowohl M11 als auch M12 subnanomolare Aktivitidten fiir
avp3 (M11, IC5,=0.86 nm; M12, IC5,=0.65 nm) und durch
eine optimierte Passung in die Rezeptortasche keinen signi-
fikanten Unterschied des Affinititsprofils (Abbildung 2).M1"!
Die Eigenschaften dieser Verbindungen und der funktiona-
lisierten Derivate waren gut genug fiir einen Einsatz in
zahlreichen In-vitro- und In-vivo-Anwendungen.?>#1%1% Deg
Weiteren zeigten die Liganden eine dosisabhéngige antian-
giogenetische Wirkung auf spontanes bFGF- (,,basic fibro-
blast growth factor) und VEGF-induziertes Kapillarwachs-
tum in einem Ratten-Aortaringsystem sowie Antitumoref-
fekte in Miusen mit WEHI-164-Fibrosarkomen.!*!

Auch andere Arbeitsgruppen beschrieben Liganden mit
avP3/a5p-Selektivitit. So beschrieb die Gruppe um DeGrado
das Design und die Festphasensynthese einer Substanzbi-
bliothek avp3-selektiver Antagonisten basierend auf einem
Diaminopropionsiure-Geriist.''!l Die Verbindung mit der
hochsten Affinitét dieser Serie, M13, zeigte eine hohe avf33-
Affinitit (ICs,=1.1nm) und Selektivitidt gegeniiber a5p1
(IC5y =660 nm; Tabelle 2). Zwei hochaktive und selektive
avfB3-Inhibitoren wurden auch von SmithKline beschrie-
ben."? Diese Benzodiazepin-Derivate zeichnen sich durch
ein exzellentes pharmakokinetisches Profil in Ratten aus. Die
biologische Evaluierung in einem Assay mit isolierten Re-
zeptoren ergab fir M14 bzw. M15 eine avp3-Affinitit von
IC5y=1.2nM bzw. 0.9 nm (Tabelle 2). Thr groBes Potenzial
konnte auBerdem in einem Zelladhésionsassay mit avf3-ex-
primierenden HEK-Zellen bestitigt werden. Fir die a5p1-
Aktivitat wurden ICs-Werte von 110 nm bzw. 1000 nm er-
mittelt. Kiirzlich berichteten Galletti et al. iiber die Ent-
wicklung aSp1/avp3-aktiver Peptidmimetika mit B-Lactam-
Gerdiiststruktur. Fiir die aktivste und selektivste Verbindung
M16 wurde ECyy=11nM in einem Assay mit avf33-expri-
mierenden SK-MEL-24-Zellen bestimmt. Mit aS5f1-expri-
mierenden K562-Zellen ergab sich dagegen ECs, =763 nm,
was die Verbindung zu einem relativ selektiven avf33-Inhibi-
tor macht.['?]
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4. Beschichtung von Oberflichen mit avf33- oder
a5f1-selektiven Liganden

4.1. Generelle Betrachtungen zur Oberflichenbeschichtung

Die Immobilisierung eines biologisch aktiven Molekiils
auf der Oberfldche eines Biomaterials ist ein entscheidender
Schritt und muss sorgfiltig geplant werden. Bei einer nicht
optimalen Oberflichenbindung und/oder ungeniigender Zu-
ganglichkeit des Liganden fiir das Integrin kann selbst eine
Verbindung mit hoher Bindungsaffinitidt nicht dazu in der
Lage sein, die Zelladhdsion zu unterstiitzen. Die folgenden
Betrachtungen sollten dabei Beriicksichtigung finden:

1) Immobilisierungsmethode: Integrinliganden konnen auf
die Oberfldche von Materialien durch einfache physika-
lische Oberflichenadsorption aufgebracht werden.*> !4
Diese Methode, die auch als Physisorption bezeichnet
wird, beruht auf nichtkovalenten Wechselwirkungen (z.B.
elektrostatische =~ Wechselwirkungen, =~ Van-der-Waals-
Krifte und Wasserstoffbriicken) zwischen Ligand und
Substrat. Wenngleich diese Prozedur héaufig fiir die Im-
mobilisierung von Proteinen und grofen Biomolekiilen
genutzt wird, basiert sie nur auf schwachen Wechselwir-
kungen und garantiert keine stabile Anbindung von klei-
nen Molekiilen. Weiterhin findet die Adsorption der
Molekiile unspezifisch statt, was zu einer Konforma-
tionsdnderung des Biomolekiils fithren oder die biologisch
aktiven Sequenzen ginzlich blockieren konnte. Aus
diesen Griinden ist eine chemische Verankerung des
Molekiils am Biomaterial zu bevorzugen.”*"* Eine ko-
valente Verkniipfung bietet eine stark erhohte Stabilitét,
was fiir eine klinische Verwendung entscheidend ist. Au-
Berdem konnen Verbindungen zur Beschichtung mit An-
kergruppen funktionalisiert werden, die eine chemose-
lektive Bindung an die Oberfldche ohne Beeintrachtigung
der pharmakophoren Eigenschaften des urspriinglichen
Molekiils gewihrleisten.

2) Verankerungseinheit: Die Verankerungsgruppe sollte
eine starke Bindung an die Oberfliche vermitteln. Zu
diesem Zweck kann auch die Oberfliche modifiziert
werden (z.B. durch Silanisierung), wodurch eine Vielzahl
von funktionellen Gruppen angeboten werden kann, um
den Integrinliganden hoch chemoselektiv zu binden. Au-
Berdem kann durch die Verwendung von substratspezifi-
schen Ankergruppen die chemische Natur der Oberfliche
ausgenutzt werden. Zum Beispiel binden Thiole bevor-
zugt an Gold, Phosphonate dagegen mit hoher Affinitit
an Titanoxid (und andere Metalloxide). Dieses Thema
wurde in der Literatur bereits ausfiihrlich erortert.*!

