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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Angiogenese

Angiogenese leitet sich vom griechischen Wort fiir Gefdl3 ab und bezeichnet die Bildung neuer
Kapillaren aus bestehenden Blutgefiflen. Die Endothelzellen (EC) der GefdBwand spielen
dabei eine fiihrende Rolle. Im gesunden adulten Organismus betrdgt deren Proliferationsrate
Monate bis mehrere Jahre, wihrend der Angiogenese dagegen nur wenige Tage [1,2]. Nur bei
der Wundheilung, Embryonalentwicklung und Ovulation findet eine =zeitlich begrenzte
Kapillarneubildung statt (physiologische Angiogenese). Angiogenese ist ein in vielen Schritten
ablaufender Prozess mit ineinandergreifenden Wirkmechanismen. Stérungen des
Gleichgewichtes konnen aufgrund gesteigertem oder ungeniigendem Kapillarwachstum

(pathologische Angiogenese) zu einer Vielzahl von Erkrankungen fiihren (s. Abbildung 1).

Solide Tumoren

Rheumatoide Arthritis Kaposi‘s Sarkom (HIV)

Diabetische Retinopathie Psoriasis
Neovaskulédres Glaukom ubermaBlge
Pyrogenes Granulom

Trachom

Angiogenese

Schlaganfall <§/ngenugend§> Infertilitit
s

Atherosklerose klerodermie

Herzkreislauferkrankungen Verzogerte Wundheilung
Ulcera

Abbildung 1: angiogeneseabhingige Erkrankungen (modifiziert nach [3])

Die exzessive Neubildung von Kapillaren kann u.a. verschiedene Augenerkrankungen
verursachen, die bis zur Erblindung fiihren konnen [4]. Auch juvenile Hadmangiome [5],
rheumatoide Arthritis [6] und Tumorerkrankungen [7] sind angiogeneseabhingig. Periphere
arterielle Verschlusskrankheit und koronare Herzkrankheit sind durch ungeniigende
Angiogenese gekennzeichnet [8]. Ebenso zdhlen Infertilitdt [9], Ulcus [10] und verzdgerte

Wundheilung zu den angiogenen Erkrankungen. Die pathologische Angiogenese kann
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entweder Ursache der Erkrankung sein (z.B. diabetische Retinopathie) oder diese
aufrechterhalten und deren Progression fordern (z.B. Wachstum solider Tumoren).

Krebserkrankungen sind die zweithdufigste Todesursache in Deutschland nach
Herzkreislauferkrankungen [11]. Viele endogene (z.B. erbliche Disposition, gestorte
Immunfunktion, Hormone) und exogene Faktoren (z.B. ionisierende Strahlen, UV-Licht,
chemische Karzinogene, Asbeststaub, onkogene Viren) [12] konnen zur Entartung einer
gesunden Korperzelle fithren, wobei heute 95% der Krebserkrankungen exogenen Einfliissen
(z.B. falsche Erndhrung, Tabakkonsum) zugeschrieben werden. Nur 5% der Erkrankungen sind
genetisch bedingt, 2% die Folge von Umwelteinfliissen [13]. Wéhrend des Tumorwachstums
und der Metastasierung spielt die Angiogenese eine entscheidende Rolle. Diesen
Zusammenhang stellte J. Folkman schon vor 30 Jahren fest. Ohne Anschluss an ein neues
BlutgefiBsystem kann ein Tumorzellhaufen nur bis zu einer GroBe von 1-3 mm® wachsen, da
die Versorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff sowie der Abtransport von

Stoffwechselprodukten allein durch Diffusion nicht ausreichend ist [14].

Abbildung 2: Vaskularisation eines Tumors [3]

Neue Kapillaren sollten auch antineoplastischen Wirkstoffen den Zutritt zu den
proliferierenden Tumorzellen ermdglichen. Jedoch verursachen undichte Kapillaren einen
Anstieg des interstitiellen Drucks, welcher die Diffusion des Wirkstoffs innerhalb des Tumors
limitiert und die Verbreitung der Tumorzellen in den Blutstrom beglinstigt. Moglicherweise
erklart dies die Tumorausbreitung und Entstehung von Metastasen [15]. Andererseits
verstirken Angiogeneseinhibitoren die Wirkung der traditionellen Chemo- und Radiotherapie
[16,17]. Die Angiosuppression fiihrt nicht, wie erwartet, zu einem verminderten Blutfluss in
den Tumor und somit zu einer reduzierten Arzneistoffpenetration, sondern bewirkt eine
voriibergehende Normalisierung der abnormalen Struktur der Tumorgefifle. Daraus

resultierend kann der Blutfluss kurzzeitig ansteigen und fiir einen verbesserten
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Wirkstofftransport in das Tumorinnere sorgen [18]. Eine alternative Erkldarung geht von einer
direkten Wirkung des Zytostatikums auf die EC neuer Tumorgefi3e aus, welche durch den

Angiogeneseinhibitor z.B. durch Niederregulierung antiapoptotischer Proteine verstiarkt wird
[19].

1.1.1 Kapillarbildung

Ist aus einer endothelialen Vorlduferzelle (Angioblast) durch Vaskulogenese ein einfacher
kapillarer Plexus entstanden, wird das gebildete Netzwerk durch Angiogenese (Intus-

suszeption, Interkalation, Sprossung oder ,,Bridging*) erweitert.

N
&%{

7

a b c

Abbildung 3: Verschiedene Mechanismen der Kapillarbildung (nach [20])
a: Intussuszeption, b: Interkalation, c: Sprossung

Bei der Intussuszeption (s. Abbildung 3a) teilt sich eine bestehende Kapillare in zwei
Tochterkapillaren durch Bildung transkapillarer Sdulen und Umbhiillung durch Perizyten (PC)
und extrazelluldre Matrix (ECM). Dieser Prozess scheint von besonderer Bedeutung in der
Lunge zu sein, es ist aber auch der vorherrschende Mechanismus des VEGF-induzierten
GefaBwachstums in der Chorioallantoismembran (CAM) [20]. Das interkaldre Wachstum von
BlutgefdBlen (s. Abbildung 3b), auch als nicht-sprossende Angiogenese bezeichnet, findet bei
der endothelialen Wundheilung und beim GefiBwachstum im Herzen statt. Dabei
verschmelzen bestehende Kapillaren, oder es fusionieren zusitzlich EC mit bestehenden
Gefillen, um Durchmesser und Linge zu erhohen [20]. Die Sprossung neuer Kapillaren,
ausgehend von bereits existierenden Blutgefilen, wird u.a. im Gehirn und in der Niere
beobachtet (s. Abbildung 3c) [20]. Das ,,Bridging* beruht auf der Bildung transendothelialer

Zellbriicken und anschlieBenden Teilung in einzelne Kapillaren [21].
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Angiogenese ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem es zunédchst zu einer Aktivierung von EC
durch einen angiogenen Stimulus kommt. In der Folge dndern die EC ihre urspriingliche Form.
Durch den Einfluss von VE-Cadherin auf die Tight Junctions konnen sich die EC aus dem
Zellverband 16sen, und bedingt durch VEGF-A wird die perizelluldre Permeabilitit erhoht. Die
EC steigern nun die Produktion an Proteasen (z.B. PA, MMP), die zur Auflosung der
Basalmembran und zum Umbau der ECM fiihren. Dies ermdglicht den EC die Migration in
Richtung des angiogenen Stimulus. Es kommt zur Ausbildung eines Kapillarsprosses, der
durch proliferierende EC vergrofert wird, bis er schlieBlich ein Lumen bildet. Benachbarte
Kapillarsprosse fusionieren zu einer Kapillarschleife. Die Reifung und Stabilisierung des
neuen Blutgefdes wird durch Ausbildung einer neuen Basalmembran und Anlagerung von
Perizyten und glatten Muskelzellen abgeschlossen [22]. In Tabelle 1 sind die fiir die einzelnen

Phasen verantwortlichen Faktoren angegeben.

Tabelle 1: molekularer Mechanismus der angiogenen Sprossung (nach [20])

Initiation Progression Reifung-Termination
EC Forminderung EC Proliferation EC Uberleben

Integrin o3 VEGF-A VEGF-A, Integrin avf3;
EC Junctions EC Migration PC Differenzierung
VE-Cadherin VEGF-A TGF-B, Ang-1

EC Permeabilitit EC Lumenbildung ECM Bildung
VEGF-A VEGF-A TGF-B;

ECM Abbau PC Rekrutierung EC Fusion

Proteasen PDGF-B, Tie2, Ang-1 Integrin oy, VCAM-1, VE-Cadherin
PC Ablosung

Ang-2

1.1.2 Regulatoren der Angiogenese

Unter normalen physiologischen Bedingungen wird die Angiogenese von einer Vielzahl von
Faktoren reguliert, die in einem ausgewogenen Verhéltnis stehen (s. Tabelle 2).

Verschiebt sich das Gleichgewicht, entweder durch eine erhohte Produktion an positiven
Regulatoren oder eine verminderte Bildung an negativen Regulatoren, unterliegen die EC einer
,shift“ hin zum angiogenen Phinotyp. Das angiogene Signal kann dabei nicht nur von
Tumorzellen, sondern auch von Fibroblasten, EC, Epithelzellen oder aktivierten Makrophagen
stammen. Durch Degranulation von Thrombozyten oder proteolytischen Abbau der ECM nach

einer Gewebeverletzung kdnnen angiogene Faktoren freigesetzt werden [22].
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Tabelle 2: Angiogene und angiostatische Faktoren (nach [23,24,25])

angiogene Faktoren

angiostatische Faktoren

Wachstumsfaktoren (GF)

FGF-1, -2 PIGF

EGF PDGF

G-CSF TGF-a

GM-CSF TGF-B (geringe Dosis)
IGF-1 TNF-a (geringe Dosis)
HGEF/SF VEGF

Pleiotrophin HIV-tat

Zytokine

IL-1 IL-6

IL-3 IL-8
Matrixmetalloproteinasen (MMPs)

Elastase Collagenase
Gelatinase Stromelysin
Serinproteasen

Plasmin t-PA

Urokinase u-PA

SPARC und bioaktive SPARC Peptide

Prostaglandine
PGE;

Integrine
Integrin o33

PGE;

Integrin o, Ps
Angiopoietin-1 (Ang-1)

14 kD Plasmaprotein mit angiogener und
ribonukleolytischer Aktivitit
Angiogenin

Platelet activating factor (PAF)

Wachstumsfaktoren (GF)
TGF-B (hohe Dosis)
TNF-a (hohe Dosis)

Zytokine
Interferon-a Platelet factor (PF)-4
IL-12 inducible protein 10

Tissue inhibitors of metalloproteinases
TIMPs

Serinproteasen
Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI)

SPARC Peptide 2.1 und 4.2

Angiostatin
(Spaltprodukt von Plasminogen)

Endostatin
(Spaltprodukt von Collagen X VIII)

Angiopoietin-2 (Ang-2)
16 kD Prolactinfragment

placental proliferin related protein
Vasostatin (Calreticulinfragment)
NO

Thrombospondin-1

Antithrombin III Fragment

Angiogenese wird u.a. durch verschiedene Proteine kontrolliert, die die Aktivitit von
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) modulieren [26]. RTKs, die vorrangig auf EC exprimiert
werden, bestehen aus einer extrazelluldren ligandbindenden Doméne, einer transmembrandren
Doméne und einer Doméne mit Tyrosinkinaseaktivitit. Nach Bindung des Liganden, z.B.
VEGF oder FGF-2, findet die Dimerisierung der Rezeptoren, die Aktivierung der
Tyrosinkinase und Autophosphorylierung des Rezeptors statt [27].

VEGF und FGF-2

Wachstumsfaktoren, die sowohl Proliferation als auch Migration und Differenzierung von EC

gehoren zur Gruppe der heparinbindenden peptidischen

in vitro beeinflussen [28].
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Zur VEGF-Familie zdhlt man 5 Proteine, die innerhalb einer zentralen Region hohe
Sequenzhomologie zeigen: VEGF ( = VEGF-A) und seine Isoformen (VEGF-A 21 145.165.189.206),
PIGF (placental growth factor),
VEGF-B,
VEGF-C,
VEGF-D und
virale Homologe von VEGF (VEGF-E) [29,30].

Sie konnen mit drei RTKs (VEGFRI1 ( =Flt-1), VEGFR2 ( = KDR/Flk-1), VEGFR3 ( = Flt-4,
beschrinkt auf lymphatisches Endothel)), die weitgehend nur auf EC exprimiert werden, mit
unterschiedlicher Bindungsaffinitit interagieren [29,31]. Die Vermittlung der VEGF-
induzierten Effekte auf EC erfolgt hauptsidchlich durch VEGFR2 [29,30]. Fehlt auch nur ein
einziges VEGF Allel, fiihrt dies zum Tod des Embryos [32]. Dies verdeutlicht die wichtige
Rolle von VEGF wihrend der Entwicklung des vaskuldren Systems. Dariiber hinaus kann
VEGF durch die Stimulation der Gefalneubildung im Herzmuskelgewebe moglicherweise die
Prognose von Patienten mit schwerer Angina pectoris verbessern (therapeutische
Angiogenese). Eine Erhohung des Krebsrisikos wurde nicht beobachtet [33].

Kiirzlich wurde Neuropilin-1, ein Glykoprotein der Zelloberfliche, das in EC exprimiert wird
und Proteine der Familie der Collapsine/Semaphorine bindet (Mediatoren der neuronalen
Ubertragung) als Rezeptor von VEGF-A 65 identifiziert. Neuropilin-1 erhoht die Bindung von
VEGF-A 45 an VEGFR2 und dessen Bioaktivitét [29].

Tiel und Tie2 sind zwei weitere EC-spezifische Rezeptoren, die im embryonalen
Gefallendothel hdufig vorkommen, jedoch im adulten Organismus verstirkt wahrend aktiver
Angiogenese auftreten. Die Liganden der Tie Rezeptoren gehdren zur Familie der
Angiopoietine (Ang-1, -2, -3, -4), deren Bedeutung z.T. noch ungeklart ist [34]. Ang-1 und
Ang-2, beides Proteine mit einem Molekulargewicht von ~ 75 kDa, binden an Tie2 mit
ahnlicher Affinitit. Keines der Angiopoietine interagiert mit Tiel [26]. Im Gegensatz zu Ang-
1, das sowohl im Embryo als auch im adulten Organismus weit verbreitet exprimiert wird, ist
Ang-2 beim Erwachsenen vorrangig in Plazenta, Ovar und Uterus zu finden [26,35].

Das Zusammenspiel von VEGF und Angiopoietinen bei der Gefillentwicklung und der

Angiogenese kann nach folgendem Schema ablaufen:
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Ang-1 Ang-2 VEGF Ang-2
Tie2 Tie2 VEGFR1/2 Tie2
Rekrutierung und Interaktion Verlust des Kontakts zu Verlust des Kontakts zu
mit periendothelialen Matrix und Stiitzzellen Matrix und Stiitzzellen
Stiitzzellen Zugang und Ansprech- Fehlende Wachstums-
Stabilisierung des Gefalles barkeit angiogener oder Uberlebenssignale
Erhaltung der GefaBintegritit Induktoren mdglich Apoptose?

Abbildung 4: Modell der Regulierung des Gefillendothels durch VEGF und Ang-1/2
(modifiziert nach [26])

Die Interaktion von Ang-1 mit Tie2 fiihrt zur Rekrutierung von Stiitzzellen (Perizyten, glatte
Muskelzellen, Myokardiozyten), die das neu gebildete Blutgefd3, aber auch adulte Gefille
stabilisieren. Ang-2 als ein natiirlich vorkommender Ang-1-Antagonist [35] inhibiert den
Effekt von Ang-1 durch den Tie2 Rezeptor. Dies fiihrt zur Destabilisierung des Blutgefdf3es
und Zelltod. In Gegenwart von VEGF wird Angiogenese gefordert, da die EC aufgrund des
Tie2-Signals den Kontakt mit Perizyten und der ECM verlieren und sich nun teilen und neue
Blutgeféfe bilden kdnnen [26].

FGF-2 war einer der ersten angiogenen Wachstumsfaktoren, der charakterisiert wurde [36]. Bis
heute sind mindestens 19 zur FGF-Familie gehorende Proteine bekannt, die Liganden fiir vier
Rezeptortyrosinkinasen (FGFR1-4) sind [37]. FGF-2 wird in nahezu allen Organen und
Geweben gebildet, insbesondere im Gehirn und in der Hypophyse. FGF-2 zeigt angiogene
Aktivitdt in vivo [38] und induziert Proliferation, Migration und Proteasebildung in
Endothelzellkulturen [39].

Essentiell fiir die physiologische Aktivitdt des Wachstumsfaktors ist die Interaktion mit der als
high-affinity-Receptor bezeichneten membranstindigen Rezeptortyrosinkinase. Voraussetzung
dafiir ist die Bindung von FGF-2 an Heparin oder Heparansulfatproteoglykane (HSPG) der
Zelloberflaiche (low-affinity-Receptor). Wachstumsfaktor, HSPG und RTK bilden einen
terndren Komplex, der zur Dimerisierung des Rezeptors fiihrt. Nachfolgend kommt es zur
Aktivierung der zytoplasmischen Tyrosinkinase, Autophosphorylierung des Rezeptors und

Phosphorylierung von Substratproteinen. Durch verschiedene Serin- und Threonin-
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Proteinkinasen, die in ihrer Gesamtheit als MAP (mitogen-activated protein)-Kinasen
bezeichnet werden, wird das Signal auf nukledre oder zytoplasmische Effektoren iibertragen,

die u.a. die fiir die Zellproliferation erforderliche Genexpression beeinflussen [40].

1.2 Arten der Angiogenese

Angiogenese ist ein physiologischer Prozess, der aufler Kontrolle geraten und so zu manifesten
Erkrankungen wie chronischer Entziindung oder Tumorerkrankungen fithren kann (s. Kapitel
1.1). Physiologische und pathologische Angiogenese unterscheiden sich hinsichtlich der
beteiligten Triggermechanismen [21]. Auch die Regulation der Angiogenese in Tumoren ist
nicht einheitlich, da das Gefdllsystem in Tumoren nicht nur von jenem in normalem Gewebe
abweicht, sondern sowohl in Abhédngigkeit von Art, Wachstumsrate und Lokalisierung des
Tumors variieren kann [4,15]. Ein stark vereinfachtes Modell der Angiogenese zeigt
Abbildung 89/Anhang. Noch immer ist der Ubergang von ruhender zu aktiver
Vaskularisierung nicht vollstindig erkldrbar. Ein moglicher Ausloser ist Sauerstoffmangel um
einen Tumor herum, der zur Expression von u.a. VEGF und PIGF fiihrt [41,42], die spezifisch
das Wachstum von EC stimulieren. Andererseits sezernieren Tumorzellen wie auch EC
proteolytische Enzyme (z.B. MMPs, Serinproteasen), die zum Abbau der ECM fiihren. Die
dabei gebildeten Spaltprodukte konnen sowohl angiogene als auch antiangiogene
Eigenschaften besitzen. So sind die beim Abbau der Hyaluronsdure, einem
Glykosaminoglykan der ECM, entstehenden niedermolekularen Fragmente angiogen [43]. Im
Gegensatz dazu wirkt das Collagen XVIII-Spaltprodukt Endostatin als endogener negativer
Regulator [44]. Tumorzellen aktivieren und rekrutieren Zellen des Immunsystems (Mastzellen,
Makrophagen), die wiederum das GefdaBwachstum stimulieren konnen. Oftmals {ibersteigt die
Zellzahl nicht neoplastischer Zellen (Fibroblasten, EC, inflammatorische Zellen) die
Tumorzellzahl, wobei Makrophagen in einigen Mammakarzinomen mehr als 50% der
Zellmasse bilden [45]. Urspriinglich wurde die Auffassung vertreten, dass diese Makrophagen
Teil der Immunabwehr des Wirtes gegen neoplastische Zellen sind. Diese Meinung ist heute
nur mehr bedingt richtig und einer komplexen Beteiligung von Makrophagen bei der
Tumorentstehung gewichen.

