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Abstract

In order to improve the biocompatibility of titanium implants widely used in biomedical

applications, the cell-adhesive, RGD-containing peptides were immobilized on titanium

surfaces through a three-step reaction procedure. The first step is silanization of titanium

surfaces with (3-aminopropyl)triethoxysilane, resulting in a multilayer film of poly(3-
aminopropyi)siloxane.The second reaction step, a key step of this modificationprocedure,
is grafting functional crosslinking groups (maleimide, iodoacetate, succinimidyl ester, and

arylazide) through the surface reaction of primary amines with succinimidyl esters. The
final step is the covalent attachment of RGD-containing peptides through a thioether, an
amide linkage, or a photochemical reaction. Two model, cell-adhesive peptides, H-Gly-
Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Cys-OH(GRGDSPC)and H-Arg-Gly-Asp-Cys-OH (RGDC)were
immobilized throughcovalent addition of the cysteine thiol (-S.H) group to the maleimidyl
group. An approximate coverage of 0.2-0.4 peptides per mir was calculated through
independent quantitativeanalyses. The RGD-modified samples were then tested with the

osteoblasticcell line MC3T3-E1 and rat bone marrow cells in vitro. Preliminarycell eultnre
results show positive effects for osteoblasticcell line MC3T3-E1 but negative effects for
rat bone marrow cells in cell adhesion, differentiation. and Integration. X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS), infrared reflection absorption spectroscopy (1RAS),
time-of-flight secondary ion mass spectroscopy (ToF-SIMS), ellipsometry, and

radiolabeling techniques were applied to characterize the surfaces. The controversy as

regards the Interpretation of the IRAS spectra. especially for the maleimidylhexanoyl
pendant surface, moüvates us to investigatethe detail of the surface reactions of primary
amines with amino-reactiveheterobifunctional crosslinkers.

Two model aminothiols, cystamine and 4-aminot.hiophenol, were self-assembledon gold
surfaces as the starting films for model investigations. Different types of thiol-, amino-,
and photo-reactive crosslinkers were then attached to the two amino-terminatedSAMs.
Rased on IRAS and XPS measurements. two types of reaction schemes have been
observed:(1) modificationthrough singie group binding. (2) oecurrenceof side reactions
and produetion of multiple-group-modifiedsurfaces. A typical example for the latter case

is the reaction of N-succinimidyl-6-maleimidylhexanoate (EMCS) with terminal NH,

groups, producing a mixture of both maleimidyl and succinimidyl ester groups on the
surface. The conclusion is confirmed by the study of SAMs of pure N, N'-

bis(maleimidylhexanoyl)cystaimne(RMHC), synthesized separately. The functionalized
surfaces with crosslinking groups can be used for further specific or non-speeifie
attachmentofbiomolecules.



Finally, two types of polyfethylene glycol) (PEG) were grafted to amino-terminated

surfaces, methoxy-PEGin a "standing-up" configuration and bridging-PEG in a "lying-
down" configuration. Their surface structuresand reaction yields were studied with IRAS

and XPS. The protein resistance of PEG-coatings was evaluated with the optical
waveguide lightmode spectroscopy (OWLS). Only the bridging PEG exhibitcd protein
resistance.
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Zusammenfassung

Um die Biokompatibilität von Titanoberflächen für Implantate und biomedizinische

Anwendungenzu verbessern, wurden zeliadhäsive Oligopeptide, die eine RGD-Sequenz
enthalten, mittels einer Dreistufen-Reaktion kovalent an die Titanoberfläche angebunden.
Der erste Schritt beinhaltet die Silanisierung von Titanoberflächen mit (3-
Aminopropyl)triethoxysilan,welche zu einem Mehrschichten-Film bestehend aus

Poly(aminopropyl)siloxanführt. Der zweite Reaktionschritt, der entscheidendeSchritt der

gesamten Reaktionssequenz, ist das Anknüpfen von funktionellen Vernetzungsgruppen
(Maleimid, lodacctat, Succinimidyl-Ester. und Arylazid) durch die Oberfiaechenreaktion

von primären Amiden mit Succinimidyl-Estern. Im letzten Schritt wird das R.GD-

enlhaltende Peptid über die Thiolfünktion addiert (Amid-Bindung oder über eine

photochemische Reaktion). Zwei zeliadhäsive Modell-Peptide H-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-
Pro-Cys-OH (GRGDSPC) und H-Arg-Gly-Asp-Cys-OH (RGDC) wurden durch

kovalente Addition der Cystcin-Thioi-Gruppe an die Maleimidyl-Gruppe immobilisiert.

Ein ungefährer Bedeckungsgrad von 0.2-0.4 Peptid/nnf wurde mit unabhängigen
quantitativen Methoden berechnet. Die RGD-modifizierten Proben wurden in der
OsteoblastzelllinieMC3T3-E1 und Rattenknochenmarkzellen in vitro getestet. Die ersten

Zellkulturresultatezeigen bezüglichZelladhäsion, Differenziemng und Integration positive
Effekte für Osteoblasten und negative Effekte für die Knochenmarkzellen. Um die

Oberflächen zu charakterisieren, wurden X-Ray Photoelectron Spectroscopty (XPS).
Infrared Reflection Absoeption Spectroscopy(IRAS), Time-of-FlightSecondary Ion Mass

Spectroscopy (ToF-SIMS), Ellipsometrie und Radiolabeling Techniken eingesetzt. Die

kontroverse Interpretation von IRAS-Spektren, speziell für Maleimidylhexanoyl,
motivierte uns, die Details der Oberflaechenreaktionenvon primären Aminen mit
aminoreaktivenheterobifunktionellen Vernetzungsmolekülen zu untersuchen.

Im Hinblick auf ein verbessertes Verständnis der Reaktionsmechanismenan der

Oberfläche wurden zwei Modell-Aminothiole, Cystamin und 4-Aminothiophenol, auf
Goldoberflächen adsorbiert (selbstorganisierende Monoschichten, SAM). Verschiedene

Typen von Thiol-, Amino- und Photo-reaktiven Vernetzungsmolekülen wurden an die

aminoterminiertenSAMsangebunden. Basierend auf XPS und IRAS Messungen wurden

zwei verschiedeneReaktionsschemata beobachten: (1) Modifikationdurch Em-Gruppen-
Bindung, (2) auftreten von Nebenreaktionen und Produktion von Mehrfach-Gruppen-
modifizierten Oberflächen.Ein typisches Beispiel für den zweitenFall ist die Reaktion von

N-Succinimidyl-6-maleimido-caproat (EM.CS) mit NH2-Endgruppen, was zu einer

Mischung von Maleimidyl- und Succinimidylestergruppenauf der Oberflächeführt. Diese

Schlussfolgerungwird durch die Untersuchung von SAMs bestätigt, für welche speziell
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synthetisiertes, reines N,N'-Bis(maleimidylhexanoyl)cystamin (BMHC) verwendet

wurde. Die funktionalisierten Oberflächen mit vernetzenden Gruppen können für

spezifische oder unspezifische Bindung von Biomolekülen an die Oberfläche benutzt

werden.

Zum Schluss wurden zwei Typen von Polyethylenglykolen auf aminotenmnierten

Oberflächen aufgebracht: Methoxy-PEG in "standmg-up"-Konfiguration und bridging-
PEG in "lying-down" Konfiguration. Ihre Oberflächenstruktur und Reaktionskinetik

wurden mit IRAS und XPS studiert. Die Resistenz gegen Proteinadsorption wurde mit

Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy (OWLS) ermittelt. Nur das bridg.ing-P.EG
zeigte Resistenzgegen Proteinadsorption.