3) Spacer: Der chemische Spacer ein entscheidendes Ele-
ment in einem funktionalisierten Liganden. Seine
Hauptaufgabe ist es, einen Mindestabstand (z.B.
> 3.5 nm) zwischen dem RGD-Motiv und der Oberfliche
zu gewihrleisten.!'""! Dieser Abstand kann durch chemi-
sche Spacer erreicht werden, die eine Zugénglichkeit des
Peptids und die Wechselwirkung mit dem Integrinrezep-
tor ermoglichen."*""1 Als Spacer werden typischerweise
die Bausteine Polyglycin, Aminohexansdure und Poly-
ethylenglykol (PEG) verwendet. Die Wahl eines geeig-

www.angewandte.de

An dte

Chemie

7173


http://www.angewandte.de

7174

neten Spacers ist meist eine schwierige Aufgabe, da dabei
nicht nur die optimale Lénge, sondern auch die physiko-
chemischen Eigenschaften des Spacers wichtig sind. Bei-
spielsweise spielen auch die Hydrophilie/Hydrophobie des
Spacers und dessen Konformation in Losung eine Rolle.
In einer kiirzlich erschienenen Studie haben wir gezeigt,
dass Polyprolinhelizes ebenfalls als Spacer verwendet
werden konnen.'! Die Polyprolinkette bevorzugt in
Losung eine ausgestreckte Konformation, Ketten aus
PEG dagegen nehmen eine Knduel-Konformation ein.
Dies macht es schwierig, den exakten Abstand zwischen
Biomaterial und dem integrinbindenden Peptid abzu-
schétzen.

4.2. Beschichtung mit RGD-Peptiden und Proteinen

Die Entdeckung des RGD-Motivs als Zellerkennungsse-
quenz wurde von einer Reihe an frithen Studien begleitet, in
denen synthetische Peptide mit dieser Sequenz dazu ver-
wendet wurden, die Anlagerung von Zellen auf Oberfldchen
zu verbessern."®! Seitdem wurde das RGD-Motiv in vielen
Studien zur Oberflichenbeschichtung von Biomaterialien
eingesetzt, um die biologische Aktivitdt zu verbessern und
eine Moglichkeit zur gezielten Steuerung von Zellen einzu-
fiihren. Daher wurden RGD-funktionalisierte Materialien
bereits fiir zahlreiche biomedizinische Zwecke, darunter
knochen- und nervenspezifische sowie kardiovaskuldre An-
wendungen, eingesetzt. "l Zusitzlich zu den RGD-Pepti-
den wurden im Lauf der letzten Jahre auch viele andere
Zellbindungsmotive (integrinabhéngig oder nicht) beschrie-
ben. Die Ergebnisse fiigten stetig neue molekulare Hilfsmittel
fiir die Oberflaichenmodifikation hinzu, und sie steigerten das
Potenzial der urspriinglich beschriebenen RGD-Peptide. An
dieser Stelle sei der interessierte Leser auf Ubersichtsartikel
verwiesen, die den aktuellen Stand auf diesem Gebiet um-
fassend darlegen.?> 1131201

Bei aller Vielseitigkeit von RGD-basierten synthetischen
Peptiden ist ihr Gebrauch in Biomaterialien vor allem in drei
Punkten begrenzt: 1) Haufig zeigen Peptide im Vergleich zu
Volllangenproteinen aus der ECM ein deutlich geringeres
Potenzial zur Zelladhésion. Der Hauptgrund dafiir ist das
Fehlen von synergistischen oder komplementidren Doménen,
die im nativen Protein vorhanden sind und die zur optimalen
Signalgebung in der Zelle beitragen. 2) Lineare Peptide
haben einen hohen Grad an konformativer Freiheit, wodurch
diese Liganden keinerlei Rezeptorsubtypselektivitét zeigen.
3) Lineare Peptide und grofBe cyclische Peptide sind anfillig
fiir eine enzymatische Spaltung und konnen dadurch in vivo
leicht abgebaut werden. Wegen dieser Nachteile ist die
Ubersetzung von vielversprechenden In-vitro-Daten in er-
folgreiche Ergebnisse in vivo bisher nicht moglich gewe-
sen.®*12% Um die Komplexitit von Zell-Matrix-Wechsel-
wirkungen zu imitieren, erscheint der Gebrauch von ECM-
Proteinen als Alternative zu linearen Peptiden zunichst als
der intuitivste Ansatz. Jedoch ist deren Verwendung nach wie
vor umstritten, da fiir diese Verbindungsklasse einige Nach-
teile, z.B. ungewollte Entziindungsreaktionen, Infektionsri-
siko, kurze biologische Halbwertszeit und schnelle Blutc-
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learance, berichtet wurden.™®'? Diese Mingel sind das
Thema von umfassenden Debatten, und sie drangen auf die
Entwicklung neuer Strategien fiir die Oberflachenfunktio-
nalisierung.”!! Zudem konnte mit keiner der klassischen
Methoden Integrinsubtypselektivitdt generiert werden. Im
Folgenden werden drei Ansédtze zur Verbesserung der Akti-
vitdt und Selektivitdt von ECM-basierten Verbindungen fiir
die Oberflichenmodifikation vorgestellt.