Makrophagen sind die differenziertesten Zellen des mononukledren Phagozytosesystems und
nehmen innerhalb des Immunsystems eine zentrale Rolle ein. Sie kdnnen sowohl eine
unspezifische (Phagozytose) als auch eine spezifische Immunantwort (Antigenprisentation)
auslosen [46]. Makrophagen zeigen Chemotaxis entlang eines Gradienten von Zytokinen,

Zelloberflichenmarkern und Sauerstoff. Eine Vielzahl biologisch aktiver Substanzen wird von
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Makrophagen sezerniert u.a. Enzyme, Enzyminhibitoren, Komponenten des Komplement-
systems, reaktive Sauerstoffspezies, Arachidonsdureintermediate, Blutgerinnungsfaktoren und
Zytokine [47]. Doch erst durch Hypoxie- oder Zytokinaktivierung kénnen sie diese multiplen
Funktionen ausiiben [47,48]. Von besonderem Interesse sind die von sog. tumorassoziierten
Makrophagen (TAMs) sezernierten angiogenen Modulatoren [47]. Eine Auswahl zeigt
Tabelle 3.

Tabelle 3: Angiogene Modulatoren von tumorassoziierten Makrophagen (TAMs) [nach 47]

Angiogenesestimulation Angiogeneseinhibition
Proteasen Inhibitoren von
Metalloproteasen z.B. Collagenase Metalloproteasen z.B. TIMP
Serinproteasen z.B. Elastase, PAs Serinproteasen z.B. PAI-1
Zytokine Zytokine

z.B. IL-1, IL-6, IL-8 z.B. IFN-o, IFN-y
Wachstumsfaktoren Thrombospondin-1

z.B. PDGF, FGF-2, VEGF

Angiotropin Angiostatinfreisetzung

Die unterschiedliche sekretorische/angiogene  Aktivitit konnte auf verschiedenen
Entwicklungs- oder Funktionsstadien der Makrophagen beruhen [48]. Makrophagen zeigen
nicht nur anti-Tumor-Effekte hervorgerufen durch direkte zytotoxische Aktivitidt oder die
Sekretion wachstumshemmender Zytokine, sondern koénnen auch das Tumorwachstum
stimulieren. Diese Stimulation beruht auf der Beeinflussung der Tumorangiogenese iiber
angiogene Zytokine oder indirekte Effekte auf die ECM (z.B. proteolytische Freisetzung von in
der ECM gebundener angiogener Wachstumsfaktoren, Abbau von ECM-Komponenten zu
angiogenen Fragmenten) [47,48].

Die Invasion von Makrophagen ist auch Teil der Entziindungsreaktion [49]. Bei einer
chronischen Entziindung z.B. der rheumatoiden Arthritis ist das proliferierende Gewebe mit
zahlreichen Entziindungszellen infiltriert und von neugebildeten Kapillaren durchzogen. Die
reichlich vorhandenen Entziindungsmediatoren kdnnen auch die Angiogenese fordern, da viele
der regulatorischen Wachstumsfaktoren und Zytokine sowohl bei der chronischen Entziindung
als auch bei der Gefdlineubildung eine Rolle spielen. In zunehmendem Malle wird deutlich,

dass Angiogenese und chronische Entziindung ineinandergreifende Prozesse sind [50].
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1.3 Antiangiogene Therapie

Die Behandlung der Tumorerkrankung beruht u.a. auf Chemotherapie, Bestrahlung und
chirurgischen Methoden. Seit mehreren Jahren werden unterschiedlichste antiangiogene
Verbindungen in klinischen Studien nicht nur zur Behandlung von Tumoren, sondern auch
weiterer angiogeneseabhingiger Erkrankungen (vgl. Abbildung 1) getestet. Vorrangiges Ziel
der antiangiogenen Therapie in der Onkologie ist nicht die Heilung, sondern vielmehr die
Hemmung des Tumorwachstums und damit die Verringerung der Tumorbelastung des Korpers
[23].

Bedingt durch den vielstufigen Ablauf der Angiogenese, der die Freisetzung angiogener
Stimulatoren und deren Interaktion mit RTKs, den Abbau der Basalmembran und der ECM,
die Proliferation und Migration von EC sowie die Lumenbildung und die Bildung einer neuen
Basalmembran umfasst, sind verschiedenste Strategien zur Hemmung der Angiogenese
denkbar.

Tabelle 4 fiihrt verschiedene Angiogeneseinhibitoren und ihren Wirkmechanismus an. Die
Klasse der Angiogeneseinhibitoren ist sehr heterogen; sie umfasst z.B. Antibiotika
(Fumagillin-Analoga, Minocyclin), Polypeptide (PF-4, IFN-y, Angiostatin), Polykationen und -
anionen (Protamin, Suramin), Steroide und Antagonisten von VEGF und Integrinen.

Wie schon die tabellarische Ubersicht deutlich macht ist eine selektive antiangiogene Wirkung
der Inhibitoren selten, ihre Mechanismen sind in der Realitét oftmals iiberlappend. Die Ursache
dafiir liegt in der Redundanz des angiogenen Prozesses. Beispielsweise wurden fiir Suramin
Interaktionen mit einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren beschrieben [51]. Viele
gebrauchliche Zytostatika haben neben ihrer antiproliferativen Wirkung einen modulatorischen
Effekt auf die Angiogenese. So wurden fiir Paclitaxel, einem Tubulininhibitor, der bei
verschiedensten Tumorarten therapeutisch eingesetzt wird, von der antiproliferativen Aktivitét
unabhingige antiangiogene Eigenschaften in in vivo Modellen beschrieben [52]. Es erscheint
also sinnvoll, verschiedene Angiogeneseinhibitoren mit unterschiedlichen Angriffspunkten
therapeutisch einzusetzen.

Bislang konnten die angiogenen Hemmstoffe die in sie gesetzten {ibersteigerten Hoffnungen
nicht erfiillen. Trotz intensivster Forschung und Entwicklung - mehr als 200 Biotechnologie-
unternehmen und zahlreiche Pharmafirmen arbeiten auf dem Gebiet der Angiogenese - hat bis
jetzt auBer IFN-o (Indikation: Behandlung kindlicher H&mangiome [53]) noch kein

Angiogeneseinhibitor Eingang in die Therapie gefunden.
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Tabelle 4: Antiangiogene Therapie: Verbindungen und ihr Wirkmechanismus [28]

Wirkmechanismus

Verbindungen

Inhibitoren des ECM Remodeling
MMP-Inhibitoren

u-PA-Inhibitoren
Collagenase-Inhibitoren

Inhibitoren von Adhésionsmolekiilen
Integrin a.,f33

Integrin a.,fs

Inhibitoren aktivierter EC

Hemmung der EC Proliferation, Apoptose-
induktion

Hemmung der Migration und Proliferation
von EC

Hemmung der EC Proliferation
Angiogeneseinhibition in vivo

Hemmung der EC Migration

Inhibitoren angiogener Mediatoren oder
Rezeptoren

FGF-2-Inhibitoren, Hemmung der FGF-2-
induzierten EC Proliferation

Interaktion mit verschiedenen GF (u.a. FGF-
2, VEGF, PDGF), Hemmung der Migration
und Proliferation von EC

Inhibitoren der FGF-2-Aktivitit

Inhibitoren der VEGF-Aktivitat

COX-2-Inhibitoren
TP-Antagonisten

Inhibitoren intrazellulirer Signaliibertragung

Batimastat, Marimastat, AG3340, Neovastat,
PEX, TIMP-1,-2,-3,-4

PAI-1, -2, uPA AK, uPAR AK, Amilorid
Minocyclin, Tetracycline, TIMP (Knorpel)

Integrin a3 AK (LM609, Vitaxin), RGD-
Peptide, Benzodiazepinderivate
Integrin a,fs AK

endogene Inhibitoren (Endostatin, Angio-
statin, aaAT)

IFN-a, IFN-y, IL-12, NO-Synthaseinhibi-
toren, TSP-1

TNP-470, Combretastatin A-4
Thalidomid

Linomid

IFN-a, PF-4, Prolaktinfragment

Suramin und Analoga

PPS, Distamycin A Analoga, FGF-2 AK,
antisense-FGF-2

SU5416, 16slicher Flt-1, dominant-negativer
Flk-1, VEGF Rezeptor Ribozyme, VEGF AK
Aspirin, NS-398

6AT, 6A5BU, 7-DX

Tyrosinkinaseinhibitor Genistein
selektiver Proteintyrosinkinaseinhibitor Lavendustin A
Tie2-Inhibitor Ang-2

Nur wenige Patienten konnten in klinischen Studien von einer solchen Therapie profitieren;
hiufig waren nur geringe oder keine Effekte nachweisbar, in seltenen Féllen trat sogar eine
Verschlechterung ein [54]. Verantwortlich dafiir sind die genomische Instabilitit und
Heterogenitit von Tumorzellen sowie ein uneinheitliches Blutgefialsystem in Tumoren. Dies
flihrt zu unterschiedlichen Therapieerfolgen von Patienten mit Tumoren im gleichen

pathologischem oder klinischem Stadium [28].
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Hieraus wird die Bedeutung der Etablierung eines angiogenen Profils von Patienten mit
Tumoren oder anderen chronischen angiogeneseabhingigen Erkrankungen deutlich, um die
von einer antiangiogenen Therapie am meisten profitierenden Patienten herauszufiltern. Als
Parameter mit zuverldssigem prognostischem Wert sollten die intratumorale BlutgefaB3dichte
(IVD), der BlutfluB3 in vivo mittels Farbdoppler- oder Nuklearmagnetresonanz und angiogene
Faktoren in Serum, Urin oder Gewebeprobe bestimmt werden. Auch die Quantifizierung
endogener Inhibitoren sollte in Betracht gezogen werden, da deren Fehlen ein Umschalten zum
angiogenen Phinotyp und folglich ein Fortschreiten der Erkrankung induzieren kann [18,28].
Trotzdem scheint die antiangiogene Therapie eine Zukunft zu haben, insbesondere in
Kombination mit einer Standardchemotherapie, die an anderen zelluliren Targets angreift.
Charakteristisch flir die Behandlung mit Standardchemotherapeutika ist das Auftreten
toxischer Nebenwirkungen (gastrointestinale Symptome, Knochenmarkssuppression), da sie
nicht nur Tumorzellen, sondern alle sich teilenden Zellen beeinflusst. Die Toxizitdt der an sich
teilenden EC angreifenden Angiogeneseinhibitoren wird dagegen als gering eingestuft [55].
Allerdings koénnen Angiogeneseinhibitoren, die gegen unspezifische Targets gerichtet sind,
auch zu schweren Nebenwirkungen fiihren wie bei den MMP-Inhibitoren (MMPI) beobachtet.
Wihrend der Behandlung mit Marimastat treten bei ca. 30% der Patienten Gelenk- und
Muskelschmerzen auf. Die Symptome scheinen dosisabhidngig zu sein und sind nach Absetzen
der Medikation reversibel [56]. In jiingster Zeit wird auch ein mogliches kanzerogenes
Potential der MMPI diskutiert, die hdufig das Enzym Caspase-3 hemmen, dem eine wichtige
Rolle wihrend der Apoptose zugeschrieben wird [57].

Durch die bei den meisten Tumorzellen vorhandene genetische Instabilitidt und Anfélligkeit fiir
Mutationen konnen Resistenzen gegen das Behandlungsregime auftreten. Fiir
unwahrscheinlich wird eine Resistenzentwicklung durch Angiogeneseinhibitoren beurteilt, da
sie gegen normale EC gerichtet sind, die eine hohere genetische Stabilitdt besitzen. Da
Angiogenese im adulten Organismus nur wéhrend zeitlich limitierter Prozesse (Wundheilung,
Ovulation) stattfindet, verspricht die antiangiogene Therapie mit geeigneten selektiven
Inhibitoren einen gewissen Grad an Spezifitit, der eine relativ untoxische Langzeitbehandlung
von Tumorerkrankungen ermoglichen sollte [55].

Die iiberwiegend zytostatisch wirkenden Angiogeneseinhibitoren unterscheiden sich auch
hinsichtlich der Endpunkte in frithen klinischen Studien von den zytotoxischen
Standardchemotherapeutika mit eindeutigen Endpunkten (z.B. rasche Tumorregression,
Lebensverlidngerung). Zur Evaluierung einer antiangiogenen Therapie sollten deshalb eine
verbesserte Lebensqualitit oder ein Hinauszogern der Erkrankung als geeignetere Endpunkte
herangezogen werden. Zusitzlich sollten auch Patienten mit permanenter physiologischer

Angiogenese (Kinder, Frauen im gebérfahigem Alter) berticksichtigt werden [55].
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1.4 Angiogeneseinhibitoren

Zur Zeit wird der Finsatz endogener Hemmstoffe der Angiogenese sowie von
Angiogeneseinhibitoren unterschiedlichen Ursprungs erprobt. AuBerdem werden verschiedene
Studien zur antiangiogenen Gentherapie in Tiermodellen durchgefiihrt. Die folgende Tabelle
zeigt eine Auswahl von mehr als 20 Angiogeneseinhibitoren, die gegenwértig in klinischen

Studien getestet werden.

Tabelle 5: Angiogeneseinhibitoren in klinischen Priifungen (nach [55,58])

Mechanismus klinische Priifung  Mechanismus klinische Priifung
(Phase) (Phase)

VEGF-Antagonisten Integrin-Antagonisten

Anti-VEGF Antikorper I, II, TI/I11, 111 EMD121974 I, /I

PTK787/ZK22584 I/11 Vitaxin 11

SU5416 I, /I, 11, III

SU6668 |

MMP-Inhibitoren EC-Inhibitoren

Marimastat 111 TNP-470 IL1I

BAY 12-9566 111 Endostatin |

AG3340 111 Squalamin I1I

Neovastat 111 Thalidomid I, I/IL, 11, 111

Col-3 /i Angiostatin I

MMI270 I

BMS-275291 1I/111

Zytokine anderer Mechanismus

Interferon-a 1I/111 CAI L1II

IL-12 /11 IM862 II

1.4.1 Endogene Angiogeneseinhibitoren

Fast 30 endogene Angiogeneseinhibitoren sind bis heute bekannt [58]. Einige davon sind

derzeit in verschiedenen Phasen der klinischen Priifung.

Endostatin, das 20kDa C-terminale Fragment von Collagen XVIII, wird in Phase I Studien bei
Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren eingesetzt. Es hemmt spezifisch die EC
Proliferation in vitro und erhoht die Apoptoserate von EC durch Reduktion antiapoptotischer
Proteine [59]. In vivo Studien in Méausen mit EOMA-, Lewis-Lungenkarzinom-, T241
Fibrosarkom- und B16F10 Melanoma-Zelllinien konnten den Riickgang dieser Tumoren ohne

Resistenzentwicklung zeigen [60].
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Aus Serum und Urin von Médusen mit Lewis-Lungenkarzinom wurde ein weiterer endogener
Inhibitor, der wie Endostatin durch Proteolyse einer inaktiven Vorstufe gebildet wird, erstmals
isoliert: Angiostatin. Es besteht aus den ersten vier Disulfid-verkniipften Kringledoménen von
Plasminogen [61] und wird durch die proteolytische Aktivitit einer von Makrophagen
exprimierten Metalloelastase gebildet [62]. Angiostatin hemmt in vitro die Proliferation von
EC [61] und unterdriickt das Wachstum zahlreicher menschlicher Tumoren und deren

Metastasen in Mausen durch eine gesteigerte Apoptoserate [63,64].

IL-12 wird derzeit in einer Phase I/Il Studie bei AIDS-assoziiertem Kaposi’s Sarkom
eingesetzt. IL-12 ist ein multifunktionales Zytokin mit Effekten auf T-Zellen und natiirliche
Killerzellen. Die Hemmung der Angiogenese erfolgt durch Stimulation von IFN-y und IP 10,
zwei weiteren endogenen Angiogeneseinhibitoren [65]. Aber noch weitere Immunzytokine
spielen als endogene antiangiogene Mediatoren eine Rolle (z.B. PF-4, IL-18) [58]. Dies deutet

auf ein enges Zusammenspiel von Immunsystem und vaskuldrem System hin.

Bereits in zahlreichen Phase II-III Studien befindet sich IFN-o in Kombination mit
Chemotherapie oder u.a. Retinsdure, Bacillus Calmette-Guérin (BCG) und IL-2 zur
Behandlung verschiedenster solider Tumoren (z.B. Niere, Magen, Blase, Pankreas),
Leukdmien und Melanome [55]. IFN-a wird erfolgreich bei der Behandlung kindlicher
Hémangiome angewendet [53]. Allerdings sollte der Einsatz nur nach Versagen der
Standardtherapie (Cortison) erfolgen, da z.T. irreversible neurotoxische Schidigungen
(spastische Lahmungen) auftreten kdnnen [5]. Als Wirkmechanismen werden eine verminderte
mRNA-Expression und Proteinsynthese des angiogenen FGF-2 [66] und Apoptoseinduktion in
EC [67] diskutiert.

Dem Einsatz endogener Angiogeneseinhibitoren in klinischen Priifungen stehen verschiedene
ungeldste Probleme gegentiber. Zum einen wird die Proteintherapie lebenslang durchgefiihrt
werden miissen. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit miissen fast alle endogenen
Angiogeneseinhibitoren ein- bis mehrmals tédglich appliziert werden. Abgeleitet von
tierexperimentellen Untersuchungen wird die téglich zu verabreichende Menge an Inhibitor bei
einigen Gramm liegen. Dies kann zu nicht kalkulierbaren Toxizitdtsrisiken der rekombinant
hergestellten endogenen Angiogeneseinhibitoren durch Verunreinigungen wéhrend ihrer
Produktion in Mikroorganismen fithren. Nicht zuletzt sind aufgrund der langen
Hochdosistherapie enorme Kosten sowohl fiir den pharmazeutischen Hersteller als auch fiir

den Patienten zu erwarten [58].
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1.4.2 Angiostatische Steroide

Um die durch Heparin verstiarkte Tumorangiogenese im CAM-Assay zu verdeutlichen, setzten
Folkman et al. zur Unterbindung begleitender Entziindungsreaktionen durch Eischalenstaub
Cortison zu. Erstaunlicherweise konnte die Kombination aus Cortison und Heparin oder einem
hexameren Heparinfragment das Gefawachstum und das Tumorwachstum in verschiedenen
Tiermodellen hemmen [68].

Weitergehende Untersuchungen fiihrten zu den erstmals von Crum et al. beschriebenen
angiostatischen Steroiden, die in Kombination mit Heparin oder einem Heparinfragment
unabhingig von gluco- oder mineralcorticoiden Eigenschaften antiangiogene Aktivitét zeigen
[69]. Potenter als der natiirliche Glucocorticoidmetabolit Tetrahydrocortisol (5B-Pregnan-
30,11B,17a,21-tetrol-20-on) [70] ist Tetrahydro S (5B-Pregnan-3a,17a,21-triol-20-on,
Tetrahydrocortexolon) [69] mit bislang unbekannter biologischer Aktivitdt. Deutlich hohere
Aktivitdt in Tiermodellen zeigen synthetische Steroide wie U-42129 (6a-Fluor-16B-methyl-
4,9(11)-pregnadien-17a,21-diol-3,20-dion) oder AL-3789 (4,9(11)-Pregnadien-17a,21-diol-
3,20-dion-21-acetat) und AL-4940 (4,9(11)-Pregnadien-17a,21-diol-3,20-dion), die sowohl im

CAM-Assay als auch im Hornhautmodell des Kaninchens antiangiogen sind [71].