4.2.1. Beschichtung mit cyclischen RGD-Peptiden

Die stark limitierten Eigenschaften von linearen RGD-
Peptiden auf Biomaterialien konnten durch die Verwendung
von cyclischen Analoga signifikant verbessert werden.["!
Kleine cyclische Peptide sind auflerdem stabiler gegen enzy-
matische Spaltung, insbesondere dann wenn die Peptidse-
quenz D-Aminosduren und/oder N-methylierte Amidbin-
dungen enthilt. In Studien zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
mit dem oavfp3-Stammpeptid ¢(RGDfV) (Tabelle 1) wurde
entdeckt, dass die Aminoséure in Position 5 (hier: Val) wenig
Auswirkungen auf die Bindungsaffinitit hat."®! Dieses Er-
gebnis war fiir die Anwendung bei der Oberfldchenfunktio-
nalisierung von hohem Wert. Beispielsweise fiihrt der Ersatz
von Valin durch Lysin in ¢(RGDfK) zu einem Erhalt der
Integrinbindungsaktivitdt und bietet parallel dazu eine neue
funktionelle Gruppe, iiber die anschlieBend weiter funktio-
nalisiert werden kann (Tabelle 1).[”"! Dadurch konnten cy-
clische avp3-bindende Peptide mit verschiedenen Spacer-
Anker-Kombinationen zur Beschichtung von unterschied-
lichsten Oberfldchen hergestellt werden. Vor dem Hinter-
grund der Bedeutung dieses Integrins in der Knochenbiologie
wurden diese Peptide hiufig zur Beschichtung von Implan-
tatmaterial eingesetzt, wobei sie zu erhohter Osteoblasten-
adhision in vitro!'*1"7+12l ynd Knochenbildung in vivo fiihr-
ten.['%123] Wie bereits erwihnt, wurde vor kurzem ein cycli-
sches RGD-Peptid zusammen mit einer gesteigerten osteo-
genen Differenzierung von MSCs in Verbindung gebracht.!
Jedoch konnen dadurch, dass in allen cyclischen Peptiden
eine Restaffinitédt fiir den Subtyp a5f1 vorhanden ist, die
diskutierten Effekte nicht eindeutig nur dem Subtyp avf3
zugeschrieben werden.

4.2.2. Beschichtung mit synthetischen Proteinfragmenten

Durch rekombinante Synthese von Proteinfragmenten
der ECM wurde bereits ebenfalls versucht, Integrinsubtyp-
selektivitdt zu generieren, wobei sich die meisten Studien mit
dem Integrin a5p1 beschiftigten. Die Arbeitsgruppe um
Garcia stellte ein rekombinantes Fragment von FN her,
dessen Struktur den siebten bis zehnten Typ III der Wieder-
holungseinheiten dieses Proteins enthielt (FN-III,_,,). Dieses
Fragment, das sowohl die RGD-Sequenz als auch das Syn-
ergiemotiv PHSRN beinhaltet, fithrte zu einer a5p1-abhédn-
gigen Adhésion von Osteoblast-artigen Zellen, zu deren
Spreizung und zur Bildung von FAs auf einer funktionali-
sierten Oberfliche.”™ In einer Folgestudie zeigte dieses
Fragment hohere Werte bei der Adhésion von Osteoblasten
im Vergleich mit einem linearen RGD-Peptid und dem Oli-
gopeptid RGD-G,;-PHSRN. Interessant war auB3erdem, dass
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die Zelladhdsion auf mit FN-III,_,, beschichteten Oberfla-
chen durch o581 vermittelt wurde, die Bindung von Zellen
auf Oberfldchen, die mit den linearen Peptiden beschichtet
wurden, jedoch avp3-abhingig war.** Der Mangel des
RGD-G;-PHSRN-Konstruktes an a5p1-Bindungsaktivitét
ist in der hohen Flexibilitét des Polyglycin-Spacers begriindet,
der nicht den optimalen Abstand zwischen dem RGD- und
dem PHSRN-Motiv herstellt. Dieser liegt in dem Protein-
fragment vor und ist fiir die Bindung an das Integrin notig.['*"
Die Immobilisierung von FN-III;_, auf Titanoberflichen
konnte auflerdem die Differenzierung von Knochenmarks-
zellen in Osteoblasten fordern und die Osseointegration von
Implantatmaterial in vivo im Vergleich mit Oberfldchen, die
mit linearen RGD-Peptiden®! oder Volllingen-Fibronek-
tin* beschichtet wurden, verbessern. Kiirzlich wurde dieses
Fragment dazu verwendet, die Osseointegration von rost-
freien Stahlschrauben in gesunden Ratten und in Ratten, die
an Osteoporose erkrankt sind, zu verbessern.*®! Auch andere
Wissenschaftler konnten eine Verstirkung der osteogenen
Differenzierung von humanen MSCs auf Oberflachen, die mit
einem rekombinanten Fragment, das vom neunten und
zehnten der Typ-III-Wiederholungseinheiten von FN (FN-
11y ) abgeleitet wurde, im Vergleich mit einer nur mit dem
zehnten Typ-III-Wiederholungseinheit (FN-III,) (die keine
Synergiebindungsstelle fiir o531 aufweist) beschichteten
Oberfliche, feststellen.’”! Erwihnenswert ist, dass der Grad
der Osteoblasten-Differenzierung fiir jedes der beiden Frag-
mente exakt mit deren Selektivitit fiir aSp1 korreliert werden
konnte. Diese Studien unterstreichen die bereits erwihnte
entscheidende Rolle von a5B1 bei der Zelladhésion, Prolife-
ration und Differenzierung bei einem gleichzeitig geringen
Beitrag des Subtyps avf33 an den genannten Prozessen. In
diesen Studien wurden lediglich lineare RGD-Peptide als
Vergleichssubstanzen verwendet, die eine niedrige avf3-Af-
finitdt zeigen. Die positiven biologischen Resultate mit den
fiir avf33 hochaktiven cyclischen RGD-Peptiden deuten aber
auf eine wichtigere Rolle dieses Integrins hin. Umfassende
Studien zur vollstandigen Kldrung des Sachverhalts stehen
allerdings noch aus.