Abbildung 5: Struktur der angiostatischen Steroide AL-4940 (R=H) und AL-3789
(R =COCHz)

Der Wirkmechanismus der angiostatischen Steroide ist noch immer unklar: Neben einer
Auflésung der kapillaren Basalmembran, Hemmung der PA- und/oder Stimulation der PAI-
Aktivitdt oder -Expression wird auch die Hemmung von u-PA und MMP-3 diskutiert [71]. Die
angiostatische Aktivitdt der Steroide ist nicht an Heparin gebunden, sondern bleibt auch in
Gegenwart von Heparinfragmenten [72], polyanionischen Verbindungen wie Suramin [73],
sulfatiertem B-Cyclodextrin [74] und einem synthetischen Arylsulfataseinhibitor [75] erhalten.

Der endogene Estrogenmetabolit 2-Methoxyestradiol (2-ME) inhibiert, im Gegensatz zu den
angiostatischen Steroiden unabhdngig von Heparin oder sulfatierten Cyclodextrinen, in vitro
die Proliferation und Migration von EC und die Angiogenese in dreidimensionalen

Collagengelen. Bei p.o. Applikation in Méusen mit subkutanem Meth-A-Sarkom oder B16-
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Melanom hemmt 2-ME deutlich die Neovaskularisation und das Wachstum der Tumoren [76].
Moglicherweise beruht die antiangiogene Aktivitdt auf einer gesteigerten Apoptoserate der
Endothelzellen [77].

1.4.3 Naturstoffe und ihre Derivate

1.4.3.1 Combretastatin A-4

Tubulin-bindende Substanzen werden z.T. klinisch als Zytostatika (z.B. Vincristin, Vinblastin)
oder zur Therapie des Gichtanfalls (Colchicin) eingesetzt. Da bei Colchicin erstmals
antivaskulire Effekte beobachtet wurden, jedoch aufgrund der Toxizitéit eine weitere klinische
Entwicklung unmoglich war, suchte man nach geeigneteren Verbindungen. Aus dem
stidafrikanischen Baum Combretum caffrum (Eckl. & Zeyh.) Kuntze, Combretaceae, wurden
die als Combretastatine bezeichneten Verbindungen isoliert. Insbesondere das auch als besser
16sliches Phosphat vorliegende Combretastatin A-4 besitzt hohe Affinitit zum Tubulin in der
Naihe der Colchicin Bindungsstelle [78].

H3CO
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Abbildung 6: Struktur von Combretastatin A-4

In vitro hemmt es die Proliferation endothelialer Zellen durch Induktion des programmierten
Zelltodes [79], in vivo reduziert es selbst in Konzentrationen von 10% der maximal tolerierten
Dosis deutlich den Blutfluss durch ausgedehnte Nekrose im Tumorgewebe [78]. Derzeit findet

die Phase I Priifung von Combretastatin A-4 bei soliden Tumoren statt [55].
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1.4.3.2 Fumagillin und partialsynthetische Derivate

Durch die Kontaminierung einer EC Kulturflasche wurde Fumagillin (s. Abbildung 7), ein
Antibiotikum aus Aspergillus fumigatus Fresenius, Aspergillaceae, als Angiogeneseinhibitor
entdeckt [80]. Jedoch verhinderten schwere toxische Effekte die weitere vorklinische
Entwicklung. Ein Derivat mit besserem Nebenwirkungsprofil bei hoherer antiangiogener
Aktivitit ist TNP-470 (friihere Bezeichnung: AGM-1470, s. Abbildung 7), das nicht nur in
vitro die Proliferation und Migration von EC inhibiert, sondern auch in unterschiedlichen

Tiermodellen Wachstum und Metastasierung von Tumoren hemmt.
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Abbildung 7: Struktur von Fumagillin und seinem Derivat TNP-470

Derzeit wird der Einsatz von TNP-470 zur Behandlung solider Tumoren bei Erwachsenen
(Phase II) und bei Patienten mit Lymphomen und akuter Leukdmie (Phase I) gepriift [55]. Als
moglicher Wirkmechanismus von Fumagillin und TNP-470 wurde die Bindung und
nachfolgende Hemmung der Typ 2 Methioninaminopeptidase (MetAP-2) beschrieben [81],
eines der Enzyme, die in Eukaryonten fiir die posttranslationale Abspaltung des initialen
Methioninrestes am aminoterminalen Ende verantwortlich sind. Unterbleibt die Entfernung
von Methionin konnte dies zur Inaktivierung bislang noch unbekannter Proteine mit Bedeutung
fiir das Endothelzellwachstum fiihren. Eine andere Arbeitsgruppe berichtet, dass Fumagillin
die Expression des Transkriptionsfaktors Ets-1 inhibiert [82]. Ets-1 bindet an regulatorische
Regionen von Genen, die fiir verschiedene angiogeneseregulierende Proteinasen codieren. Ob
die angiostatische Wirkung von Fumagillin dieser Interaktion zugeschrieben werden kann, ist
nicht gesichert. Denkbar wire, neben einer Fumagillin-vermittelten Inhibition der Biosynthese
oder Stimulierung des Abbaus von Ets-1, eine Beteiligung der MetAP-2 an der Regulation der
Aktivitit des Transkriptionsfaktors Ets-1. Dieser weist einen N-terminalen Methioninrest auf

und stellt somit moglicherweise ein Substrat der Methioninaminopeptidase-2 dar [82].
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1.4.4 Synthetische Angiogeneseinhibitoren

1.4.4.1 Phosphomannopentaosesulfat

Die Endoglycosidase Heparanase nimmt u.a. wihrend Tumorzellinvasion und Metastasierung,
Angiogenese und chronischer Entziindung eine Schliisselfunktion ein [83]. Sie ist neben
Proteasen (MMPs, Serin-, Cystein- und Aspartatproteasen) am Abbau der ECM durch
Tumorzellen und Leukozyten beteiligt. Doch auch EC sezernieren in vitro u.a. Heparanase, die
zur Auflosung der ECM fiihrt [84] und so moglicherweise zur EC Migration wiahrend der
Angiogenese beitrdgt [83]. Die Heparanase kann durch Spaltung von HS-Ketten auch in der
ECM gespeicherte Wachstumsfaktoren freisetzen bzw. durch Abbau zellulirer HSs, deren
Interaktion mit dem GF essentiell fiir die nachfolgende Rezeptorinteraktion ist, die Aktivitat
der GFs regulieren [83]. Verschiedene polyanionische Verbindungen wie z.B. selektiv
sulfatiertes Chitin, Laminarinsulfat oder Suramin sind Heparanase-Inhibitoren, die jedoch u.a.
aufgrund eines zu hohen Molekulargewichts, einer heterogenen Struktur, toxischer
Eigenschaften und unspezifischer biologischer Effekte keine geeigneten Kandidaten fiir die
klinische Untersuchung sind. Die Suche nach einem definierten und selektiveren
Heparanaseinhibitor fiihrte zu dem synthetischen sulfatierten Oligosaccharid PI-88
(Phosphomannopentaosesulfat), das neben der antiangiogenen Aktivitdt auch antimetastatische
Eigenschaften zeigt (s. Abbildung 8) [85]. Nach erfolgreicher Priklinik und Phase I Priifung

wird derzeit der Einsatz von PI-88 bei Tumorpatienten untersucht [83].
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Abbildung 8: Struktur von Phosphomannopentaosesulfat (PI-88). R = SO;Na oder H

1.4.4.2 Matrixmetalloproteinase-Inhibitoren

MMPs fiihren im Zusammenspiel mit dem PA-System zum Abbau der Basalmembran und der

ECM, einer fiir die Angiogenese notwendigen Voraussetzung fiir die Invasion und
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Proliferation von Endothelzellen. Mindestens 16 dieser Zinkatom-abhingigen Endo-
peptidasen, die als inaktive Zymogene exprimiert werden und erst durch proteolytische
Spaltung u.a. von Plasmin aktiviert werden, sind bis heute bekannt. PAs und MMPs werden
mit ihren Inhibitoren sezerniert, um den proteolytischen Prozess kontrollieren zu koénnen.
Jedoch deuten zahlreiche Untersuchungen der hiufigsten Tumorarten auf eine gestorte
Regulation wihrend Tumorwachstum und Metastasierung hin [86].

Auch wenn inzwischen endogene MMPI bekannt sind (PEX: ein nicht-katalytisches Fragment
von MMP-2; TIMP-1, -2, -3, -4) konzentriert sich die Forschung hauptsichlich auf
synthetische oral verfiigbare Inhibitoren. Bereits sieben befinden sich derzeit in klinischen
Priifungen (s. Tabelle 5), darunter das nichtpeptidische Hydroxamat AG3340, der aus Knorpel
isolierte endogene Inhibitor Neovastat und Marimastat. Marimastat besitzt im Gegensatz zur
strukturverwandten  pseudopeptidischen =~ Hydroxamsdure  Batimastat eine  hdhere

Bioverfiigbarkeit bei vergleichbarem Wirkprofil [28].

1.4.4.3 Verbindungen, die mit VEGF interagieren

Die Strategie, durch Hemmung von VEGF als einem der wichtigsten Mediatoren der
Tumorangiogenese oder durch Interaktion mit seinem Rezeptor Tumorwachstum und
Metastasierung beeinflussen zu konnen, hat bereits zu klinischen Priifungen eines
humanisierten monoklonalen anti-VEGF Antikorpers (Phase II u.a. bei metastasierendem
Nierenzellkarzinom, fortgeschrittenem Prostatakarzinom und anderen soliden Tumoren [55])
und mehrerer synthetischer niedermolekularer RTK-Inhibitoren gefiihrt. Diese konnen selektiv
mit dem VEGF-Rezeptor (SU5416, s. Abbildung 9) bzw. zusdtzlich mit der FGF-2- und
PDGF-RTK (SU6668) wechselwirken. Die Beeinflussung der Rezeptoren verschiedener, von

Tumorzellen produzierter Zytokine soll das Tumorwachstum effizienter hemmen [28].

Abbildung 9: Struktur von SU5416
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1.4.4.4 Integrin-Antagonisten

Das Integrin o3 wird ausschlieBlich auf der Oberflache aktivierter Endothelzellen exprimiert
und fungiert dort als Adhédsionsrezeptor fiir Proteine der ECM (u.a. Vitronectin, Fibronectin,
Fibrinogen, Laminin, Collagen). Es erkennt eine charakteristische Sequenz aus den
Aminosduren Arginin, Glycin und Asparaginsdure (RGD), die sich in verschiedenen
zyklischen Peptidantagonisten (z.B. EMD121974) wiederfindet. Diese induzieren wie der
monoklonale anti-Integrin o3 Antikérper LM609 bzw. dessen humanisierte Form Vitaxin
Apoptose in den stimulierten EC und beeinflussen durch Hemmung der Roéhrenbildung der
proliferierenden EC einen entscheidenden Schritt in der angiogenen Kaskade. Sowohl wéhrend
der Embryonalentwicklung als auch bei Arthrose [87] und in wachsenden Tumoren wird die
Angiogenese gehemmt [28]. Die Phase I der klinischen Priifung bei fortgeschrittenen soliden
Tumoren hat Vitaxin erfolgreich beendet; momentan untersucht man in einer Pilot-Phase II
Studie den Einsatz bei Patienten mit Leiomyosarkom. Der Peptidantagonist EMD121974 wird
derzeit in Phase I und II Studien bei Kaposi's Sarkom, Hirntumoren und soliden Tumoren
getestet [55].

1.4.4.5 Suramin

Suramin ist ein polysulfonierter Naphthylharnstoff, der in vitro die Bindung verschiedener
Wachstumsfaktoren (FGF-2, PDGF, EGF, TGF-f, IGF-1, VEGF) an der Zelloberfliche und
damit die Zellproliferation hemmt [51].

T

o

@% o T/@
NaO3S SO3Na

NaO3S
NaO3S$ SO,Na SO3Na

Abbildung 10: Suramin
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Im CAM-Assay bleibt die Aktivitdt angiostatischer Steroide beim Ersatz von Heparin durch
Suramin erhalten [73]. Suramin selbst zeigt ebenfalls einen antiangiogenen Effekt an der
Chorioallantoismembran [88]. Dariiber hinaus interagiert Suramin mit verschiedenen Enzymen
der intrazelluldren Signaltransduktion [51]. Klinische Studien an Patienten mit diversen
Tumoren zeigten, dass hohe Dosen erforderlich sind um nachweisbare Effekte zu erzielen,
dabei aber Nebenwirkungen im Gerinnungssystem auftraten [28]. Durch strukturelle
Modifikationen im Molekiil konnten weniger toxische, aber ebenso aktive Derivate gefunden
werden [51].

1.4.4.6 Thalidomid

Das vor ca. 50 Jahren als Hypnotikum entwickelte und nach Routinetierversuchen als absolut
untoxisch geltende Thalidomid (s. Abbildung 11) hatte aufgrund seiner teratogenen

Nebenwirkungen zu einer wahren Katastrophe gefiihrt.

H (o} o

Abbildung 11: (+)-Thalidomid

Mehr als 10000 Menschen mit schwerwiegenden Organdeformationen wurden in den spéten
50er und 60er Jahren weltweit geboren. Erst spdter entdeckte man die speziesabhidngige
Teratogenitit des Thalidomids, die nicht bei Ratten- und Méuseembryonen, sondern erst an
Kaninchen und bestimmten Kleinaffen auftritt. Keine der bis heute postulierten Theorien zum
teratogenen Mechanismus ist endgiiltig gesichert (u.a. Prostaglandinsynthese-katalysierte
teratogene Metaboliten, Initiator DNA schéddigender Sauerstoffradikale, Integrin-Hemmung)
[89].

Seit 1998 ist Thalidomid unter strengen Auflagen wieder als Arzneimittel zugelassen (zur
Lepra-Behandlung). Mittlerweile hat man die immunmodulatorische Wirkung insbesondere
durch ,,.Down“-Regulierung verschiedener Zytokine (u.a. TNF-a) erkannt, wodurch sich
verschiedenste Anwendungsgebiete (Kachexie v.a. im Endstadium von Krebs und AIDS,
neoplastisches Fieber, Tuberkulose, Mundaphthen bei AIDS, Pyoderma gangraenosum,
fortgeschrittene  solide Tumor- und Blutkrebsarten, rheumatischer = Formenkreis,

AbstoBungsreaktionen bei Transplantationen) ergeben [89]. Im Hornhautmodell des
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Kaninchens wurde gezeigt, dass Thalidomid nach p.o. Applikation die FGF-2 induzierte
Angiogenese hemmt [90]. Erst nach Abbau in der Leber entsteht speziesabhingig ein aktiver
Metabolit [91]; dies erkldrt auch den fehlenden Effekt im CAM-Assay. Nach einer ersten
Studie mit 84 Patienten mit multiplem Myelom hofft man auf Behandlungserfolge bei bisher

nicht therapierbaren Tumorerkrankungen (u.a. Phase I Malignes Gliom) [55].

1.4.5 Neuartige Angriffspunkte

Als mogliche Targets der antiangiogenen Therapie gelten auch die Enzyme PD-ECGF/TP
(platelet-derived endothelial cell growth factor/Thymidinphosphorylase) und COX (Cyclo-
oxygenase) [28].

TP wird von verschiedenen Tumoren (u.a. der Mamma, des Ovar und des Pankreas) und
wihrend der Menstruation iiberexprimiert. Der angiogene Effekt des PD-ECGF, der in vitro
die Migration von EC und in vivo die Angiogenese stimuliert, beruht auf der Freisetzung von
2-Desoxy-D-ribose als Folge der TP-katalysierten Spaltung von Pyrimidin(desoxy)nucleosiden
in  2-Desoxyribose-1-phosphat und die entsprechende Base und anschlieBenden
Dephosphorylierung. Bislang sind nur wenige TP-Inhibitoren bekannt (6-Aminothymin (6AT),
6-Amino-5-bromuracil (6A5BU), 7-Deazaxanthin (7-DX)) [28].

Jiingsten Untersuchungen nach ist die induzierbare Form der Cyclooxygenase COX-2 an der
Kontrolle der Tumorangiogenese beteiligt. COX-2 reguliert verschiedene zelluldre Prozesse
u.a. wihrend der Entwicklung des Colonkarzinoms. In einer Cocultur endothelialer Zellen und
Kolonkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass COX-2 die Freisetzung angiogener
Prostaglandine aus Tumorzellen induziert. Durch unselektive (NSAID, z.B. Aspirin) und
selektive COX-Inhibitoren (NS-398) kann der Effekt der COX auf die EC unterbunden
werden, auch wenn die Zufuhr exogener Prostaglandine nur zur teilweisen Aufhebung der
NSAID-Wirkung fiihrt [92]. Dies spricht fiir weitere Prostaglandin-unabhingige Effekte der
induzierbaren Cyclooxygenase auf die Angiogenese (Erhohung der VEGF-Expression,

Hemmung der Apoptose von EC) [93].
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1.4.6 Antiangiogene Gentherapie

Die Gentherapie, also das Einbringen von Genen in Zellen, greift gewohnlich die Tumorzelle
an und zielt darauf ab

— die Zellzyklen von Tumorzellen anzuhalten

— Tumorzellen zu Apoptose oder Suizid zu zwingen

— zytostatische Molekiile zu exprimieren

— genetische Mutationen zu korrigieren

— die Immunantwort des Wirtes gegen Tumorzellen zu verbessern und

— die Sensitivitit der Tumorzellen gegen Wirkstoffe zu erh6hen.

Als problematisch erweisen sich dabei jedoch die Heterogenitdt der Tumorzellpopulation, die
mogliche Entwicklung resistenter Tumorzellen und letztlich auch die limitierte Diffusion der
Genvektoren.

Im Gegensatz dazu sind das Ziel der antiangiogenen Gentherapie die genetisch stabilen EC.
Mehr als 10 endogene Angiogeneseinhibitoren (Angiostatin, Endostatin, 1L-4, IL-12, PF-4,
mutierter VEGFR2, 16slicher VEGFRI1, 16slicher Tie2-Rezeptor, TIMP-1, VEGF antisense,
TSP-1) wurden hinsichtlich einer mdglichen Gentherapie in der Behandlung von Tumoren in
Tieren getestet. Alle eingesetzten Inhibitoren fiihrten zu den erwarteten anti-Tumoreftekten. Im
Gegensatz zur Therapie mit endogenen Proteinen sind nur geringe Mengen an DNA-
Molekiilen erforderlich (kostengiinstigere Behandlungsmethode), auch ist die Expression des
eingebauten Gens im Organismus fiir Monate oder sogar Jahre durch verbesserte DNA-
Vektoren gewihrleistet [58].

Alle bis heute durchgefiihrten Untersuchungen stellen jedoch nur erste Schritte in Richtung
einer antiangiogenen Gentherapie am Menschen dar; die Handhabung und Ubertragung in die

Praxis sind noch immer problematisch.

1.5 Angiogenese und sulfatierte Kohlenhydrate

Die ECM ist ein komplexes Gefiige aus verschiedenen Makromolekiilen, hauptsidchlich
Collagen, Proteoglykanen, Strukturglykoproteinen und Elastin, dessen struktureller Aufbau
und funktionelle Zusammensetzung fiir die Aufrechterhaltung der normalen Gewebe-
architektur und fiir gewebespezifische Funktionen essentiell sind [94]. Die ECM speichert

nicht nur eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Zytokinen durch die Bindung an
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Komponenten der ECM (Proteoglykane, PGs), sondern kann auch die Expression von GF-
Rezeptoren modulieren [95].

Die Proteoglykane der ECM und der Zelloberfldchen bestehen aus einem zentralen Protein und
einer bis mehrerer kovalent gebundener Glykosaminoglykan (GAG)-Seitenketten; haufig
finden sich weitere N- und O-glykosidische Oligosaccharide im Proteinteil. Von Bedeutung fiir
die Angiogenese sind insbesondere die GAGs, die auBer in PGs auch in loslicher Form
vorliegen konnen. GAGs sind negativ geladene Polysaccharide, die zum {liberwiegenden Teil
aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten (Aminozucker + Hexuronsdure (Ausnahme:
Galactose bei Keratansulfat)) bestehen. Die Sulfatgruppen konnen ester- oder aminoverkniipft
sein. Die Zahl der Disaccharideinheiten/Kette variiert zwischen 15 (KS), 50-200 (HS, CS) und
mehr als 4000 (Hyaluronsdure) [96]. Tabelle 6 zeigt die hauptsdchlich enthaltenen
Disaccharidkomponenten der drei Typen sulfatierter GAGs (Chondroitin-/Dermatansulfat,
Heparin und Heparansulfat, Keratansulfat), wobei Hyaluronsdure nicht als Teil der
Proteoglykanstruktur betrachtet wird, da es ein unsulfatiertes, nicht kovalent gebundenes
Glykan darstellt.