4.2.3. Beschichtung mit mehreren peptidischen Bindungsmotiven

Die gezielte Kombination von verschiedenen peptidi-
schen Bindungsmotiven zur Erreichung einer integrinsub-
typselektiven Wirkung ist ein weiterer interessanter Ansatz.
Hier werden die im Vergleich zu Proteinen giinstigen Ei-
genschaften von synthetischen Peptiden genutzt und gleich-
zeitig deren Aktivitdt und Sperzifitidt verbessert. In diesem
Zusammenhang haben wir vor kurzem eine neuartige pep-
tidbasierte Plattform entwickelt, mit der gleichzeitig zwei
verschiedene, definierte biologisch aktive Sequenzen auf der
Oberfliche von Biomaterialien prasentiert werden
konnen."™! In einer Grundsatzstudie gelang es, durch die
Kombination eines RGD- und PHSRN-Motivs mithilfe
dieser Plattform, eine homogene Ausbreitung von Osteo-
blasten iiber die gesamte Oberfliche zu erreichen. Dagegen
konnte auf Oberfldchen, die mit einer Mischung aus den
beiden einzelnen Motiven beschichtet wurden, keine homo-
gene Verteilung beobachtet werden. Vermutlich wurde durch
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die zufillige Verteilung des RGD- und PHSRN-Motivs der
ideale Abstand und die ideale Orientierung fiir eine Bindung
an a5B1 nicht erreicht.!?¥

4.3. Beschichtung mit RGD-basierten Peptidmimetika

Die vorigen Beispiele zeigen den umfassenden Aufwand,
der bei der Beschichtung von Oberflichen mit integrinsub-
typspezifischen Liganden bisher betrieben wurde. Die
Mehrheit der Experimente, die in der Literatur beschrieben
sind, verwendeten jedoch noch immer RGD-enthaltende
Peptide und Proteine mit jeweils relativ niedriger Integrin-
subtypselektivitidt. Das stand der Analyse der exakten Rolle
des jeweiligen Subtyps beim Verhalten von Zellen im Wege
und fiithrte auch zu zahlreichen frustrierenden Ergebnissen
bei der priklinischen Evaluierung. Es scheint daher iiberra-
schend, dass subtypselektive Peptidmimetika bisher nur
selten zur Funktionalisierung von Oberflichen verwendet
wurden; neben ihren exzellenten Bindungsaffinititen und
ihrer hoher Selektivitit unterliegen nichtpeptidische Ligan-
den auch nicht den intrinsischen pharmakokinetischen Ein-
schrankungen von Peptiden und Proteinen.

Das wahrscheinlich erste Beispiel, bei dem ein RGD-
Peptidmimetikum fiir die Oberflachenbeschichtung verwen-
det wurde, ist eine Studie von Marchand-Brynaert und Mit-
arbeitern gegen Ende des letzten Jahrhunderts.'* In diesen
Untersuchungen wurde ein RGD-Peptidmimetikum mit Ty-
rosin-Grundgeriist (C1, Tabelle 3) auf eine Membran aus
Polyethylenterephthalat (PET) aufgebracht. Dort unter-
stiitzte es die Adhédsion von Adenokarzinom-Endothelzellen
(Caco-2) in dhnlicher Weise wie mit RGDS beschichtete
PET-Oberfldchen, jedoch weniger stark als auf einer FN-be-
schichteten Oberfliche. Leider wurde nur die alIbf3-Akti-
vitdt dieser Verbindung ermittelt, daher blieb die Affinitét
gegeniiber den anderen Subtypen unbekannt. Obwohl die
Autoren zeigen konnten, dass diese Verbindung eine dhnliche
Konformation einnimmt wie ¢(RGDfV), was auf eine po-
tenzielle Bindungsaktivitit fiir avp3 hindeuten wiirde,[2
konnte diese Verbindung C1 die Bindung von avp3-expri-
mierenden Zellen an VN nicht inhibieren."* Daher wurde
eine niedrige Affinitét fiir diesen Rezeptor vermutet, auller-
dem wurde die hohe Flexibilitdt dieser Verbindung mit einer
geringen Rezeptorsubtypselektivitéit in Verbindung gebracht.
Dennoch konnte diese Arbeit zum ersten Mal zeigen, dass die
Zellbindungseigenschaften von stabilen Peptidmimetika auf
die Oberfldche von biologisch relevanten Materialien iiber-
tragen werden kann. Um die Affinitét fiir avp3 zu verbessern,
wurde die Guanidingruppe durch die Verwendung von Iso-
nipecotinsdure versteift und der o-Aminosubstituent durch
eine sterisch anspruchsvollere hydrophobe Einheit ersetzt.
(C2 und C3, Tabelle 3). Diese Modifikationen resultierten in
Affinitdten im nanomolaren Bereich, jedoch konnte keine
Subtypselektivitit gegeniiber allbp3 erreicht werden.?” In
Ubereinstimmung mit der Verbesserung der avp3-Aktivitit
konnten diese Verbindungen effektiv die Adhésion von Caco-
2-Zellen auf PET-Oberfldchen verbessern und die integrin-
vermittelte Bindung dieser Zellen auf VN-beschichtete
Oberflachen inhibieren. Erwidhnenswert ist auch, dass die
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Fahigkeit zur Zelladhidsion deutlich hoher war als fiir eine mit
RGDS beschichtete Oberfliche.™ In Folgestudien fiihrte
ein Wechsel der relativen Position des Arg-Ersatzes und des
Spacers zu hochaktiven avf33-Antagonisten, die als selektiv
gegeniiber alIbp3 beschrieben wurden (C4, Tabelle 3).'%
Das Kuppeln dieser Verbindungen auf PET-Oberflichen
verbesserte die Adhision von humanen Endothelzellen. 13!