Tabelle 6: vereinfachte Kohlenhydratzusammensetzung von GAGs (nach [96])
Abkiirzungen: GalNAc, N-Acetylgalactosamin; GlcA, Glucuronsiure; IdoA,
Iduronsdure; GlcNAc, N-Acetylglucosamin; GIcNSOs, N-Glucosaminsulfat; Gal,

Galactose

Glykosaminoglykan Disaccharide Position der Bindungs-
(Hauptkomponenten) Sulfatgruppen typ

Galactosaminoglykane

Chondroitinsulfat (CS)  GalNAc 4,6 bzw. 4 und 6 B-1,4
GIlcA -

Dermatansulfat (DS) GalNAc 4 oder 6 B-1,4
IdoA 2 oder unsulfatiert

Glucosaminoglykane

Heparansulfat (HS) GIcNAC oder GIcNSO; 6 oder unsulfatiert o-1,4
GlcA oder IdoA 2 oder unsulfatiert (IdoA)

Heparin GIlcNSO;5 3 oder 6 o-1,4
IdoA 2

Keratansulfat (KS) GIcNAc 6 B-1,3
Gal 6 oder unsulfatiert

Hyaluronsédure (HA) GIcNAc - B-1,4
GlcA -

HSPGs konnen verschiedene Molekiile binden (u.a. ECM-Proteine, Enzyme und
Proteaseinhibitoren), insbesondere auch verschiedene Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Chemokine, die bei der Angiogenese eine Rolle spielen (s. Tabelle 7), und so deren
biologische Aktivitit beeinflussen. Die Interaktion eines GF mit HSPGs stabilisiert ihn, schiitzt
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vor dem proteolytischen Abbau und ist Voraussetzung fiir die Wechselwirkung mit

Rezeptortyrosinkinasen.

Tabelle 7: Angiogenese beeinflussende Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine, die
mit HSPGs interagieren (modifiziert nach [3])

Fibroblast growth factors (FGFs) Interleukin-8 (IL-8)

Vascular endothelial growth factor (VEGF)  Interferon-y (IFN-y)

Platelet-derived growth factor (PDGF) Interferon-y inducible protein 10 (IP 10)
Placental growth factor (PIGF) Macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1)
Hepatocyte growth factor (HGF) Platelet factor-4 (PF-4)

Heparin-binding EGF-like growth factor Pleiotrophin

Transforming growth factor-beta (TGF- 83) HIV-tat

Die Interaktion von FGF-2 mit HSPGs fiihrt zu einer Anderung der Tertidrstruktur und
Oligomerisierung des Wachstumsfaktors. So wird die Bindung von FGF-2 und des
Heparansulfats an den high-affinity-Receptor moglich. Es folgt die fiir die Aktivierung des
high-affinity-Receptors notwendige Dimerisierung, die zur intrazelluliren Autophos-
phorylierung der Tyrosinkinasen fiihrt und die Signaltransduktionskaskade auslost. Ein Modell
der Wechselwirkung zwischen FGF-2, HSPG und dem FGFR1 zeigt Abbildung 12.

HSPG

6-O-Sulfat 6-O-Sulfat

2-O-Sulfat
N-Sulfat

Abbildung 12: Modell des terndren Komplexes aus RTK, FGF-2 und HSPG (modifiziert nach
[3D)
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Verhindert man die Bildung des terndren Komplexes aus RTK, GF und HSPG durch die
externe Zugabe von Oligosacchariden zu einer EC-Kultur bleibt das Wachstum von EC aus
[97].

Eine Beeinflussung der Angiogenese durch die externe Zufuhr von Heparin und anderen
sulfatierten Kohlenhydraten beruht auf modulatorischen Effekten auf Proteine der ECM,
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Enzyme und proinflammatorische Mediatoren [23].
Heparin verstirkt, unabhingig von gerinnungshemmenden Eigenschaften, die durch einen
Extrakt humaner Hepatomzellen vermittelte Angiogenese im CAM-Assay, ohne sie selbst zu
induzieren [98]. Uberraschenderweise fiihrt Heparin in Kombination mit angiostatischen
Steroiden zur Angiosuppression [69]. Auch ein Heparin-Steroid-Konjugat aus
Heparinadipinhydrazid und Cortisol zeigt sowohl in vitro als auch in vivo antiangiogene
Aktivitdt und eine Hemmung des Tumorwachstums in Méusen [99]. Andere Arbeitsgruppen
konnten belegen, dass Heparin auch bei alleiniger Applikation das GefdaBwachstums in der
Chorioallantoismembran  hemmt [100].  Unfraktioniertes Heparin kann  sowohl
angiogenesestimulierende als auch -inhibierende Fraktionen enthalten [101]. Diese
widerspriichlichen =~ Beobachtungen beruhen auf strukturellen Unterschieden und
Inhomogenititen der untersuchten Heparine.

Verschiedene sulfatierte Polysaccharide wie z.B. Pentosanpolysulfat [102,103,104], LAM S5
[105] und Chitinderivate (SCM-chitin III) [106] sind als Angiogeneseinhibitoren bekannt.
Auch A-, 1- und k-Carrageenan, die selektive Antagonisten u.a. von FGF-2 sind [107], zeigen
in vivo Angiosuppression [108].

In der Folge konzentrierte man sich auf niedermolekulare, gut charakterisierte sulfatierte
Kohlenhydrate. Verschiedene semisynthetische Heparin- und Heparansulfat-dhnliche
Oligosaccharide (u.a. Oligosaccharide des Escherichia coli K5 Kapselpolysaccharids) wurden
auf FGF-2 bindende Eigenschaften oder ihre antiangiogene Aktivitit getestet [109,110]. Das
Heparansulfat ~ Suleparoid, ein  semisynthetisches  N-desulfatiertes, N-acetyliertes
Heparinderivat (MW = 9 kDa) zeigt in vivo im CAM-Assay und im Hornhautmodell der Ratte
Angiogenesehemmung [111].

Das Carrageenangrundgeriist diente als Ausgangspunkt fiir die Partialsynthese
niedermolekularer definierter Galactane, die in vivo antiangiogene Aktivitit zeigen [112,113],

deren moglicher Wirkmechanismus jedoch noch unklar ist.
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2 Problemstellung

Basierend auf der in einem in vivo Test belegten antiangiogenen Aktivitit verschiedener hoch-
und niedermolekularer Galactansulfate sollte in weiteren in vivo Testungen am bebriiteten
Hiihnerei ein moglicher Einfluss sulfatierter Kohlenhydrate nicht nur auf die embryonale
Angiogenese, sondern insbesondere auf die bei chronischer Entziindung ablaufende und die
durch Tumorzellen induzierte Angiogenese untersucht werden. Dies sollte Hinweise auf
mogliche Wirkmechanismen geben.

Bei den Testsubstanzen handelte es sich liberwiegend um Galactansulfate, die im Rahmen
einer vorangegangenen Dissertation partialsynthetisch hergestellt wurden [112]. Dariiber
hinaus wurden kommerziell erhiltliche Carrageenane sowie weitere Poly- und Oligosaccharide

in die Testung einbezogen (s. Kapitel 3, Testsubstanzen).

In vivo Testung

— Bestimmung der antiangiogenen Aktivitdt noch nicht getesteter Verbindungen im CAM-
Assay [112]

— Uberpriifung der antiinflammatorischen Aktivitit im HET-CAM-Assay [114]

— Etablierung eines modifizierten CAM-Assays zur Uberpriifung des inhibitorischen Effekts
auf die durch U-87 MG Zellen induzierte Angiogenese (TUM-CAM-Assay)

Des Weiteren sollten gezielt einige wichtige angiogene Wirkmechanismen in vitro liberpriift
werden. Die moglichen Interaktionen sulfatierter Kohlenhydrate mit Proteinen (FGF-2, IL-2,

VEGF) sollten mit unterschiedlichen Versuchsmethoden analysiert werden.

In vitro Testung

— Gelpermeationschromatographie mit FGF-2

— Fluoreszenzuntersuchungen an FGF-2

— Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 und IL-2

— U-87 MG Zellkultur-Assay (Einfluss der Testsubstanzen auf die VEGF-Produktion)
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Die Testung sollte einerseits mogliche Wirkmechanismen der sulfatierten Kohlenhydrate
aufdecken. Andererseits sollten die Ergebnisse zur Aufklirung moglicher Zusammenhinge
zwischen einer Aktivitét in vivo und/oder in vitro und verschiedenen strukturellen Parametern
z.B.

— Sulfatierungsgrad

— Kohlenhydratgrundgeriist

— Position der Sulfatgruppen

— Molekulargewicht

— Lipophilie

— Art der Substituenten

dienen.

Die Eignung der verwendeten in vitro Tests als Screening-Methoden zur rascheren Auffindung

in vivo aktiver antiangiogener Verbindungen sollte abschlieBend beurteilt werden.
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3 Testsubstanzen

Die strukturelle Zuordnung, das entsprechende Molekulargewicht und der Substitutionsgrad

sowie die verwendeten Abkiirzungen der Testsubstanzen sind in Kapitel 7.3 angegeben.

3.1 Polysaccharide

3.1.1 Galactane

Ziel der Derivatisierung natiirlicher Carrageenane sowie der Isolierung und Modifikation
genuiner Galactane unterschiedlichster Herkunft war es, Carrageenanderivate mit hdherer
antiangiogener Aktivitit und optimierten Eigenschaften (fehlende Allergenitdt, niedrige
Viskositit, keine Gelbildung in wissriger Losung, einheitliche Struktur, verbesserte

Bioverfiigbarkeit) zu erhalten [112].

3.1.1.1 lineare a-1,3/B-1,4-D-Galactane (Carrageenane)

In die Untersuchungen wurden verschiedene genuine Carrageenane und einige Derivate
einbezogen.

Carrageenane sind lineare a-1,3/B-1,4-D-Galactane, die sich hauptsichlich im «-3,6-D-
Anhydrogalactosegehalt sowie im Sulfatierungsgrad und in der Sulfatgruppenverteilung
unterscheiden. Als Strukturpolysaccharide vieler Rotalgen sind sie in den Zellwénden und der
interzelluldren Matrix der Algenthalli lokalisiert.

Die bedeutendsten Vertreter sind k-, 1- und A-Carrageenan. 0-Carrageenan entsteht beim
Erhitzen von A-Carrageenan in stark alkalischer Losung unter Bildung von «-3,6-D-
Anhydrogalactose.

Da eine Veretherung freier OH-Gruppen mdglicherweise zu einer Anderung der
Proteinbindungseigenschaften fiihrt, wurde das durch Methylierung von 1-Carrageenan
gewonnene Derivat mit erhohter Lipophilie und weniger freien OH-Gruppen ebenfalls getestet
(Methyl-1-Carrageenan) [112].

Ein wesentlicher Nachteil der im Handel erhédltlichen hochmolekularen Carrageenane ist ihre

Inhomogenitit, da sich die wihrend des dreigliedrigen Generationswechsels auftretenden
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unterschiedlichen Hybridformen der Algen in ihrem Carrageenanmuster unterscheiden bzw.

Carrageenane unterschiedlicher Grundstruktur synthetisieren.

Mit 1-Carrageenan pH 3,2 und dessen Fraktionen D3, D4, D5, D6 und D7 standen Derivate von
1-Carrageenan mit einheitlicherer Struktur und definierterem Molekulargewicht (MW) fiir die
Testung zur Verfligung. Die mit 1-Carrageenan pH 3,2 bezeichneten Fragmente
(700 Da < MW < 79 kDa, mittleres MW: 20 kDa) wurden aus 1-Carrageenan durch Dialyse
und Lyophilisation (Autohydrolyse) gewonnen und mittels Ionenaustauschchromatographie
fraktioniert (D3, D4, D5, D6 und D7) [115].

3.1.1.2 lineare B-1,4-D-Galactane

Vogl hatte einfache, homogen strukturierte Galactane unterschiedlicher Verkniipfungsart
partialsynthetisch hergestellt [112]. Wie die Ergebnisse mehrerer Arbeiten vermuten lassen, ist
die Art der glykosidischen Bindung von groferer Bedeutung als Zahl und Verteilung der
Sulfatgruppen [72,116].

Ausgehend von Samen von Lupinus polyphyllus Lindl., Fabaceae wurde ein lineares 3-1,4-D-
Galactan mit einem Molekulargewicht von ca. 8,5 kDa (LuPS) gewonnen [112], das durch
unselektive Sulfatierung zu einer Reihe von B-1,4-D-Galactanen mit unterschiedlichem MW
und Substitutionsgrad modifiziert wurde (LuPS-sulfate: LuPS S3, LuPS S5, LuPSS7,
LuPS S8, LuPS S9).

Die Methylierungsanalytik der sulfatierten Polysaccharide hatte erwartungsgemdll eine
ungleichmédfige Substitution gezeigt. So konnten neben hochsulfatierten Zuckern auch
unsulfatierte Zucker nachgewiesen werden. Jedoch wurden bestimmte Positionen (Pos.)

bevorzugt sulfatiert [112]:

Pos. 6 > Pos. 3 > Pos. 2 > Pos. 4

Um den Einfluss der Position der Sulfatgruppen auf die in vivo bzw. in vitro Aktivitidt zu
untersuchen, wurde das durch spezifische 6-Desulfatierung von LuPS S5 gewonnene
LuPS S5 6DS, das hauptsichlich in Position 3, zusdtzlich in geringerem Maf3e in Position 2
sulfatiert ist, eingesetzt [112]. Statt reiner Galactansulfate wurden auch die Phosphatester
LuPS Pl und LuPSP2 (Phosphatgruppen gleichméBig verteilt, Position 6 geringfligig
bevorzugt) sowie das zusétzlich am C-6 fluorierte LuPS F S1 untersucht [112].
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Da das unsulfatierte Ausgangsprodukt LuPS nicht mehr zur Verfiigung stand, wurde
stattdessen das bei der Fluorierung eines o-1,4-D-Galactans durch vollstindige
Anomerieinversion entstandene -1,4-D-Galactan B-Galactan mit einem MW von etwa 4 kDa
getestet [112].

3.1.1.3 lineare a-1,4-D-Galactane

Die a-1,4-verkniipften Galactane leiten sich von Polygalacturonsdure (PGA) ab. Diese wurde
nach Carbodiimid-Aktivierung mit Natriumborhydrid reduziert. Dabei wurde eine 19sliche (o.-
Galactan Is) und eine unlosliche (a-Galactan ul) Fraktion erhalten. Die unterschiedliche
Loslichkeit der beiden linearen a-1,4-verkniipften Komponenten beruht vermutlich auf der
Ausbildung iibergeordneter Strukturen von o-Galactan ul aufgrund eines sehr einheitlichen
Aufbaus aus mehr als 90% Galactose und nur wenig Galacturonsdure. Die anschlieBende
Sulfatierung mit SO3;-Pyridin/DMF fiihrte zu den hoch sulfatierten Produkten a-Galactan Is S1
(a-Gal Is S1) und a-Galactan ul S1 (a-Gal ul S1) [112].

3.1.1.4 B-1,3-D-Galactane

Die untersuchten B-1,3-D-Galactansulfate AsaPS S1 sowie AG S1, L4PS v S1 und L&PS S1
wurden aus unterschiedlichem Ausgangsmaterial gewonnen [112].

AsaPS S1 wurde durch Sulfatierung des Arabinogalactans (AsaPS) aus dem Gummiharz Asa
foetida, dem eingetrockneten Milchsaft verschiedener Ferulaarten, insbesondere von Ferula
assa foetida L., Apiaceae, partialsynthetisch hergestellt. Die Methylierungsanalyse von AsaPS
zeigte, dass etwa jedes 5. Galactosemolekiil in Position 6 verzweigt ist [112].

Um ein lineares B-1,3-D-Galactan zu gewinnen, wurde das Arabinogalactan (AG) von Larix
decidua Miller, Pinaceae, verwendet. Durch saure Partialhydrolyse und Dialyse konnte ein
stark verzweigtes Galactan gewonnen werden (L&PSv), wobei etwa jedes 2. Galactose-
molekiil in Position 6 eine Seitenkette tragt (Galactose oder 6-O-Galactopyranosyl-galactose).
Durch Smith-Abbau von L&PS v entstand das niedermolekulare lineare [B-1,3-D-Galactan
L4PS. Die so gewonnenen Galactane sowie das unmodifizierte Larchenarabinogalactan AG
wurden duch nichtselektive Sulfatierung derivatisiert (L4PS v S1, LaPS S1, AG S1) [112].
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3.1.2 Glucane

Neben den Galactansulfaten fanden auch verschiedene Glucane, die D-Glucose als
Monosaccharidbaustein enthalten, Eingang in die Testung.

Am weitesten verbreitet ist das Strukturpolysaccharid Cellulose, das in den Zellwédnden der
meisten Pflanzen enthalten ist. Es setzt sich aus [-1,4-verkniipften D-Glucoseresten
zusammen. Von einer Arbeitsgruppe in Teltow-Sechof wurden drei selektiv sulfatierte
Cellulosederivate zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich um in Position 2 (Cellulose O-
2) oder 3 (Cellullose O-3) bzw. in beiden Positionen sulfatierte Glucane (Cellulose 2-3).

Aus der Braunalge Laminaria digitata (Huds.) Lamour., Laminariaceae, kann ein 3-1,3-D-
Glucan isoliert werden: Laminarin. Durch Sulfatierung erhilt man LAM S5, das in vitro die
Lumenbildung von EC in Matrigel und in vivo das GefiBwachstum in der
Chorioallantoismembran hemmt (CAM-Assay). Neben der antiangiogenen Aktivitit zeigt
LAM S5 antitumorale Aktivitdt gegen RIF-1 Tumoren in C3H/Km Méusen [105].

LiPS IX ist ein Sulfatierungsprodukt des linearen B-1,3/B-1,4-D-Glucans Lichenan, das eine
gewisse Strukturanalogie zum A-Carrageenan besitzt. Lichenan ist das Hauptpolysaccharid der
Flechten Cetraria islandica L. und Cetraria tenuifolia (Retz.), Parmeliaceae. Es setzt sich aus
60-200 B-1,4 (70%)- und B-1,3 (30%)-verkniipften Glucoseeinheiten zusammen, wobei

Cellobiose- und Cellotrioseeinheiten duch Laminaribiose getrennt sind [117].

3.1.3 Sonstige Kohlenhydrate

In die Untersuchungen wurden ferner die folgenden Kohlenhydrate einbezogen:

Fucoidan, ein aus liberwiegend a-1,2-gebundenem L-Fucose-4-sulfat (in Position 3 entweder
verzweigt oder eine zweite Sulfatgruppe) bestehendes Polysaccharid kommt u.a. in der
Braunalge Fucus vesiculosus L., Phaeophyceae, vor [117]. Es beeinflusst sowohl die
Blutgerinnungskaskade [118] als auch die Fibrinolyse [119]. Dariiberhinaus zeigt es Aktivitét
gegen verschiedene Viren (z.B. HIV, Herpes Simplex- und Cytomegalie-Virus) [120,121].
Fucoidane unterschiedlichster Herkunft konnen Wachstum (z.B. Ehrlich-Karzinom, nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom) und Metastasierung (Lewis-Lungenkarzinom) verschiedener
Tumoren im Tiermodell hemmen [122,123,124]. In einem in vitro Modell inhibierte
iibersulfatiertes Fucoidan die Lumenbildung menschlicher Gefaendothelzellen [125].