In einem weiteren Beispiel wurde das Dipeptid Arg-Lys,
in dem der C-Terminus von Arg mit der e-Aminogruppe von
Lysin verkniipft ist, als RGD-Mimetikum synthetisiert (C5,
Tabelle 3).*"! Diese Verbindung war im Vergleich zum li-
nearen RGD-Peptid gegen enzymatischen Abbau sehr stabil.
Nach der Immobilisierung auf Dextran-beschichteten Ober-
flichen forderte sie die Adhésion und die Spreizung von
BALB/c-3T3-Zellen in dhnlichem MaRe wie Oberflichen, die
mit GRGDSP modifiziert wurden. Aufgrund der Flexibilitét
dieses Konstrukts ist jedoch nur eine geringe Integrinbin-
dungsaffinitdt und keine Rezeptorspezifitdt zu erwarten.

Auflerdem wurden auch auf Squaramid basierende RGD-
Mimetika beschrieben. Die Beschichtung von C6 zu selbst-
organisierten Monolagen auf Goldsubstraten vermittelte im
Vergleich mit dem linearen Kontrollpeptid eine Verstarkung
der Zelladhésion, eine groflere Zahl an fertig ausgereiften
Stressfasern sowie eine grolere Zahl an fokalen Adhésions-
punkten. Diese biologischen Effekte wurden der verbesserten
Steifigkeit von Squaramid zugeschrieben, die zu einer Stei-
gerung der Affinitdt des Liganden fiir avf3 fiihrt. Jedoch
uberpriiften die Autoren dieser Studie die Bindungsaffinita-
ten ihrer Liganden nicht.['*

Parallel zu diesen Studien berichteten wir 2004 tiber den
ersten hochaffinen nichtpeptidischen ovp3-Liganden mit
guter Selektivitit gegeniiber ollbp3 fiir die Oberflichen-
funktionalisierung (C7, Tabelle 3).1*! Mit diesem Konstrukt
konnte die Adhésion von Osteoblasten auf Titan in dhnlicher
Weise wie mit dem cyclischen Peptid ¢(RGD{K) stimuliert
werden. Gleichzeitig war dies auch der erste Bericht, der die
Funktionalisierung eines metallischen Implantatmaterials mit
nichtpeptidischen ~ Liganden
beschrieb. In dieser Studie ist
auch nochmals die Wichtigkeit
der Wahl eines geeigneten
Spacers hervorgehoben; bei
Verwendung eines kiirzeren
Linkers wurde nédmlich eine
signifikante reduzierte Osteo-
blastenadhésion auf die Ober-
fliche beobachtet. Zum Zeit-
punkt dieser Studie war noch
kein a5p1-selektiver Ligand
bekannt, die Affinitdt fiir
diesen Rezeptor wurde im
Rahmen dieser Studie nicht
bestimmt.

Das erste Beispiel einer
Oberflachenfunktionalisierung
mit nichtpeptidischen Ligan-
den, die zwischen den Subty-
pen avp3 und oS5p1 unter-
scheiden konnen, wurde dann

ay-exprimierende Zellen (1-exprimierende Zellen
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von unserer Arbeitsgruppe rund zehn Jahre spiter verof-
fentlicht;'" dieser Erfolg war das Ergebnis umfassender
Arbeiten zur Entwicklung von subtypselektiven Peptidmi-
metika (sieche Abschnitt 3). In dieser Studie wurden avf3-
(C8) oder a5p1-spezifische (C9) Liganden (abgeleitet von der
Stammverbindung M11 bzw. M8, Tabelle 2) auf nanostruk-
turierte Goldoberflichen aufgebracht, und ihre Fahigkeit bei
der integrinabhingigen Zelladhédsion mit genetisch verdn-
derten Fibroblasten, die entweder avp3 oder a5f1 expri-
mieren, wurde analysiert. Dabei adhirierten avf3-exprimie-
rende Fibroblasten ausschlielich auf Oberfldchen die mit C8
beschichtet waren, wihrend mit C9 beschichtete Oberflachen
nur die Adhidsion und Spreizung von o5p1-exprimierenden
Fibroblasten unterstiitzten (Abbildung 3 und Abbildung 4 A).
Dadurch konnte der Beweis erbracht werden, dass von der-
artig modifizierten Oberflachen eine hohe Integrinsubtypse-
lektivitat ausgeht. Die integrinvermittelte Zelladhision
wurde also spezifisch durch ein Integrin ausgelost. Dies off-
nete neue Moglichkeiten, die Rolle dieser beiden Subtypen
bei der Zelladhision und bei anderen biologischen Prozessen
besser verstehen zu konnen (Abbildung 4)

Dieselben Verbindungen wurden in einer Folgestudie
auch auf PEG-basierte Mikrostiften, die an ihrer Oberfldche
mit Goldnanopunkten dotiert waren, aufgebracht, um den
jeweiligen relativen Beitrag der Integrine avp3 und a5p1 bei
der Zugkraft der Zellen (Abbildung 4B) zu ermitteln.”
Zugkraftmessungen nach dem Ansiedeln von Rattenembryo-
Fibroblasten auf diesen Stiften zeigte, dass Zellen, die iiber
a5p1 an die Stiften gebunden waren, eine groBere Kraft
entwickeln konnten als Zellen, die tiber avp3 gebunden
waren. Diese Ergebnisse stimmen gut mit vorher bereits be-
kannten Resultaten iiberein.P! Auf Titanoberflichen, die mit
denselben Liganden, jedoch mit einem Phosphonat als An-
kergruppe, funktionalisiert wurden, konnte ebenfalls eine
integrinvermittelte Zelladhision beobachtet werden.!'"”"!
Dazu wurde ein auf Klick-Chemie beruhender molekularer
Baukasten eingefiihrt, mit dem eine grofe Zahl an Modifi-

avp3-selektiver Ligand
1h P g 6h |

Abbildung 3. Zelladhisionsassay: avfp3-exprimierende Fibroblasten adhirieren und verteilen sich auf der
Oberflache, die mit C8 (avf3-selektiv) beschichtet wurde, jedoch nicht auf einer mit C9 (a5pB1-selektiv)
beschichteten Oberfliche. Das gegenteilige Adhisionsverhalten kann fiir die a5B1-exprimierenden Zellen
beobachtet werden. Aus Lit. [108a].
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Tabelle 3: Strukturen von RGD-basierten Peptidmimetika mit einer Bindungsaffinitat fiir avB3 und/oder a5f1.

Verbindung!! ICso [NM] Oberfliche  Art der Biologische Lit.
Beschichtung Ergebnisse
NH H i) Oxidation der Hydroxy-
HZNJ\N’\/\/\WND/\(COQH ap3: nr Polv(ethylen. &ruPPeN von PET zu Car-  Erhdhte Werte der Oberflichenbe-
H 04 HN CF3 L y(ethy bonsauregruppen legung von Caco-2-Zellen
b allbB3: terephthalat) .~ °° . . [126]
o] 320000 PET i) Kntipfung einer Amid-  ~RGD
hn” Cf (PET) bindung durch Carbodi-  <FN
2 imid-Chemie
H2N, O C2:
HN%ND_(NH COH avf3: 63 i) Tosylierung der Hydro-  Erhohte Werte der Oberflichenbe-
HQN\/\%O\/}OmSO allbf3: 11 xygruppen von PET legung von Caco-2-Zellen
n : c3: PET ii) Nukleophile Substituti- >RGD (127,128]
C2n=0 avP3: 765 on <VN
C3n=1 FaC allbp3: 5
H . o
HzN/\‘éo\/\)O/\n’N G0N ) Aktivierung der Hydroxy- Verbesserte Adhision von huma-
5 0 HN. avp3: 0.7 und Carboxylgruppen von nen Endothelzellen
H 9 1% alibp3: 51 PET PET mit Trifluortriazin [129,130]
N MNs - : . >RGD
| i) Aromatische nucleophi-
ca FsC le Substitution
i) Oxidation der Hydroxy-
NH o COH gruppen von Dextran zu . . .
HQNJ\N’\/\AN/\/\)\NHZ avB3: n.m. Dextra.m- Aldehyden Erhéhte Adhdsion und Spreizung
H N, B } beschichtetes .. . . von BALB/c-3T3 [137]
2 allbf3: n.m. i) Nukleophile Addition
TCPS ) . ~RGD
cs i) Reduzierung einer
Schiff-Base
Schnellere und stirkere Anlage-
O, O :
j\;ﬁ COH SAMs.von Addition von Thiol an eine 1418 VoN Zellen, ausgereifte
Nsz,,,/SH avp3: n.m. PEGylierten ) Stressfasern und mehr fokale Ad-
HNMN } . Squaramat-reaktive Mole- " [132]
H allbp3: n.m. Alkanthiolen Kileinheit hisionen.
cs auf Gold Hemnne >RGD
~ c(RGDfK)
H Q"o
HQNTN N_N\n,N COH
NH H w©
avf3:0.72 : Bindung eines Thiols an  Erhohte Adhésion von MC3T3
H allbB3: 3150 Ti6Al4V ein Metalloxid Mausosteoblasten 133]
HOOC]/NO]/\/\/\N o
H
Hs” O o °
o~ a) Bindung von Thiol an
d COM Gold
SN0 HN.__O a) Gold b) Thiol wird durch einen
H avP3: 1.8 b) Ti6Al4V Phosphonatanker ersetzt ~ Verschiedene Effekte [32,108a,
a5p1: 130 /Metalloxid ¢ Binding tiber Michael-  (siehe Abbildung 4) 117b,137]
0 . . . -
H c) TiO, Addition an eine Maleini-
0]
Hs/\)LN/\/\/\ITN\/\/ mid-enthaltende Silan-
cs O schicht
NH e
HZNJKN N\)‘\N/\rcozH
H 0 H N o
avf33: 229 . . . . . . [32,108a,
asB1: 1.5 Gleich mit C8 Gleich mit C8 Gleich mit C8 117b,137]
o
H
/\)k NieRe O
HS ﬁ/\/\/\ﬂ/
co O
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Tabelle 3: (Fortsetzung)
Verbindung® ICso [NM] Oberfliche  Art der Biologische Lit.
Beschichtung Ergebnisse
" (\Nj)\N’\(CO?H Erhéhte Adhésion von M21-Mela-
{ N’)\”/\/IN\) o< Streptavidin- Biotin-Streptavidin- n:nmsz(eJ\I/Tir; Aldiverung des Inte
e avp3: 0.47%  beschichtetes - P g [135]
o . o o Bindung ~cRGD
N Mo~y 0 Polystyrol ~ VN EN
X ,
c10

7178

(Integrinspezifitit)

[a] Der biologisch aktive Molekiilteil ist in Schwarz dargestellt, die Einheit aus Spacer und Anker in Blau. [b] Die Bindungsaffinitit in Lit. [135] ist als K-

Wert angegeben. Die Bindung von avf5 oder a5p1 wurde nicht detektiert.