Die erste antiangiogene Verbindung in der klinischen Priifung war Pentosanpolysulfat (PPS),
ein partialsynthetisches Xylanpolysulfat aus Birkenholz. Es fand zunichst als Antikoagulans

und zur Behandlung der interstitiellen Cystitis und strahleninduzierter Proktitis
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(Mastdarmentziindung) Eingang in die Therapie [126]. In vitro hemmt PPS die FGF-2-
induzierte Migration und Proliferation von EC und bindet verschiedene, von unterschiedlichen
Tumorzellen sezernierte heparinbindende Wachstumsfaktoren [103]. Erste klinische Priifungen
offenbarten schwere toxische Nebenwirkungen (Blutungen, Thrombozytopenie, erhohte
Transaminasespiegel) ohne deutliche klinische Aktivitdt [104].

Als Hauptkomponente des Agars, der als Bestandteil der Mittellamellen und Primérzellwénde
aus den Thalli verschiedener Rotalgen, v.a. von Gelidiumarten, Rhodophyceae, durch
Heiflextraktion mit Wasser gewonnen wird, ist die Agarose fiir die Gelbildungsfahigkeit des
Agars verantwortlich. Sie besteht aus [-1,3-D-Galactose- und a-1,4-(3,6)-Anhydro-L-
Galactose-Bausteinen. Durch Sulfatierung mit SO;-Pyridin/DMF wurde das hochmolekulare
Agarosederivat Agarose S3 erhalten [112].

Alginsdure ist neben Pektinen, neutralen Glykanen und Fucoidan ein weiterer
charakteristischer Zellwandbestandteil von Braunalgen. Sie wird u.a. aus Macrocystis pyrifera
L., Phacophyceae, gewonnen und stellt ein Gemisch linearer Polyuronide aus [-1,4-D-
Mannuronsdure und o-1,4-L-Guluronsdure dar. Die beiden Hexuronsduren liegen in der
Alginsdure als Blockpolymere (MM- oder GG-Block) oder auch als alternierende
Sequenzpolymere (MG-Block) vor [117].

3.2 Oligosaccharide

Um eine gezielte antiangiogene Wirkung zu erreichen und Effekte auf das Gerinnungssystem
oder die Komplementkaskade weitgehend ausschalten zu konnen, sollten sulfatierte
Oligosaccharide mit exakt charakterisierter Struktur eingesetzt werden. Die Arbeiten von
Késbauer zur Synthese sulfatierter Oligosaccharide und ihrer Testung auf antiangiogene
Wirkung  hatten  bereits eine mit sulfatierten  Polysacchariden  vergleichbare
Angiogeneseinhibition bestimmter Oligosaccharidsulfate gezeigt [127,128]. Deshalb wurden
auch einige definierte Oligosaccharide getestet:

Das hochsulfatierte  Disaccharid Saccharoseoctasulfat interagiert wu.a. mit dem
Wachstumsfaktor FGF-1. Es hemmt die FGF-1-induzierte Zellproliferation von
Endothelzellen, indem es die Oligomerisierung des Wachstumsfaktors verhindert und damit die
Dimerisierung und Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase unterbindet [97].

Durch enzymatische Spaltung von «-Carrageenan konnen die Oligosaccharide
Neocarratetraose-4(1),4(3)-disulfat und Neocarrahexaose-4(1),4(3),4(5)-trisulfat gewonnen

werden.
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4 In vivo Testung

4.1 In vivo Angiogenese-Testmodelle

Die Erforschung der Bedeutung sowohl der Angiogenese in neoplastischen und anderen

angiogenen Erkrankungen als auch der therapeutischen Angiogenese erforderte die

Entwicklung verschiedener Assays zur Quantifizierung der Angiogenese. Grundsétzlich stehen

fiir molekularbiologische und wirkmechanistische Untersuchungen und zur Auffindung

potentieller Angiogeneseinhibitoren/-stimulatoren in vivo und in vitro Assays zur Verfiigung.

Keiner der bis heute verwendeten Tests erfiillt alle an einen idealen quantitativen

Angiogenese-Assay zu stellenden Anforderungen [129]:

— bekannte Freisetzungsrate und rdumliche/zeitliche Konzentrationsverteilung angiogener
Faktoren/Inhibitoren zur Erstellung von Dosis-Wirkungkurven

— moglicherweise als Quelle angiogener Faktoren verwendete neoplastische Zellen miissen
genetisch gut definiert sein

— quantitative Messung der neugebildeten GefaB3strukturen

— quantitative Messung der charakteristischen Funktionen des neuen GefdBsystems (u.a.
Migrations- und Proliferationsrate der EC)

— klare Unterscheidung zwischen neugebildeten und existierenden Gefallen

— Vermeidung von Gewebeverletzungen, da sie GefaBneubildung induzieren konnen

— Langzeit- und falls moglich nicht-invasive Beobachtung

— kosteneffektiv, schnell, routinemiBig zu handhaben, reproduzierbar, zuverldssig

Um den komplexen Prozess der Angiogenese in Modellen zu imitieren, sind verschiedene
Zelltypen (Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Perizyten, Entziindungszellen), eine geeignete
extrazelluldire Matrix und ein ausgewogenes Gleichgewicht an angiogenen Faktoren
erforderlich [130].

In vitro kdnnen nur bestimmte Aspekte der Angiogenese wie z.B. die Proliferation, Migration
und Lumenbildung von Endothelzellen oder die Bildung proangiogener Wachstumsfaktoren in
zelluldren Systemen untersucht werden. Letztlich muss jeder in vitro Effekt in einem in vivo
Assay bestdtigt werden, weil nicht zwangsldufig in vitro Beobachtungen auf die in vivo
Situation iibertragen werden konnen. Ergebnisse aus in vitro Assays, die in der Regel einen

spezifischen Wirkmechanismus untersuchen, stehen haufig im Widerspruch zur Aktivitét in
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vivo, da sich hier verschiedenste, moglicherweise auch bisher nicht bekannte Mechanismen

wechselseitig beeinflussen konnen (Redundanz der Angiogenese) [129].

Zur in vivo Quantifizierung der Angiogenese werden drei unterschiedliche Versuchsansitze

verwendet (s. Tabelle 8).

Tabelle 8: in vivo Assays zur Quantifizierung der Neovaskularisation [129]

Untersuchung der Mikrozirkulation Vaskularisierung in Matriximplantate
chronische transparente Kammern e s.c. implantierte Polymergele mit
e Rabbit ear chamber angiogenen Faktoren
e Dorsal skin chamber e Collagengele mit/ohne angiogene(n)
e Cranial windows Faktoren, implantiert in ,,dorsal skin
e Hamster cheek pouch window chambers* (Mduse) oder ,,cranial
windows*
externe Gewebepriparationen e auf der CAM implantierte
e Hamster cheek pouch (ohne Fenster) Polymergele
e Dorsal skin and subcutaneous air sac (Ratte)
e Subcutane Assays Gewebeschnitte
e Intradermale Assays e verschiedene Tumorgewebe
e CAM-Assay e Gewebe von CAM-Assays
e Rat cremaster muscle e Gewebe von “corneal micropocket
e Mesenteriale Praparationen assays”
e mit Polymer durchdrungenes
In situ Priparationen Tumorgewebe

e Anterior chamber/Iris assays
e (Corneal micropocket assays

In sog. mikrozirkulatorischen Pridparaten kann das Wachstum neuer Kapillaren
lichtmikroskopisch untersucht werden. Eines der ersten Testsysteme zur Angiogenese waren
die transparenten Kammern, die aus zwei, eine runde Kammer bildenden Metallplatten
bestehen und zunichst im Kaninchenohr [131], spéter auch in der Backentasche des Hamsters
[132] implantiert wurden.

Die weitere Entwicklung fiihrte liber das ,,Rat dorsal air sac*“-Modell, bei dem Ratten in eine
Luftkammer am Riicken eine Milliporekammer mit Testsubstanz implantiert wird [133], iiber
das ,,Corneal micropocket“-Modell (Implantation eines testsubstanz- oder tumorhaltigen
Polymerpellets in der Hornhaut von Kaninchen, Ratten oder M4iusen) [134] hin zur
Verwendung von gel- oder schwammartigen Polymermatrices auf der Chorioallantoismembran
(CAM) und im ,,dorsal skin“- oder ,,cranial window*-Modell. Histologische Untersuchungen
von verschiedenen Geweben sind neben der Bestimmung angiogener Faktoren in Plasma und

Urin auch in der Klinik gebréuchliche Methoden.
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Die meisten in vivo Assays sind zeit- und kostenintensiv. Problematisch ist neben der
schwierigen Quantifizierbarkeit auch die hohe Schwankungsbreite der Resultate, die
Mehrfachbestimmungen erforderlich macht. Da aus ethischen Griinden die Zahl der
Versuchstiere gering zu halten ist, konnen Testsubstanzen nicht in unbegrenzter Zahl und
Konzentration getestet werden.

Eine Alternative stellt die Priifung am bebriiteten Hiihnerei dar (HET, Hiihner-Ei-Test), die
vergleichsweise kostengiinstig und einfach durchzufiihren ist. Der HET eignet sich zur
Voruntersuchung der akuten und chronischen Toxizitit sowie der Entwicklungstoxikologie,
wodurch die Zahl der eingesetzten Séugetiere erheblich reduziert werden kann [135].

Bei der Priifung der Schleimhautvertraglichkeit chemischer Stoffe und extern anzuwendender
Arzneistoffe gilt der HET-CAM-Assay auf der Chorioallantoismembran (CAM) des bebriiteten
Hiihnereies als anerkannte Ersatzmethode [135].

Seit 1992 werden in Deutschland HET-CAM-Daten zur Klassifizierung schwer augenreizender
Chemikalien (Gefahrenhinweis R41) bei der Anzeige neuer Industriechemikalien akzeptiert.
Eine Studie mit 136 Industriechemikalien hatte gezeigt, dass durch eine kombinierte Testung
im HET-CAM-Test und im 3T3 (Mausefibroblasten) NRU-Test Chemikalien mit
ausreichender Zuverlédssigkeit der Kategorie R41 zugeordnet werden konnen. AuBerdem
ergaben beide Tests eine dhnliche Einteilung nach dem Schweregrad der Reizung wie der in
vivo Test am offenen Kaninchenauge (Draize eye test) [136].

Die Chorioallantoismembran eignet sich auch zur pharmakologischen Priifung der
Vasoaktivitdt sowie thrombogener und thrombolytischer Wirkungen (HET-VASA, HET-
THRO). AuBlerdem sind Untersuchungen zur Metabolisierung von Priifsubstanzen moglich
(HET-META). Als Alternative zum klassischen Rattenpfotenddemtest zur Bestimmung der
antiphlogistischen Aktivitét steht der modifizierte HET-CAM-Test zur Verfiigung [135,137].

Wegen des moglichen hohen Probendurchsatzes ist der HET insbesondere fiir
Screeningzwecke geeignet. Vorteilhaft ist dariiber hinaus der geringe Substanzbedarf, der ihn
zu einem attraktiven Testmodell fiir Naturstoffe macht. AuBlerdem kann die Beurteilung
moglicher Nebenwirkungen im gleichen System erfolgen (Embryotoxizitit, Membranirritation,
Blutung). Durch Modifikation des Testsystems kann nicht nur der Einfluss auf die embryonale
Angiogenese (CAM-Assay), sondern auch auf die chronische Entziindung (modifizierter HET-
CAM-Assay nach Marchesan und Paper) bzw. die durch Tumorzellen induzierte Angiogenese
untersucht werden [108,112,113,114,138].
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4.2 CAM-Assay

Neben dem Hornhautmodell an Kaninchen oder Ratte, das teuer und duBlerst zeitaufwendig ist,
ist die Chorioallantoismembran (CAM) des bebriiteten Hiihnereies das wohl gebriauchlichste in
vivo Testsystem fiir Angiogenese.

Die CAM ist eine extraembryonale Membran, die nach 3-4 Tagen durch Verschmelzen von
Allantois (Ansammlung harnpflichtiger Substanzen) und Chorionepithel entsteht. Die zunéchst
primitiven GefdBe proliferieren und differenzieren zu einem arteriovendsen System (bis
Tag 8), das als Erndhrungs- und Atmungsorgan den kleiner werdenden Dottersack ersetzt. Bis
Tag 11 hilt das schnelle Kapillarwachstum an, danach sinkt die Proliferationsrate rasch, und
das vaskuldre System nimmt bis zum 18. Tag seine endgiiltige Form an [139].

Seit der Verwendung des CAM-Assays zur Bestimmung tumorinduzierter Angiogenese durch
Folkman [140] wurden verschiedene Parameter wie z.B. Bebriitungsdauer, in oder ex ovo
Verwendung, Art der Substanzapplikation, Dauer der Substanzapplikation oder der
Auswertemodus variiert. Verwendet werden 6-10 Tage alte Embryonen, die entweder ohne
Eischale in eine Petrischale iiberfithrt oder im gedffneten Ei belassen werden. Letztere
Methode erhoht die Uberlebensfihigkeit der Embryonen deutlich. Die Applikation der
Testsubstanzen kann u.a. als getrocknetes Polymerpléttchen (z.B. Methylcellulose (0,45%),
synthetische Polymere (z.B. Ethylenvinylacetatcopolymer), Gelatine), befeuchtetes Filterpapier
oder getrinkter Gelatineschwamm erfolgen; der resultierende Effekt ist lokal begrenzt.
Alternativ kann die Testsubstanz auch mittels einer feinen Nadel subkutan in ein Gefdl3 der
Allantois appliziert werden, wodurch die Gesamtheit der CAM-Gefédf3e beeinflusst wird [141].

Die Auswertung erfolgt liblicherweise nach 1-3 Tagen. Bei der semiquantitativen Beurteilung
wird u.a. Verteilung, Dichte oder Linge der GefdBle subjektiv bestimmt und mittels
willkiirlicher Score-Werte und Indices (z.B. GefdBindex, Indexdichte) angegeben [139].

Ein automatisches Bildverarbeitungssystem bestehend aus Foto- oder Videokamera sowie
entsprechender Software soll eine objektivere Auswertung ermoglichen [142], auch wenn
durch mangelhaften Kontrast (feine Kapillaren konnen nicht mehr erfasst werden) die
Anwendung im Wesentlichen auf eine Bestimmung der kapillarfreien Fliche um die
antiangiogene Testsubstanz beschrinkt ist und flir weiterfiihrende Auswertungen manuelle,
d.h. subjektive Eingaben (z.B. Auswahl der zu erfassenden Kapillaren) erforderlich sind.

Nguyen et al. entwickelten einen leicht quantifizierbaren CAM-Assay, bei dem die
Testsubstanz (FGF-2 * Inhibitor, Tumorzellen) ,,sandwichartig® in ein Collagengel zwischen

zweil Kunststoffnetzen eingebettet ist. Die neugebildeten Kapillaren werden so zu vertikalem



In vivo Testung 38

Wachstum gezwungen. Die Stimulation der Angiogenese wird als Prozentsatz der Quadrate im
oberen Netz angegeben, die Kapillaren enthalten [138].

Zur quantitativen Bewertung kann auch die histologische Untersuchung fixierter CAM-Proben
(morpho- und planimetrische Methoden) herangezogen werden. Auch hier kann eine gewisse
Subjektivitit der Auswertung nicht ausgeschlossen werden. Mit Hilfe von *H-Thymidin kann
die DNA-Syntheserate der EC in der CAM bestimmt werden [139].

4.2.1 Durchfiihrung des CAM-Assays

Der CAM-Assay wurde nach der von Vogl entwickelten Methode [112,113] durchgefiihrt.

B ) B
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Abbildung 13: Durchfiihrung des CAM-Assays
1 72 h Inkubation (37°C, 80% rel. Luftfeuchtigkeit)
Absaugen von 8-10 ml Eiweil3
VerschlieBen der Absaugoffnung
2 Entfernen von Eischale und Luftsackmembran
Bedecken des Eies mit Folie
72 h Inkubation (37°C, 80% rel. Luftfeuchtigkeit)
3 Aufgabe des Agarose-Pellets
weitere 24 h Inkubation (37°C, 80% rel. Luftfeuchtigkeit)
5 Auswertung unter der Stereolupe

N

Im Gegensatz zur Methode nach Folkman [140] wurden die Eier nach einer Bebriitungsdauer
von 3 Tagen nicht in Petrischalen aufgeschlagen, sondern lediglich die Eischale an der
stumpfen Seite gedffnet und die CAM freigelegt. Dadurch lag die Uberlebensrate der
Embryonen bis zum 6. Tag bei mehr als 85%. Um die bei in vivo Assays naturgemill hohe
Schwankungsbreite zu beriicksichtigen, wurde eine relativ hohe Anzahl an Eiern (12) je
Testsubstanz und Kontrollen verwendet und jeder Versuch mindestens einmal wiederholt.

Andere Arbeitsgruppen beschrénkten sich hingegen z.T. auf nur 4-6 Eier [143].
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Die Testsubstanzen wurden in geldster oder suspendierter Form als Agarosepellets auf der
CAM appliziert. Die wihrend der Pelletherstellung auftretende Temperaturbelastung ist sehr
kurz, sodass keine Artefaktbildung zu erwarten ist. Gleichwohl ist diese Methode fiir
thermolabile =~ Substanzen (z.B. peptidische Wachstumsfaktoren) ungeeignet. Aus
Kapazititsgrinden wurden die Testsubstanzen zur Eingangstestung stets in einer
Konzentration von 50 pg/Pellet eingesetzt.

Im Allgemeinen erfolgt die Aufgabe der Testsubstanzen auf der CAM am Tag 10 oder spéter
[144,145]. Davon abweichend wurden jedoch hier die Testsubstanzen bereits nach 6tigiger
Inkubation im Stadium mit hoher EC Proliferation (bis Tag 11) appliziert [146]. Deshalb
wurde im Unterschied zu anderen Studien der antiangiogene Effekt nach 24 h beurteilt, da
bereits zu diesem Zeitpunkt eindeutig das Wachstum neuer Kapillaren beobachtet werden
konnte und eine Vasodilatation als Ursache des beobachteten Effekts ausgeschlossen werden
konnte [139].

Wegen dem zu diesem Zeitpunkt noch nicht voll ausgereiften Immunsystem des Embryos sind
weniger unspezifische Entziindungsreaktionen durch das Tragermaterial (hier: Agarose) oder
durch beim Offnen des Eies entstehende Partikel der Eischale zu erwarten [147,148]. Wihrend
der gesamten Testung wurde nie eine derartige Membranreizung beobachtet.

Durchschnittlich lag die Uberlebensrate der getesteten Eier bei 88-100%. Zur Erhdhung des
Kontrastes und besseren Unterscheidbarkeit der neugebildeten von tieferliegenden Gefdl3en
wurde die CAM in Analogie zur Verwendung einer 10%igen Fettemulsion bei Einsatz eines

automatischen Bildverarbeitungssystems [142] mit haltbarer Schlagsahne unterspritzt.

Die Auswertung erfolgte nach einem validierten Scoresystem [112,113], das nicht nur eine
Positiv- bzw. Negativbeurteilung ermoglicht, sondern Aussagen iiber die Wirkstirke der

antiangiogenen Testsubstanzen erlaubt (s. Tabelle 9).

Tabelle 9: Scorewerte zur Evaluierung des antiangiogenen Effekts [112,113]

Scorewert Beurteilung beobachteter Effekt
0 kein Effekt -
0,5 sehr schwacher Effekt kein kapillarfreier Bereich

Flache mit reduzierter Kapillardichte um das Pellet
nicht grofer als die Flache des Pellets

1 schwacher-mittlerer kleine kapillarfreie Fldche oder Flache mit
Effekt signifikant reduzierter Kapillardichte
Effekte nicht grofBer als die doppelte Pelletgrofle

2 starker Effekt kapillarfreie Fliche um das Pellet mindestens
doppelt so groB3 wie das Pellet
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Abbildung 14 zeigt die CAM nach 24stiindiger Inkubation mit Agarose. Das Adernetz um das
Pellet zeigt keinerlei Veranderungen verglichen mit anderen Bereichen der CAM entsprechend
dem Score 0. In Abbildung 15 ist der typische Effekt einer stark antiangiogenen Substanz zu
erkennen (Score 2). Ein Areal, das mehr als der doppelten Pelletfliache entspricht, ist vollig frei

von Kapillaren.

Abbildung 14: Kein FEinfluss auf das Kapillarwachstum in der CAM durch ein
testsubstanzfreies Agarosepellet. Beispiel fiir Scorewert 0 (s. Tabelle 9)

Abbildung 15: Hemmung des Kapillarwachstums in der CAM durch ein testsubstanzhaltiges
Agarosepellet. Beispiel fiir Scorewert 2 (s. Tabelle 9)
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Der Scorewert einer Testsubstanz wird als arithmetisches Mittel der Scorewerte der einzelnen

getesteten Eier nach folgender Formel berechnet:

Zahl (Eier Score 0/0,5) x 0 + Zahl (Eier Score 1) x 1 + Zahl (Eier Score 2) x 2

Scorewert =
Gesamtzahl lebender Eier

Dabei wird der Scorewert 0,5 zum Scorewert 0 gerechnet. Da es sich bei den Scorewerten um
ordinalskalierte Werte handelt, ist lediglich eine Angabe der Rangfolge der Wirkstirke
moglich. Jedoch besteht kein linearer Zusammenhang: Eine Substanz mit dem gemittelten

Scorewert 2 ist nicht doppelt so wirksam wie eine Substanz mit dem gemittelten Scorewert 1.

Statt der Standardabweichung wurde hier wegen der fehlenden Linearitit die

Schwankungsbreite der Einzelwerte um den Mittelwert angegeben.

Tabelle 10: Zusammenhang zwischen gemitteltem Scorewert und Wirkstéirke

Scorewert Wirkstirke

<0,5 kein antiangiogener Effekt
0,5-1 schwacher-mittlerer Effekt
> 1 mittlerer-starker Effekt

4.2.2 Ergebnisse der Testung im CAM-Assay

Folgende Parameter wurden an einigen in Kapitel 3 beschriebenen Testsubstanzen bearbeitet:

Pharmakologische Parameter
1 Dosis-Wirkungsbeziehung
Strukturelle Parameter
2 Glucosaminoglykane
3 Kohlenhydratgrundgeriist
4 Molekulargewicht
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4.2.2.1 Dosis-Wirkungsbeziehung

Fiir einen moglichen therapeutischen Einsatz ist die Vorhersagbarkeit der Wirkung bei
steigender Dosis eine zwingende Voraussetzung. Am Beispiel der verzweigten [B-1,3-D-

Galactane L4PS v S1 und AG S1 wurde dieser Zusammenhang untersucht.
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung: Scorewerte der B-1,3-D-
Galactane LaPS v S1 (wei}) und AG S1 (schwarz).
(*=p<0,05 vs Agarose; **=p<0,05 vs Suramin; ***=p<0,05 vs
L4PS v S1/AG S1 50pg; #**% =p < 0,05 vs LaPS v SI/AG S1 10pg)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Suramin: Positivkontrolle

Die als Kontrolle verwendete Agarose hatte keinen Einfluss auf die Angiogenese (Score 0,2).
Die Standardsubstanz Suramin hatte nur einen schwachen, aber verglichen mit Agarose
signifikanten Effekt (vgl. Kapitel 4.2.2.2).

Die beiden [-1,3-D-Galactane waren in der hochsten getesteten Konzentration gute
Angiogeneseinhibitoren. L4PS v S1 zeigte im Konzentrationsbereich von 50-1 pg/Pellet eine
abnehmende Wirkung. Der Effekt von AG S1 nahm im Bereich von 50-0,1 pg/Pellet
konzentrationsabhédngig ab (s. Abbildung 16).

Der CAM-Assay ermoglicht also nicht nur eine Unterscheidung zwischen unterschiedlich
aktiven Substanzen, sondern auch eine Beurteilung der Wirkstirke einer antiangiogenen

Substanz in Abhéngigkeit von der Dosis.
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4.2.2.2 Standardsubstanzen und Glucosaminoglykane

Als Standardsubstanzen wurden die Angiogeneseinhibitoren Thalidomid und Suramin getestet.

AulBlerdem wurde die Aktivitdt verschiedener Heparine untersucht (s. Abbildung 17).

Score
1,5
mittlerer-starker
Effekt
1,0 1
4 schwacher-mittlerer
Effekt
051"+~
* %
T kein Effekt
0,0
s
o) .
xS‘@ /)/1/
4

Abbildung 17: Scorewerte der Standardsubstanzen Thalidomid und Suramin sowie der
getesteten Heparine.

Heparin unfraktioniert, bovine Darmmukosa

Heparin LMW niedermolekular, bovine Darmmukosa

Heparin p unfraktioniert, Schweinedarmmukosa

Heparin NA unfraktioniert, Schweinedarmmukosa

(*=p<0,05 vs Agarose; **x=p<0,05 vs Suramin; ***=p<0,05 vs
Heparin)

Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Suramin: Positivkontrolle

Thalidomid zeigte eine mittlere antiangiogene Wirkung und war der Standardsubstanz Suramin
signifikant iiberlegen. Dies steht im Widerspruch zu Ergebnissen mehrerer Arbeitsgruppen, die
zeigen konnten, dass Thalidomid selbst keine antiangiogene Aktivitit an der
Chorioallantoismembran des Hithnerembryos besitzt [90,149]. Erst die durch speziesabhéngige
metabolische Aktivierung gebildeten Derivate in Mensch und Kaninchen, nicht aber in Nagern
filhrten zur Angiosuppression (erste Ergebnisse deuten auf ein Epoxid-Intermediat hin) [91].
Moglicherweise findet jedoch nach Diffusion der Testsubstanz aus dem Pellet in die CAM in
gewissem Umfang eine Metabolisierung statt. Wie Liipke am Beispiel verschiedener Prodrugs

der Salicylsdure zeigen konnte, stellt das bebriitete Hithnerei ein metabolisierendes System dar,
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das Dehydrogenasen, Oxidasen, Esterasen, Hydrolasen, Glucosidasen und eine induzierbare P-
450 Fraktion enthélt [137]. Nicht auszuschlieBen ist auch eine Derivatisierung durch die
kurzzeitige thermische Belastung wihrend der Herstellung der Agarosepellets, da Thalidomid
als eine aus zwei Imiden bestehende Verbindung rasch hydrolysiert wird. Allerdings war
keines der Hydrolyseprodukte ohne vorherige Metabolisierung durch Mikrosomen aktiv [91].
Andererseits liegt die Vermutung nahe, dass die Unterschiede in der biologischen Aktivitét
hauptsdchlich auf der geringen Loslichkeit von Thalidomid beruhen. Bei der

Probenvorbereitung ist unbedingt auf die Homogenitit der Suspension zu achten.

Die Standardsubstanz Suramin konnte die Angiogenese im CAM-Assay nur schwach hemmen.
Dieser Effekt korrelierte mit den Untersuchungen von Gagliardi et al., die einen
dosisabhédngigen antiangiogenen Effekt im Bereich von 25-200 pg Suramin/Ei mit einer
Inhibition von 46% bei 50 ng/Ei beobachteten. Erst bei einer Konzentration von 200 pg/Ei
zeigte Suramin eine deutliche Angiogenesehemmung (79% Inhibition) [88]. Danesi et al.
hatten gezeigt, dass Suramin (50 pg) der Kombination Heparin (60 pg)/Hydrocortison (50 pg)
im CAM-Assay liberlegen war [150]. In mehreren in vivo Studien hatten auch verschiedene

Suramin-Analoga antiangiogene Effekte gezeigt [51,151,152].

Die in eigenen Untersuchungen getesteten Heparine unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Herkunft und ihres Molekulargewichtes. Heparin (unfraktioniert) und Heparin LMW
(niedermolekular) stammen beide von boviner Darmmukosa. Dagegen wurden Heparin p
(unfraktioniert) und Heparin NA (unfraktioniert) aus Schweinedarmmukosa isoliert.

Lediglich das unfraktionierte bovine Heparin zeigte einen mittleren bis starken antiangiogenen
Effekt. Das niedermolekulare bovine Heparin und die beiden porcinen unfraktionierten
Heparine dagegen hatten nur eine schwache bis mittlere Aktivitdt im CAM-Assay.

Ausgehend von Untersuchungen angiostatischer Steroide, die in Gegenwart von Heparin oder
Heparinfragmenten die Angiogenese inhibieren [69], konnte auch bei alleiniger Applikation
von Heparin und Heparansulfat, nicht aber von Keratan-, Dermatan- und Chondroitinsulfat
eine Hemmung der Angiogenese gezeigt werden [100]. Wie schon von Folkman et al.
festgestellt wurde, kann die antiangiogene Aktivitit des Heparins aufgrund seiner
Polydispersitit und Heterogenitidt je nach Bezugsquelle stark wvariieren [68]. In vitro
Untersuchungen von Heparinen unterschiedlicher Organe (Lunge, Darm) und Spezies (Rind,
Schwein) zeigten uneinheitliche Effekte auf spezifische biologische Eigenschaften von FGF-2
(Interaktion mit HSPGs oder FGFR) [153].
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4.2.2.3 Bedeutung des Kohlenhydratgrundgeriists des sulfatierten Polymers

Im Folgenden ist die Testung von Polysacchariden unterschiedlichster —Struktur
zusammengefasst:

Verschiedene Fucoidane, die aus unterschiedlichen Spezies (Fucus vesiculosus L. (Fucoidan
(ves.)), Laminaria saccharina (L.) Lam. (Fucoidan (lam.)) [154], Fucus evanescens C.Ag.
(Fucoidan (ev.)) [155]) isoliert wurden, hatten unterschiedliche antiangiogene Aktivitit.
Wihrend Fucoidan (ves.) und Fucoidan (lam.) effektiv das Kapillarwachstum in der CAM
inhibierten, war Fucoidan (ev.) inaktiv. Diese Diskrepanz ist angesichts der strukturellen
Vielfalt und Heterogenitdt der Fucoidane nicht erstaunlich. Selbst fiir das am besten
charakterisierte Fucoidan aus Fucus vesiculosus L. werden widerspriichliche Strukturdaten
postuliert (a-1,2- oder a-1,3-Verkniipfung) [155]. Fucoidan (lam.) besteht u.a. aus einem a-
1,3-L-Fucose-Gertist mit Sulfatgruppen in Position 4 [154], Fucoidan (ev.) aus a-1,3/a-1,4-L-
Fucose-2-sulfat mit zusétzlichen Sulfatgruppen in Position 4 und Acetylgruppen [155].
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Abbildung 18: Scorewerte verschiedener Polysaccharide ohne Galactangrundgertist.
Fucoidan (ves.): Fucus vesiculosus L.; Fucoidan (lam.): Laminaria saccharina
(L.) Lam.; Fucoidan (ev.): Fucus evanescens C.Ag.; PPS: Xylanpolysulfat;
Alginsdure: -1,4-D-Mannuronsiure/o-1,4-L-Guluronsdure; LAM S5: B-1,3-
D-Glucan
(*=p < 0,05 vs Agarose; ** =p < 0,05 vs Suramin)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Suramin: Positivkontrolle
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Das sulfatierte Xylosederivat PPS erreichte anndhernd den gleichen Scorewert wie das aktivste
Heparin (vgl. Kapitel 4.2.2.2). Die uronsdurehaltige Alginsdure, die keine Sulfatgruppen
enthélt, war dagegen weniger effektiv. Die bereits beschriebene deutliche antiangiogene
Aktivitdit von LAM S5 [105] bestitigte sich auch nach Auswertung mit dem unter Kapitel 4.2.1

angegebenen Scoresystem.

4.2.2.4 Bedeutung des Molekulargewichts

In den Arbeiten von Vogl wurden verschiedene natiirlich vorkommende Carrageenane im
CAM-Assay tberpriift. Dabei nahm die antiangiogene Aktivitdt in der Reihenfolge von A-
Carrageenan (schwacher-mittlerer Effekt) iiber 1- und 6-Carrageenan zum k-Carrageenan (kein
Effekt) ab [108,112].

Am Beispiel von 1-Carrageenan (s. Abbildung 19) und x-Carrageenan (s. Abbildung 20) wurde

der Einfluss des Molekulargewichts auf die antiangiogene Wirkung untersucht.
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Abbildung 19: Scorewerte des hydrolysierten 1-Carrageenans (1-Carrageenan pH 3,2) und
seiner niedermolekularen Fraktionen (D4, D5, D6, D7). Das Molekular-
gewicht steigt von links nach rechts.

(*=p < 0,05 vs Agarose; ** =p < 0,05 vs Suramin)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Suramin: Positivkontrolle
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Das durch Dialyse und nachfolgende Lyophilisation aus 1-Carrageenan gewonnene 1-
Carrageenan pH 3,2 mit deutlich geringerem Molekulargewicht als die Ausgangsverbindung
war stirker antiangiogen als 1-Carrageenan.

Die einzelnen, nach steigendem Molekulargewicht bezeichneten niedermolekularen Fraktionen
des Lyophilisats (D4, D5, D6, D7) mit Molekulargewichten zwischen 1800 und 4700 Da
zeigten bis zu einem Molekulargewicht <2400 Da keinen antiangiogenen Effekt. Erst die
beiden hohermolekularen Fraktionen D6 und D7 mit einem MW 2> 3900 Da bewirkten eine

schwache bis mittlere Angiogenesehemmung.

Die a-1,3/B-1,4-D-Galactane Neocarratetraose-disulfat und Neocarrahexaose-trisulfat, die sich
bei gleichem DS nur in der Monomerenzahl unterscheiden, hatten eine schwache-mittlere
antiangiogene Aktivitit (Score 0,6) und waren damit k-Carrageenan (Score 0,3), bei dessen
enzymatischem Abbau sie entstehen, liberlegen (s. Abbildung 20). Ein in vivo Effekt scheint

demnach nicht an ein hohes MW gebunden zu sein.
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Abbildung 20: Scorewerte von Neocarratetraose-disulfat und Neocarrahexaose-trisulfat im
Vergleich zur Ausgangsverbindung x-Carrageenan. Das Molekulargewicht
steigt von links nach rechts.

(* =p < 0,05 vs Agarose; ** = p < 0,05 vs Suramin)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Suramin: Positivkontrolle
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Im Einzelfall kann demnach eine Verringerung des MW mit einer Aktivititszunahme
einhergehen. Dies steht in Einklang mit Untersuchungen zur Bestimmung der antiangiogenen
Aktivitdt sulfatierter Oligosaccharide, die ab einem Polymerisationsgrad von 4, moduliert
durch das Kohlenhydratgrundgeriist, den Sulfatierungsgrad und die Position der Sulfatgruppen,
eine antiangiogene Wirkung gezeigt hatten [127].

Von Vogl war bei der Untersuchung von Galactansulfaten im CAM-Assay eine im Bereich von
20-1000 Monomeren von der Kettenldnge unabhidngige antiangiogene Wirkung festgestellt
worden [112]. Untersuchungen zur Angiogenesehemmung von Heparinderivaten in Gegenwart
von Cortison ergaben fiir ein Hexasaccharid die hochste Aktivitdt [68]. Svahn et al. gelang es,
Heparin ohne offensichtlichen Wirkverlust bis zu Fragmenten von 3800-5100 Da abzubauen
[72]. Bei einer anderen Arbeitsgruppe war fiir einen eindeutigen biologischen Effekt ein Hexa-

Octasaccharid notig [110].

4.2.2.5 Diskussion der pharmakologischen und strukturellen Parameter

Die Untersuchung der Abhéngigkeit der Wirkung von der eingesetzten Dosis Galactansulfat
lieferte einen linearen Zusammenhang im Sinne eines stetigen Anstiegs der Wirkung bei
steigender Dosis. Das verwendete Scoresystem ist demnach zur Beurteilung unterschiedlicher
Dosierungen einer Substanz und gleicher Dosierungen verschiedener Substanzen geeignet.

Das in der Literatur z.T. kontrovers diskutierte Heparin, das als sulfatiertes uronsiurehaltiges
inhomogenes Polymer vorliegt, zeigte in Abhéngigkeit von Spezies und MW antiangiogene
Eigenschaften.

Nicht nur Carrageenane, Galactane und -1,4-D-Glucane hatten antiangiogene Aktivitét, die
u.a. durch Sulfatierungsgrad, Position der Sulfatgruppen, Kohlenhydratgrundgeriist und Art der
Substituenten beeinflusst wird [112], auch L-fucose (Fucoidane)-, D-xylose (PPS)-, uronsiure
(Alginsédure)- und B-1,3-verkniipfte D-glucosehaltige (LAM S5) Polymere waren inhibitorisch
im CAM-Assay, wobei die Wirkung in der Reihenfolge

Glucose > Fucose > Xylose = Heparin > unsulfatierte Uronséure

abnahm.

In der Gruppe der getesteten Fucoidane war die antiangiogene Aktivitdt entsprechend der
unterschiedlichen Herkunft und damit auch der unterschiedlichen Struktur in hohem Malfe

variabel.
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In den Untersuchungen von Vogl zur antiangiogenen Aktivitit von Carrageenanen und
Galactanen war ein Einfluss des Molekulargewichts im Bereich von 20-1000 Monomeren nicht
nachweisbar [112]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass
niedermolekulare Derivate von t (1-Carrageenan pH 3,2, D6, D7)- und x-Carrageenan
(Neocarratetraose-disulfat, ~ Neocarrahexaose-trisulfat)  stirkere  angiogenesehemmende
Eigenschaften als die Ausgangsverbindungen haben konnen. Eine lineare Abhédngigkeit der
antiangiogenen Wirkung von der Monomerenzahl unabhidngig vom zugrundeliegenden

Kohlenhydratgeriist konnte nicht belegt werden.

4.3 HET-CAM-Assay

4.3.1 Entziindung

Auf eine durch endogene oder exogene Noxen verursachte Gewebeschiddigung reagiert der
Organismus mit einer Entziindung, die vorwiegend durch kdrpereigene Mediatoren (Histamin,
Serotonin, Komplementfaktoren C3a und C5a, Bradykinin, Prostaglandine E, und F,,,
Leukotriene, Plittchen-aktivierender Faktor, NO, ROS) ausgelost und gesteuert wird. Dabei
treten v.a. wihrend der akuten Phase Rotung, Schwellung, Uberwirmung, Schmerz und eine
gestorte Funktion als lokale Symptome auf [156]. Die Entziindungsreaktion verlduft in drei,

von unterschiedlichen Mechanismen gesteuerten Phasen [157]:

akute Phase: lokale Vasodilatation, erhdhte Kapillarpermeabilitét

subakute Phase: Einwanderung von Leukozyten und phagozytierenden
Zellen

chronisch-proliferative Phase: Gewebeabbau und Fibrosis

Durch chemotaktische Faktoren (Komplementfaktoren, Zytokine, Wachstumsfaktoren) in das
Entziindungsgebiet gelockte Granulozyten und Makrophagen bauen Bakterien, Zelltrimmer
oder Fremdpartikel enzymatisch ab. Teilweise wird durch Freisetzung proteolytischer Enzyme
aus den Lysosomen der Phagozyten aber auch umliegendes Gewebe geschédigt oder zerstort.

Die Einwanderung von Leukozyten aus dem Blutkreislauf in das entziindete Gewebe wird iiber
die als Selektine (L-, E- und P-Selektin) bezeichneten Adhésionsmolekiile eingeleitet. Nach
einer initialen Adhésion erfahren die Leukozyten eine ,,rollende Verlangsamung* entlang der
GefiaBwand. Die anschlieBende feste Adhidsion sowie die Migration der Leukozyten durch

Liicken zwischen den EC wird durch Integrine und PECAM vermittelt [158].
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Die Selektine wurden zu Beginn der neunziger Jahre als kohlenhydratbindende
Adhésionsmolekiile entdeckt und in ihrer Struktur aufgeklirt. Thre Bedeutung geht aber iiber
die physiologische Funktion innerhalb der Immunabwehr (Erhéhung der Adhésion von
Leukozyten am Gefdflendothel von entziindetem Gewebe) hinaus. Man beobachtete auch eine
Dysregulation der Selektinexpression bei pathologischen Entziindungsformen (rheumatoide
Arthritis, Asthma, Diabetes mellitus, Ischdmie/Reperfusion) und eine Beteiligung an der
Gewebeinvasion metastasierender Krebszellen [159].