A INTEGRIN-SPEZIFISCHE ZELLADHASION B

;;;;9’?9
'é;ﬁ”" LRI j/

@ avp3-exprimierende FB
<> ab5B1-exprimierende FB

INTEGRIN-VERMITTELTE
ZUGKRKAFT DER ZELLE ...

C INTEGRINVERTEILUNG IN FAs D

ZELLVERTEILUNG, PROLIFERATION
UND DIFFERENZIERUNG

9’? E,f
01 ?9 /9 (3] ”v/

«=». OB-artige Zellen

@©C8: avp3-selektives Mimetikum @C9: a5p1-selektives Mimetikum

Abbildung 4. Anwendung von avf33-selektiven (C8) und a5f1-selekti-
ven Liganden (C9). Diese Peptidmimetika kdnnen fiir biophysikalische
Studien von integrinvermittelter Zelladhision verwendet werden (A),
fiir Experimente zu den Zugkriften der Zelle (B) und zur Untersu-
chung der Integrinverteilung (Trennung oder Colokalisation) in fokalen
Adhisionspunkten (C). Aulerdem kénnen selektive integrinbindende
Peptidmimetika dazu verwendet werden, osteointegrative Eigenschaf-
ten auf die Oberfliche von Implantatmaterialien zu tibertragen (D).

kationen auf vielen verschiedenen Oberfldchen relativ ein-
fach durchgefiihrt werden kann. Die Moglichkeit, verschie-
dene Anker zur Funktionalisierung abhéngig von der che-
mischen Beschaffenheit der Oberfldche zu verwenden, wurde
vor kurzem bei der Konstruktion von bindren mikrostruktu-
rierten Anordnungen mit orthogonaler Oberflichenmodifi-
kation genutzt (Abbildung 4C)."* Dabei wurden Oberfli-
chen, bei denen abwechselnd Streifen von Gold und einem
Metalloxid (z. B. Fe,O; oder TiO,) nebeneinander angeordnet
waren, jeweils mit avp33- und aSf1-selektiven Mimetika be-
schichtet.® Um eine orthogonale Funktionalisierung zu
gewibhrleisten, enthielt der funktionalisierte oavf3-Ligand
eine Thiolgruppe, wohingegen der a5p1-Ligand mit einem
Phosphonatanker konjugiert war. Diese Strategie ermog-
lichte weiterhin die Inkubation und Segregation von Integ-
rinen auf der Oberfldche: Auf den Goldstreifen wurde avp3
gebunden, auf den Fe,O4/TiO,-Streifen das Integrin a5p1.
Mithilfe dieses bindren Systems kann die Integrinverteilung
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wihrend der fokalen Adhésion untersucht werden. Interes-
sant ist, dass Osteosarkomzellen (U20S) auf der Goldober-
flaiche (avp3-selektiv) Cluster des Integrins avp3 zeigten,
wihrend auf der Metalloxidoberfliche (aS5f1-selektiv) eine
Colokalisation von avf33 und a5p1 in den Clustern beobach-
tet werden konnte."*! Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass durch die a5p1-Aktivierung die ,,Inside-out“-Signalge-
bung die Diffusion und die Rekrutierung von avf33 gefordert
wird. Der enge Rezeptor-,Crosstalk” dieser beiden Inte-
grinsubtypen bedarf in jedem Fall weiterer Untersuchungen.
Die Arbeitsgruppe um Kiessling verwendete kiirzlich
Peptidmimetika, um integrinspezifisches Verhalten von
Zellen auf einer Oberfliche niher zu betrachten.!* In dieser
Studie wurde ein avf3-Inhibitor!!!" biotinyliert (C10, Tabel-
le 3) und auf Streptavidin-beschichteten Oberflichen immo-
bilisiert. Die Oberfldchen hatten eine hohe Affinitat fiir av33
(es war keine Bindung der Integrine avp5 oder a5p1 detek-
tierbar), verstdrkten die Adhdsion von M21-Melanomzellen
und aktivierten die Signalgebung itiber avp3. Insgesamt
zeigen die Beobachtungen, dass mit integrinspezifischen
Oberfldchen, die mit hochaffinen und selektiven Peptidmi-
metika beschichtet sind, das Ritsel um die Rollen der ein-
zelnen Integrinsubtypen bei verschiedenen Prozessen der
Zelladhision zukiinftig aufgeklart werden kann. Auflerdem
kann diese Strategie dazu genutzt werden, das Verhalten von
Zellen auf der Oberfldache von Biomaterialien zu bestimmen.
In diesem Zusammenhang beschichteten wir kiirzlich iiber
Titanoberflichen mit den Verbindungen C8 bzw. C9 und be-
obachteten das Verhalten von Osteoblast-artigen Zellen.™™’!
Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass integrinbin-
dende Peptidmimetika alle biologischen Schritte unterstiit-
zen, die fiir eine zuverldssige Osseointegration von Implan-
tatmaterialien notig sind: Die Immobilisierung dieser Mole-
kiile auf Titan forderte die Anlagerung, Spreizung, Prolife-
ration, ALP-Produktion und Mineralisierung von Osteoblast-
dhnlichen Zellen (Abbildung 4D). Bemerkenswerterweise
war die biologische Aktivitat dieser Verbindungen ver-
gleichbar mit der von Oberfldchen, die mit den nativen Pro-
teinen aus der extrazelluliren Matrix beschichtet wurden.
Diese Ergebnisse sind deshalb herausragend, weil sie eine
vorher nicht erreichbare biologische Aktivitdt von nieder-
molekularen Verbindungen aufzeigten und bewiesen, dass die
Aktivitdt von komplexen ECM-Proteinen durch synthetische
Integrinliganden auf der Oberfldche ersetzt werden kann.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung von selektiven Integrinliganden fiir die
Oberflachenbeschichtung war ein langer und herausfordern-
der Weg. Die Verwendung der Liganden zur Beschichtung
entwickelte sich iiber die letzten dreifig Jahre stetig weiter
(Abbildung 5). In frithen Studien wurden vor allem RGD-
enthaltende Peptide und Proteine mit relativ niedriger bio-