Als Leitsubstanz fiir die Suche nach Selektininhibitoren diente dabei das Tetrasaccharid Sialyl
Lewis® (NeuNAco-(2—3)-Galp-(1—>4)-[Fuca-(1-3)]-GIcNAc), das ein sialyliertes,
fucosyliertes Oligosaccharid auf N-Acetyllactosamin-Basis darstellt und an alle drei Selektine
bindet. Als fiir die Bindung der Lektindomine essentielle Strukturelemente konnten
mittlerweile die negative Ladung der Sialinsdure, die 2-, 3-, und 4-stindige Hydroxygruppe der
Fucose und die 6-stindige Hydroxygruppe der Galactose identifiziert werden [159]. Durch
strukturelle Abwandlungen und Reduktion auf die wesentlichen Strukturmerkmale versuchte
man zu Selektininhibitoren mit hoherer Bindungsaffinitét zu gelangen [160].

Wird korpereigenes Gewebe als fremd angesehen oder der Entziindungsprozess verlidngert,
kommt es zu iiberschieBenden Entziindungsreaktionen, die u.a. zu Diabetes, Krebs und
rheumatischen Erkrankungen fiihren konnen. Rheumatoide Arthritis ist eine chronische
systemische Autoimmunerkrankung, die zur fortschreitenden Zerstérung von Knorpel- und
angrenzendem Knochengewebe in entziindeten Gelenken durch von Makrophagen sezernierte
Enzyme und wucherndes vaskularisiertes Synovialgewebe (Pannus) fiihrt. Letztgenanntes kann
auch als tumoréhnliche Masse angesehen werden, die spezialisierte Zellen (Synoviozyten) mit
charakteristischen Eigenschaften von Tumorzellen enthilt [161].

Angiogenese und Entziindung sind sich beeinflussende und voneinander abhingige Prozesse
[50,130]. Durch Angiogenese gebildete Blutgefile transportieren sowohl Nihrstoffe und
Sauerstoff als auch Entziindungsmediatoren in das proliferierende Gewebe. Meist findet an
Orten der GefdBBneubildung auch Entziindung statt. Die von Entziindungszellen gebildeten pro-
inflammatorischen Mediatoren konnen die Angiogenese steuern. Daher ist die Hemmung der
Angiogenese moglicherweise Erfolg versprechend in der Therapie chronisch proliferativer
Erkrankungen.

Heute stehen zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis neben antineoplastischen Substanzen
(Methotrexat) und Immunsuppressiva (Cyclosporin A) insbesondere antiinflammtorische
Basistherapeutika zur Verfiigung. Diese wirken z.T. iiber eine Hemmung der Selektine:
Verschiedene Goldverbindungen hemmen die synoviale Expression von E-Selektin [162].

Arzneistoffe wie z.B. Glucocorticoide und Acetylsalicylsdure hemmen die Aktivierung des
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Transkriptionsfaktors NF«xB, der die Exprimierung der vaskuldren E- und P-Selektine im
Entziindungsprozess vermittelt [159].

Daneben riicken Angiogeneseinhibitoren als neue Basistherapeutika in den Mittelpunkt des
Interesses. In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass antiangiogene
Verbindungen (TNP-470, Taxol, Integrin o,f3-Inhibitor) die arthritische Entziindungsreaktion
verringern konnten [161].

Zur Therapie der rtheumatoiden Arthritis stehen bereits zwei gegen den angiogenen TNF-a
gerichtete Verbindungen zur Verfligung: Der chimire TNF-o-Antikorper Infliximab (fiir diese
Indikation nur in den USA zugelassen) und das IgG-Fusionsprotein Etanercept. Unklar ist, ob
die Wirksamkeit auf einer direkten Wirkung gegen TNF-a oder auf sekundiren Effekten
(Beeinflussung angiogener Wachstumsfaktoren, verstirkte Bildung proinflammatorischer
Zytokine, gesteigerte Expression endothelialer Adhisionsmolekiile, Freisetzung von MMPs)
beruht [163].

4.3.2 HET-CAM-Assay als alternatives Entziindungsmodell

Um Substanzen auf mogliche antiinflammatorische Eigenschaften zu testen, stehen neben
diversen in vitro Tests auf spezifische Entziindungsmechanismen mit begrenzter Aussagekraft
(Hemmung von Enzymen u.a. Cyclooxygenase, Einfluss auf Leukozytenmigration, Interaktion
mit Entziindungsmediatoren) verschiedene Tiermodelle zur akuten (z.B. Carrageenan-
induziertes Rattenpfotenddem), subakuten (,,Granuloma pouch®-Test, Rattenpfotenddem mit
unterschiedlichen Agenzien) und chronischen Entziindung (Methoden zur Testung der
Granulombildung u.a. mit Baumwollpellets) zur Verfiigung [157].

Im Jahre 1967 beschrieben erstmals D’Arcy und Howard eine Methode zur Bestimmung der
Entziindungshemmung auf der Chorioallantoismembran bebriiteter Hiihnereier. Dazu
verwendeten sie Filterpapierscheiben (& 13 mm), die wihrend einer 4tégigen Inkubationszeit
auf der 8 Tage alten CAM eine chronische Entziindungsreaktion mit Granulombildung
auslosten. Filterpapier und darunter gebildetes Granulomgewebe wurden aus der CAM
geschnitten und nach Trocknung gewogen. Wurde das Filterpapier vorher mit steroidalen und
nichtsteroidalen Antiphlogistika (Betamethason, Hydrocortison, Phenylbutazon, Chloroquin,
Indomethacin, Natriumsalicylat) impréagniert, war eine dosisabhéngige Gewichtsreduktion des
Granulomgewebes nachweisbar. Die Wirksamkeit der Testsubstanzen war mit klinischen
Daten vergleichbar [164].

Die akute Entziindung ldsst sich dagegen im modifizierten HET-CAM-Assay von Liipke
untersuchen. Abweichend vom HET-CAM-Assay nach D’Arcy und Howard werden die
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Priifsubstanzen i.a. 2 h vor Priifung der Membranirritation durch 0,3 ml einer 0,5%igen
Natriumlaurylsulfat (LS)-Losung systemisch oder lokal auf die innere Eihaut appliziert. Fiir
verschiedene Hj-Antihistaminika, COX-Inhibitoren und Anilinderivate konnte eine gute
Korrelation mit in vivo Daten gezeigt werden [137,165]. Dannhardt et al. beschrieben den
modifizierten HET-CAM-Assay als eine selektive Methode zur Bestimmung und
Quantifizierung der Aktivitit nichtsteroidaler Antiphlogistika. Die Testung des Steroids
Hydrocortison hatte keinen Einfluss auf die Irritationsphdnomene in der CAM (Hyperamie,
Héamorrhagie, Lyse) [166].

Fiir die vorliegende Arbeit wurde der von Marchesan und Paper entwickelte modifizierte HET-
CAM-Assay verwendet [114], der aufgrund des geringen Substanzbedarfs besonders fiir
Untersuchungen zum Einfluss von Naturstoffen und Extrakten auf die chronische Entziindung
geeignet ist [167,168].

4.3.2.1 Durchfiihrung des modifizierten HET-CAM-Assays

Die Préiparation der bebriiteten Hiihnereier erfolgte in Analogie zum CAM-Assay (s. Kapitel
4.2.1). Um der natiirlichen Schwankungsbreite des biologischen Systems gerecht zu werden,
wurde erneut eine hohe Anzahl an Eiern (14) je Testsubstanz und Kontrollen eingesetzt und
jeder Versuch mindestens einmal wiederholt. Haufig werden nur ca. 6 Eier verwendet [137].
Im Gegensatz zum HET-CAM-Assay nach D’Arcy und Howard, bei dem ein mit Testsubstanz
imprégniertes Filterpapier als entziindliches Agens verwendet wird [164], diente
Natriumlaurylsulfat zur unspezifischen Membranirritation (Granulombildung, Verdnderungen
des Blutgefdflsystems). Anders als beim HET-CAM-Assay nach Liipke [137] wurden die
Testsubstanzen zeitgleich mit LS (50 pg/Pellet) in Form eines Agarosepellets auf die CAM
aufgebracht. Aus Kapazititsgriinden wurden die Testsubstanzen zur Eingangstestung stets in
einer Konzentration von 50 pg/Pellet eingesetzt.

Die Testung wurde auf der CAM 6 Tage alter Embryonen durchgefiihrt. Typisch fiir eine CAM
in diesem Stadium ist eine hohe Proliferationsrate, wodurch die Inkubationszeit von 4 Tagen
bei den iblicherweise verwendeten 8-10 Tage alten Embryonen [164] auf 24 h reduziert
werden konnte. AuBlerdem ist das Immunsystem des Embryos nach 6 Tagen noch nicht vollig
ausgereift, wodurch keine unspezifischen Membranreizungen, beispielsweise durch Partikel
der Eischale, auftreten [147,148].

Die Auswertung erfolgte nach einem von Marchesan und Paper entwickeltem Scoresystem
[114], bei dem in einem randomisierten Verfahren aufgrund spezifischer Charakteristika der

CAM die Zuordnung zu einer von 4 Kategorien erfolgt (s. Tabelle 11).
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Im Folgenden ist die antiinflammatorische Aktivitit stets mit der angiostatischen Aktivitit im

chronischen Entzlindungsprozess gleichzusetzen.

Tabelle 11: Scorewerte zur Evaluierung des antiinflammatorischen Effekts [114]

Kategorie  Beurteilung beobachteter Effekt

1 gereizt stark vaskularisiertes Granulom
sternformiges Adernetz um das Granulom
»dpannung™ der CAM mit einer Reichweite bis zu
8 mm um das Granulom

2 schwach gereizt schwach vaskularisiertes Granulom
diinnes sternformiges Adernetz um das Granulom
leichte ,,Spannung* der CAM mit einer Reichweite
bis zu 4 mm um das Granulom

3 schwach normalisiert  nur leicht vaskularisiertes Granulom, kleiner als bei
Scorewert 1 und 2
sternformiges Adernetz kaum erkennbar
keine ,,Spannung® der CAM

4 normalisiert kein Granulom oder nicht vaskularisierte, aus dem
Granulom entstehende ,,Narbe*
normales Adernetz wie bei Kontrolle
keine ,,Spannung® der CAM

Abbildung 21 =zeigt die charakteristischen Merkmale der durch Natriumlaurylsulfat
(50 pg/Pellet) induzierten Entziindung auf der CAM. In unmittelbarer Ndahe zum Pellet entsteht
innerhalb von 24 h ein stark vaskularisiertes Granulom, das von sternférmig zulaufenden
Kapillaren umgeben ist. Ein geiibtes Auge kann auch die durch die Granulombildung
verursachte ,,Spannung* der CAM bis zu einem Radius von 8 mm um die Entziindungsstelle

erkennen.

Wird dem Pellet z.B. Hydrocortison (50 pg/Pellet) zugesetzt, wird das filir eine Entziindung
typische sternformige Adernetz nicht ausgebildet. Ein Granulom ist nicht erkennbar, oder es
bleibt stattdessen eine vernarbte, nicht vaskularisierte Stelle auf der nicht ,,gespannten CAM

zuriick. In Abbildung 22 ist dieser der Kategorie 4 entsprechende Effekt gezeigt.
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Abbildung 21: Durch Natriumlaurylsulfat (50 pg/Pellet) induzierte Entziindung auf der CAM.
Beispiel fiir Kategorie 1 (s. Tabelle 11)

Abbildung 22: Hemmung der Natriumlaurylsulfat (50 pg/Pellet) induzierten Entziindung auf
der CAM durch Hydrocortison (50 pg/Pellet). Beispiel fiir Kategorie 4 (s.
Tabelle 11)
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Nach Zuordnung der ausgewerteten Eier zu einer der 4 Kategorien kann die

Entziindungshemmung [%] nach folgender Formel berechnet werden [114]:

Zahl (Eier Kategorie 3) + Zahl (Eier Kategorie 4)
1 Inhibition [%] = x 100%
Gesamtzahl lebender Eier

Bei dieser Methode erhalten Eier der Kategorie 3 und 4 die gleiche Gewichtung. Allerdings
geht die flir den Beobachter oft schwierige Differenzierung zwischen Kategorie 2 und 3
malgeblich in die Berechnung mit ein. Eine Alternative bietet der sog. Scoreindex, der die

Unterscheidung der beiden Kategorien nicht erfordert.

2 Scoreindex = Eier Kategorie 1 [%] x 2 + Eier Kategorie 2 [%] + Eier Kategorie 3 [%]

Die berechneten Scoreindices konnen im Intervall von 0 (vollstdndige Entziindungshemmung;:
alle Eier wurden der Kategorie 4 zugeordnet) bis 200 (fehlende Entziindungshemmung: alle
Eier wurden der Kategorie 1 zugeordnet) liegen.

Zahlreiche Reinsubstanzen und Extrakte unterschiedlicher Herkunft wurden mit diesem
Testmodell untersucht und der entziindungshemmende Effekt nach beiden Formeln berechnet
[114].

Der Vergleich der Ergebnisse der beiden Rechenmethoden zeigte eine gute Korrelation. Daraus
wurde Gleichung 3 abgeleitet, nach der die ermittelten Scoreindices in die Inhibition [%]

umgerechnet werden kdnnen.

3 Inhibition [%] = 99,87 — 0,53 x Scoreindex [169]

Die prozentuale Inhibition der Entziindung kann folgenden Effekten zugeordnet werden:

Tabelle 12: Zusammenhang zwischen prozentualer Inhibition und antiinflammatorischem
Effekt [114]

Inhibition antiinflammatorischer
Effekt

86%-100% stark
71%-85% gut
56%-70% schwach
41%-55% unsicher
<40% kein
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4.3.3 Ergebnisse der Testung im HET-CAM-Assay

An den in Kapitel 3 beschriebenen Testsubstanzen wurde untersucht, an welche strukturellen
Eigenschaften die antiinflammatorische Aktivitdt sulfatierter Kohlenhydrate gebunden ist.

Folgende Parameter wurden bearbeitet:

Pharmakologische Parameter
1 Dosis-Wirkungsbeziehung
Strukturelle Parameter
2 unsubstituierte Galactane
Sulfatierungsgrad
4  Kohlenhydratgrundgertist
glykosidische Verkniipfung
Verzweigungsgrad
Monomerbausteine
Position der Sulfatgruppen
Molekulargewicht
Lipophilie
Art der Substituenten

0 3 N W

4.3.3.1 Dosis-Wirkungsbeziehung

Das als inflammatorisches Agens eingesetzte Natriumlaurylsulfat (50 pg/Pellet), das zur
Kontrolle mitgetestet wurde, zeigte wihrend der Gesamtdauer der Testung stets eine starke
Entziindungsreaktion und war ohne inhibitorischen Effekt. Als Positivkontrolle wurde
Hydrocortison (50 pg/Pellet) verwendet, das zu einer anndhernd 85%igen Entziindungs-
hemmung fiihrte. Hydrocortison kann also die chronische Entziindungsreaktion deutlich

reduzieren, auch wenn das Steroid im akuten Entziindungsprozess wirkungslos ist [166].

Am Beispiel des -1,3-D-Galactans LaPS v S1 wurde die Konzentrationsabhingigkeit des in
vivo Effekts iiberpriift. Die antiinflammatorische Aktivitit nahm im Bereich von 50-
10 pg/Pellet konzentrationsabhéngig ab. In der niedrigsten getesteten Konzentration war
L4PS v S1 ohne Effekt. In der maximal eingesetzten Dosis dagegen hatte L4PS v S1 gute
antiinflammatorische Aktivitdit und war damit dem unfraktionierten bovinen Heparin

(schwacher Effekt) tiberlegen.
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Fiir Heparin werden vielfdltige entziindungshemmende Eigenschaften, beispielsweise bei der
Therapie von Asthma, beschrieben, die u.a. auf der Modulation von Selektin-Ligand
Interaktionen und verschiedenen Effekten auf Leukozyten, die bei der Entziindung eine

zentrale Rolle spielen, beruhen kénnten [170].

Der HET-CAM-Assay 14t also die Differenzierung der antiinflammatorischen Aktivitét einer

Verbindung abhingig von der eingesetzten Dosis zu.
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung: Antiinflammatorischer Effekt
von L4PS v S1 (schwarz). Zum Vergleich ist die prozentuale Inhibition von
Hydrocortison (Standardsubstanz) und dem Glucosaminoglykan Heparin
(unfraktioniert, bovine Darmmukosa) angegeben.
(*=p<0,05vs LS; *+=p < 0,05 vs Hydrocortison)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet

4.3.3.2 unsubstituierte Galactane

Wie schon im CAM-Assay [112] wurden zunéchst die unsubstituierten Galactane, soweit sie
zur Verfiigung standen, und weitere, in dieser Arbeit verwendete unsulfatierte Polysaccharide
auf ihr antiinflammatorisches Potential getestet.

Das B-1,4-verkniipfte B-Galactan sowie Arabinogalactan (AG), Laminarin und Alginsdure

zeigten einen unsicheren Effekt. Lediglich Polygalacturonséure (PGA) hatte einen schwachen
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Effekt. Der Unterschied zur ebenfalls uronsdurehaltigen Alginsdure war statistisch jedoch nicht
signifikant. Entscheidend fiir die antiinflammatorische Aktivitit eines Polysaccharids ist
demnach nicht nur eine negative Ladung z.B. durch Carboxylgruppen, sondern insbesondere
das Kohlenhydratgrundgeriist. Es deutet sich ein nur geringer Vorteil der a-1,4-Verkniipfung
(PGA) gegeniiber der B-1,3 (AG, Laminarin)- oder -1,4 (B-Galactan)-Verkniipfung an.
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Abbildung 24: Antiinflammatorische Effekte genuiner Galactane und weiterer in dieser Arbeit
verwendeter unsulfatierter Polysaccharide.
B-Galactan: B-1,4-D-Galactan; PGA: a-1,4-D-Galacturonsidure; AG: Arabino-
galactan; Laminarin: -1,3-D-Glucan; Alginsdure: B-1,4-D-Mannuronsiure/
o-1,4-L-Guluronséaure
(*=p<0,05vs LS; ** =p < 0,05 vs Hydrocortison)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

4.3.3.3 Bedeutung des Sulfatierungsgrads

An vier verschiedenen LuPS-sulfaten wurde der Einfluss des Sulfatierungsgrads auf die
Entziindungshemmung untersucht. Mit Ausnahme von LuPS S3 mit deutlich geringerem
Polymerisationsgrad haben alle Galactane anndhernd die gleiche Kettenlinge. Die Zunahme

des MW beruht auf der steigenden Zahl von Sulfatgruppen (s. Tabelle 13).
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Tabelle 13: MW und DS getesteter LuPS-sulfate (geordnet nach steigendem DS) [112]

Galactansulfate  LuPS S7 LuPS S8 LuPS S9 LuPS S3
DS 0,27 0,53 0,72 1,65
MW [kDa] 12 19 20 10

Unabhéngig vom Sulfatierungsgrad war bei den LuPS-sulfaten ein schwacher Effekt auf die
chronische Entziindung zu beobachten (s. Abbildung 25). Verglichen mit der unsulfatierten
Grundstruktur B-Galactan (s. Abbildung 24) zeigte sich jedoch eine Wirkungsverstarkung.