av3 / allbp3-
) selektive
Cycllsch.e Peptidmimetika
RGD-Peptide
1980 & 1990 ﬁ 2000 ﬁ 2010
I | I f l f
Entdeckung
von RGD FN-Fragmente  avB3/a5B1-
selektive

RGD-enthaltende
Peptide & Proteine

Peptidmimetika

Abbildung 5. Die wichtigsten Meilensteine bei der Entwicklung von
Strategien zur Beschichtung von Oberflachen seit 1980.

logischer Aktivitdt und Subtypselektivitét fiir Integrinrezep-
toren eingesetzt. Das biologische Profil von Liganden wurde
seitdem mit verschiedenen Ansétzen, einschlieflich der Ver-
wendung von cyclischen RGD-Peptiden und Fragmenten aus
FN, verbessert. Im Jahre 2004 publizierten wir erstmals eine
Studie, bei der ein hochaktives avp3-Peptidmimetikum mit
guter Selektivitdt gegeniiber allbB3 auf eine Oberfliche
aufgebracht wurde.'™! Selektivitit zwischen den Subtypen
oavPp3 und o5B1 auf einer Oberfliche wurde bis zum Jahre
2013 dagegen nicht erreicht.!

Mit der Verwendung von Peptidmimetika ist es moglich,
die Mehrheit der Einschrankungen von Peptiden und Pro-
teinen zu iiberwinden. Sie haben sehr potente Bindungs-
eigenschaften (mit ICs;-Werten im subnano- bis nanomolaren
Bereich) und eine exzellente Selektivitit. Zusitzlich ist diese
Molekiilklasse sehr stabil gegen enzymatischem Abbau, pH-
Anderungen und Temperatur. Sie 16sen keine Immunreak-
tionen aus, konnen in hoher Dichte auf eine Oberfldche im-
mobilisiert werden und sind auerdem leicht in groBer Menge
synthetisierbar. Es ist daher verwunderlich, dass ihr Ge-
brauch bisher nur selten in der Literatur beschrieben wurde.
Teilweise kann das dadurch erklédrt werden, dass fiir die pra-
parative Herstellung Expertise in organischer Syntheseche-
mie notig ist. Aulerdem setzt ihre Entwicklung meist ein
umfassendes Verstdndnis der Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen voraus, die Generierung von Subtypselektivitét ist nicht
trivial. Ein letzter entscheidender Punkt ist, die Funktionali-
sierung des jeweiligen Liganden zur Beschichtung von
Oberflachen ohne Verlust der biologischen Aktivitét zu rea-
lisieren.

Dieser Aufsatz beleuchtet all diese Aspekte und nennt
exemplarische Beispiele fiir das Design von Peptidmimetika
und deren Verwendung fiir die Oberflichenbeschichtung.
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Aus diesen Studien gewonnene Einblicke sollen dabei helfen,
zukiinftig neue Arten von Mimetika mit verbesserten Selek-
tivitatsprofilen und hoherer Bindungsaffinitit fiir andere In-
tegrine herzustellen. Die vorgestellten Untersuchungen,
welche Thema dieses Aufsatzes sind, konnten zusammenge-
fasst Folgendes zeigen:

1. Oberflachen, die mit selektiven Peptidmimetika be-
schichtet sind (z.B. solchen, die zwischen den Subtypen
avp3 und a5P1 unterscheiden) sind niitzlich, um die Rolle
der Integrine in der Zellbiologie aufzukldren. Die Mog-
lichkeit, einen Integrinsubtyp selektiv anzusprechen,
offnet neue Perspektiven fiir die Untersuchung der inte-
grinvermittelten Signalgebung. Dies betrifft beispielsweise
die Differenzierung von Stammzellen, bei der die spezifi-
sche Rolle der Integrinsubtypen bislang unbekannt ist.

2. Die Fahigkeit zur Aktivierung eines Integrins kann dazu
verwendet werden, zellspezifische Reaktionen gezielt zu
beeinflussen und das Verhalten von Zellen auf Biomate-
rialien, beispielsweise zur Regenerierung von Gewebe, zu
modulieren. So zeigten sich Peptidmimetika als vielver-
sprechende Verbindungen, um die Osseointegration von
Implantatmaterialien zu verbessern. IThre Anwendung im
Regenerationsprozess von anderen Organen und Gewe-
ben muss noch erforscht werden.

Weitere Studien mit dieser Molekiilklasse sind aus diesem
Grunde garantiert. Vor dem Hintergrund der Bedeutung von
avp3 und a5p1 bei der osteogenen Differenzierung von MSCs
konnten integrinselektive Oberflichen dazu verwendet
werden, die Differenzierung dieser Zellen in die Osteoblas-
tenlinie zu steuern. Auf3erdem ist bisher noch kein Beweis fiir
die Wirksamkeit von oberflaichenbeschichteten Biomateria-
lien bei der Forderung des Knochenwachstums in vivo er-
bracht worden. Zu beiden Strategien laufen derzeit Unter-
suchungen in unseren Laboratorien.
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