Die Einfiihrung negativ geladener Sulfatgruppen fiihrte zu aktiven -1,4-D-Galactanen, deren

entziindungshemmende Effekte mit PGA vergleichbar waren (s. Abbildung 24).
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Abbildung 25: Antiinflammatorische Effekte von [-1,4-D-Galactanen (LuPS-sulfate) mit
unterschiedlichem Sulfatierungsgrad (von links nach rechts mit steigendem
DS, s. Tabelle 13).
(*=p <0,05vs LS; ** =p < 0,05 vs Hydrocortison)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

Die Untersuchung von Galactanen mit abweichendem Verkniipfungstyp (a-1,4-, B-1,3-
Verkniipfung) lieferte ein uneinheitliches Bild (s. Abbildung 26).

Wihrend a-Galactan ul S1 (a-Gal ul S1) einen mit den LuPS-sulfaten vergleichbaren Effekt
hatte, zeigte a-Galactan Is S1 (a-Galls S1) trotz eines geringeren Sulfatierungsgrads eine

iiberraschend deutliche entziindungshemmende Aktivitét (Inhibition 83%).
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Die Testung des 3-1,3-verkniipften LaPS v S1 mit einem DS = 2 ergab wie bei dem aktivsten
a-1,4-D-Galactan a-Galactan Is S1 einen guten Effekt.

Dies deutet darauf hin, dass die antiinflammatorischen Eigenschaften der Galactane au3er vom
Sulfatierungsgrad vermutlich noch von weiteren Parametern wie z.B. der glykosidischen

Bindungsart abhdngen.
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Abbildung 26: Antiinflammatorische Effekte von a-1,4 (A)- und -1,3 (®)-D-Galactanen im
Vergleich zu den B-1,4-D-Galactanen (W) mit unterschiedlichem Sulfatierungs-
grad (von links nach rechts mit steigendem DS).

Testkonzentration: 50 pg/Pellet

4.3.3.4 Bedeutung des Kohlenhydratgrundgeriists

Bedeutung der glykosidischen Verkniipfung

Wie bereits im vorigen Kapitel angedeutet wird die antiinflammatorische Aktivitit der
Galactane nicht nur vom Sulfatierungsgrad bestimmt.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Struktur des Kohlenhydratgrundgertists
und der Hemmung der chronischen Entziindung erforderte die Beriicksichtigung des
unterschiedlichen Sulfatierungsgrads der Polysaccharidderivate. Die getesteten Derivate
wurden mit den LuPS-sulfaten verglichen (s. Abbildung 27).

Die a-1,4-D-Galactansulfate erwiesen sich gegeniiber den LuPS-sulfaten als mindestens
gleichwertige Entziindungsinhibitoren. Auffallend war die Uberlegenheit von a-Galactan Is S1

(a-Gal Is S1) gegeniiber a-Galactan ul ST (a-Gal ul S1). Vermutlich ist der DS nur von



In vivo Testung 61

untergeordneter Bedeutung; vielmehr scheint der im Vergleich zu o-Galactan ul erhohte
Galacturonsduregehalt (a-Galactan Is: 7,9%; a-Galactan ul: 4,7%) und der Anteil von ca. 7%
Rhamnose in a-Galactan Is [112] wesentlich zur Wirkung beizutragen. Unter der Annahme,
dass bei den -1,4-D-Galactanen (LuPS-sulfate) auch bei einer Steigerung des DS iiber 1,65
keine wesentliche Anderung des antiinflammatorischen Potentials auftritt, zeigte sich bei
einem der getesteten -1,3-D-Galactane (LaPS v S1) eine Wirkungssteigerung. Trotz praktisch
identischem DS (L4PS v S1: DS =1,98; AG S1: DS =2,0) erzielte dagegen das sulfatierte
Léarchenarabinogalactan AG S1 lediglich eine mit den LuPS-sulfaten vergleichbare Aktivitit.
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Abbildung 27: Antiinflammatorische Effekte von a-1,4 (A)- und B-1,3 (®)-D-Galactanen mit
unterschiedlichem Sulfatierungsgrad, genuinen Carrageenanen (O) und
sulfatierter Agarose () (von links nach rechts mit steigendem DS). Die zum
Vergleich angegebenen Werte der [-1,4-D-Galactane (W) sind ohne
Beschriftung.

Testkonzentration: 50 pg/Pellet

Die alternierend aus o-1,3- und p-1,4-verkniipfter D-Galactose aufgebauten genuinen
Carrageenane konnten die Entziindungsreaktion teilweise effektiver hemmen als die LuPS-
sulfate. Es wird deutlich, dass wiederum der Sulfatierungsgrad, ebenso aber der
unterschiedliche «-3,6-D-Anhydrogalactosegehalt (-, 1-, 6-Carrageenan: anhydrogalactose-
haltig; A-Carrageenan: keine Anydrogalactose) nur geringen Einfluss haben, vielmehr wird die
biologische Aktivitdt durch die Position der Sulfatgruppen moduliert (vgl. Kapitel 4.3.3.5).

Das sulfatierte Agarosederivat Agarose S3 war in seinen entziindungshemmenden
Eigenschaften mit den LuPS-sulfaten vergleichbar. Somit stellt die Mischstruktur der Agarose
aus [-1,3-D-Galactose- und o-1,4-(3,6)-Anhydro-L-Galactose-Bausteinen keinen Nachteil
gegeniiber den einheitlichen 3-1,4-D-Galactanen dar.
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Bedeutung des Verzweigungsgrads

Ob moglicherweise ein verzweigtes Kohlenhydratgrundgeriist einen Einfluss auf die Wirkung
hat, wurde am Beispiel unterschiedlich stark verzweigter Arabinogalactane untersucht.
LaPS v S1 (DS =1,98) und das sulfatierte Larchenarabinogalactan AG S1 (DS = 2,0) wurden
mit einem anndhernd so hoch sulfatierten -1,4-D-Galactan, LuPS S3 (DS = 1,65) verglichen.

Inhibition [%]
0

90 T* starker Effekt
80 guter Effekt
70 === mmmmmmm oo
60 schwacher Effekt
50 unsicherer Effekt
40 T " %% 77
30 T
20 kein Effekt
10

0

'
’2{;,0
7]

Abbildung 28: Antiinflammatorische Effekte der verzweigten B-1,3-D-Galactane L&PS v S1
und AG S1 im Vergleich zum B-1,4-D-Galactan LuPS S3.
(*=p <0,05vs LS; ** =p < 0,05 vs Hydrocortison)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

LaPS v S1, das an jedem 2. Galactosemolekiil der Grundkette an Position 6 eine aus 1-2
Galactosemolekiilen bestehende Seitenkette trdgt, erzielte einen anndhernd so guten
antiinflammatorischen Effekt im HET-CAM-Assay wie Hydrocortison und war damit LuPS S3
iiberlegen. Obwohl der Sulfatierungsgrad von AG S1 nahezu mit dem von L&PS v SI
tibereinstimmt, war es in seiner Aktivitit lediglich mit LuPS S3 vergleichbar. Neben einem
hoheren Arabinosegehalt (AG: 12,2%; LaPS v: 2,7%) [112] scheint unter anderem auch der

hohere Verzweigungsgrad fiir die Wirkungsabnahme von AG S1 verantwortlich zu sein.
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Bedeutung der Monomerbausteine des sulfatierten Polymers

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob sulfatierte Polysaccharide mit von Galactanen
abweichenden Monomerbausteinen ebenfalls antiinflammatorisches Potential besitzen. Neben
Fucoidanen unterschiedlicher Herkunft wurden PPS und Derivate verschiedener Glucane
(Laminarin, Lichenan) getestet.

Die Fucoidane lieBen sich abhingig von der isolierten Spezies in eine Gruppe mit guter
antiinflammatorischer Aktivitat (Fucus vesiculosus L. (Fucoidan (ves.)), Laminaria saccharina
(L.) Lam. (Fucoidan (lam.)) [154]) und eine Gruppe mit lediglich unsicherer Wirkung (Fucus
evanescens C.Ag. (Fucoidan (ev.)) [155]) einteilen. Moglicherweise trigt die Variabilitdt der
Fucoidane, die meist heterogene, verzweigte Polysaccharide unterschiedlichen Verkniipfungs-
typs mit zusétzlichen Monosaccharidkomponenten und Acetylgruppen sowie uneinheitlichem
Sulfatierungsmuster darstellen [155], zu den unterschiedlichen in vivo Effekten bei.

Die antiinflammatorische Aktivitdt von Fucoidan beruht vermutlich auf einer Interaktion mit
Selektinen (P- und L-Selektin). In einem Rattenmodell wurde der Effekt von Fucoidan auf die
Einwanderung von Leukozyten ins Bauchfell nach Peptoninjektion untersucht. Dabei konnte
eine dosisabhidngige Hemmung der Leukozytenmigration beobachtet werden. In vitro
Experimente zeigten eine hohe Affinitdt von Fucoidan sowohl zu isoliertem als auch in der
Plasmamembran aktivierter Plattchen gebundenem P-Selektin [171]. In Untersuchungen einer
japanischen Arbeitsgruppe zeigte Fucoidan, das an L-Selektin bindet und dessen Funktionen
inhibiert (u.a. Adhision und ,,Rollen” der Leukozyten), eine signifikante Inhibition der
verzogerten Hautreaktion mit Trinitrochlorbenzen (TNCB) sensibilisierter Balb/c Mause [172].
Bereits 1983 stellten Stoolman und Rosen eine signifikante Inhibition der Adhésion von
Lymphozyten an der Oberfliche von PNHEV (postcapillary high endothelial venules within
peripheral lymph nodes) in Gegenwart von Fucoidan, nicht jedoch von Heparin, Dextransulfat
und Chondroitinsulfat fest [173].

PPS mit Xylose als Monomerbaustein zeigte ebenso wie die Glucanderivate LAM S5 und
LiPS IX einen guten entziindungshemmenden Effekt. Dabei scheint die alternierende 3-1,3/B-
1,4-Verkniipfung des hohermolekularen Lichenanabkémmlings LiPS IX gegeniiber der B-1,3-
glykosidischen Bindung von LAM S5 bei vergleichbar hohem DS (DS >2,1) geringfligig
bevorzugt zu sein. Mit Ausnahme von Fucoidan (ev.) aus Fucus evanescens C.Ag. waren alle
untersuchten Verbindungen den (-1,4-D-Galactanen {iberlegen und in ihrer Aktivitit mit den
potentesten  Galactanderivaten (a-1,4-, B-1,3-D-Galactane, a-1,3/B-1,4-D-Galactane
(Carrageenane)) vergleichbar (s. Abbildung 27). Somit ist Galactose als Monomerbaustein fiir

ein mogliches entziindungshemmendes Potential nicht zwingend erforderlich, sondern kann
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durch andere Monomere (z.B. L-Fucose, D-Xylose, D-Glucose) mit entsprechendem

Sulfatierungsgrad ersetzt werden.
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Abbildung 29: Antiinflammatorische =~ Effekte = verschiedener = Polysaccharide = ohne
Galactangrundgeriist.
Fucoidan (ves.): Fucus vesiculosus L.; Fucoidan (lam.): Laminaria saccharina
(L.) Lam.; Fucoidan (ev.): Fucus evanescens C.Ag.; PPS: Xylanpolysulfat;
LAM S5: B-1,3-D-Glucan; LiPS IX: 3-1,3/B-1,4-D-Glucan
(*=p<0,05 vs LS; **=p<0,05 vs Hydrocortison; #***=p<0,05 vs
Fucoidan (ves.))
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

4.3.3.5 Bedeutung der Position der Sulfatgruppen

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob Sulfatgruppen in bestimmten Positionen
essentiell fiir eine antiinflammatorische Wirkung sind bzw. keinen Einfluss auf die biologische
Aktivitdit haben. Zunichst wurden die genuinen Carrageenane, die charakteristischerweise
selektiv sulfatiert sind, getestet (s. Abbildung 30). Tabelle 14 enthdlt einige wichtige

Strukturparameter der getesteten Polymere.
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Tabelle 14: Carrageenane: Sulfatierungsgrad (DS) und Position der Sulfatgruppe(n) [112]

Carrageenan DS Position der Sulfatgruppe(n)

K- 0,43  B-1,3-Galactose (4) a-1,4-Anhydrogalactose (-)
- 0,70  B-1,3-Galactose (4) a-1,4-Anhydrogalactose (2)
0- 0,81 B-1,3-Galactose (2) a-1,4-Anhydrogalactose (2)
A- 0,92  B-1,3-Galactose (2) a-1,4-Galactose (2,6)

k-Carrageenan mit Sulfatgruppen lediglich in Position 4 der B-1,3-Galactose hatte, trotz des
niedrigsten DS innerhalb der untersuchten Carrageenane, einen deutlichen Effekt. Das
zusitzlich in Position 2 der a-1,4-Anhydrogalactose sulfatierte 1-Carrageenan mit einem
mittleren DS zeigte die hochste antiinflammatorische Aktivitit. 0-Carrageenan war trotz eines
hoheren Sulfatierungsgrad das Derivat mit der schwéchsten Wirkung (s. Abbildung 30). Der
wesentliche Unterschied zu k- und 1-Carrageenan besteht in der abweichenden Position der

Sulfatgruppe im B-1,3-Galactoseanteil (Position 2 statt Position 4).

Entscheidend fiir einen starken entziindungshemmenden Effekt der Carrageenane ist demnach
eine in Position 4 sulfatierte 3-1,3-Galactose. Eine zusitzliche Sulfatgruppe in Position 2 der
a-1,4-Anhydrogalactose bewirkt eine klare Wirkungssteigerung. Dieser Gesamteffekt konnte
auch nicht durch das in der Zuckerzusammensetzung modifizierte (keine Anhydrogalactose)
hoher sulfatierte A-Carrageenan mit Sulfatgruppen in Position 2 der -1,3-Galactose bzw. 2
und 6 der a-1,4-Galactose erreicht werden (s. Abbildung 30).

Grundsitzlich sind bei den Carrageenanen jedoch Sulfatgruppen in allen Positionen geeignet,

um eine antiinflammatorische Wirkung zu erzielen.

Die entziindungshemmenden Eigenschaften der Carrageenane im HET-CAM-Assay scheinen
im Widerspruch zu ihrer Verwendung als 1%ige Losung zur Provokation einer Entziindung in
der Rattenpfote, einem klassischen Entziindungsmodell (Rattenpfotenddem), zu stehen
[117,157]. Diese Diskrepanz ist allerdings auf die verschiedenen Stadien der Entziindung, die
den einzelnen Tests zugrunde liegen (HET-CAM-Assay: chronische Entziindung—
Rattenpfotenddem: akute Entziindung), und die unterschiedliche Applikationsart (HET-CAM-

Assay: Membran — Rattenpfotenddem: subkutane Injektion) zuriickzufiihren.
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Abbildung 30: Antiinflammatorische Effekte genuiner Carrageenane (von links nach rechts
mit steigendem DS, s. Tabelle 14).
(*=p<0,05 vs LS; **=p<0,05 vs Hydrocortison; ***=p<0,05 vs 1-
Carrageenan)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

Um den Einfluss des Sulfatgehalts zu beriicksichtigen, wurde der inhibitorische Effekt gegen
den DS aufgetragen (s. Abbildung 31).

Dabei zeigte das unselektiv sulfatierte Agarosederivat (Agarose S3) einen vergleichbaren
Effekt wie die ebenfalls unselektiv sulfatierten B-1,4-D-Galactane (LuPS-sulfate), die DS-
unabhéngig schwache entziindungshemmende Eigenschaften haben. Die genuin selektiv
sulfatierten Carrageenane, bei denen die Position der Sulfatgruppe(n) die Wirkung
entscheidend beeinflusst (s. Abbildung 30), wichen davon ebenso wie das selektiv in Position 6
desulfatierte LuPS S5 6DS ab.

Unter der Annahme, dass fiir LuPS S5, das nicht mehr in ausreichender Menge zur Testung zur
Verfligung stand, ein analoger Zusammenhang zwischen DS und antiinflammatorischer
Aktivitit wie fir die ibrigen getesteten LuPS-sulfate besteht, fiihrte die selektive

Desulfatierung dieses Derivats zu dem wirkungslosen LuPS S5 6DS.
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Daraus kann gefolgert werden, dass zumindest bei den LuPS-sulfaten eine Sulfatgruppe in
Position 6 wesentlich zur Entziindungshemmung beitrdgt. Um dieses Resultat verallgemeinern

zu konnen, miissten noch weitere Derivate iiberpriift werden.
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Abbildung 31: Abhéngigkeit des entziindungshemmenden Effekts vom DS.
Selektiv sulfatierte Galactane: genuine Carrageenane (k-, 1-, 0-, A-
Carrageenan): (0); LuPS S5 6DS (in Position 6 selektiv desulfatiertes -1,4-
D-Galactan): (@).
Unselektiv ~ sulfatierte Verbindungen: LuPS-sulfate: (M) (unbeschriftete
Symbole); sulfatierte Agarose (Agarose S3): ().
Testkonzentration: 50 pg/Pellet

In einem weiteren HET-CAM-Assay wurden drei selektiv sulfatierte Cellulosederivate
getestet. Die mit Cellulose O-2 (DS = 0,56; Position 2 sulfatiert), Cellulose O-3 (DS = 0,98;
Position 3 sulfatiert) und Cellulose 2-3 (DS = 1,33; Position 2 und 3 sulfatiert) bezeichneten
Verbindungen variierten aufler im Molekulargewicht insbesondere in Sulfatierungsgrad und

Position der Sulfatgruppen.

Wie aus Abbildung 32 zu erkennen ist, korrelierte ein hoher DS nicht zwingend mit einem
guten in vivo Effekt, da Cellulose O-3 trotz eines annidhernd doppelt so hohen DS wie
Cellulose O-2 wirkungslos war. Somit scheint eine Monosulfatierung nur in Position 2, nicht

jedoch in Position 3 der -1,4-D-Glucane zu antiinflammatorischen Verbindungen zu fiithren.

Nicht vollig ausgeschlossen werden kann jedoch ein Einfluss des Molekulargewichts, das bei
Cellulose O-3 mit 60 kDa doppelt so hoch ist wie bei Cellulose O-2.
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Die in Position 2 und 3 selektiv sulfatierte Verbindung mit hohem DS (Cellulose 2-3) zeigte

den stérksten in vivo Effekt. Demnach fiihrt die Einfiihrung einer zusétzlichen Sulfatgruppe in

Position 3 der

Glucankette zu einer deutlichen Aktivititssteigerung im Vergleich zur

monosubstituierten 2-OH-Gruppe.
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Abbildung 32: Testung selektiv sulfatierter Cellulosederivate (Cellulose O-2, Cellulose O-3,
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Cellulose 2-3). Der DS steigt von links nach rechts.

(*=p<0,05 vs LS; **=p<0,05 vs Hydrocortison; #***=p<0,05 vs

Cellulose 2-3)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

Die Untersuchungen zum mdglichen Einfluss der Position der Sulfatgruppe(n) lassen die

folgenden Schliisse zu:

1 Sulfatgruppen in Position 4 der [-1,3-Galactose der Carrageenane fithren zur

Entziindungshemmung. Zusétzliche Sulfatgruppen in Position 2 der o-1,4-Anhydro-

galactose verstirken den Effekt.

2 Sulfatgruppen in Position 6 sind fiir die Wirkung der p3-1,4-D-Galactane (LuPS-sulfate)

zwingend erforderlich.

3 Sulfatgruppen in Position 2 der Cellulosesulfate fithren zur Entziindungshemmung.

Zusétzliche Sulfatgruppen in Position 3 steigern die Wirkung deutlich.
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4.3.3.6 Bedeutung des Molekulargewichts

Die Untersuchung des Einflusses des Molekulargewichts auf die antiinflammatorische
Wirkung erfordert Derivate, die sich ausschlieBlich im Molekulargewicht unterscheiden.
Voraussetzung ist zudem eine mdglichst homogene Verteilung der Sulfatgruppen. Die durch
Sulfatierung von Polysacchariden gewonnenen Galactane enthalten jedoch neben mehrfach
substituierten auch unsubstituierte Zuckerbausteine.

Deshalb wurde als Beispielsubstanz 1-Carrageenan verwendet, das zwar naturgemill eine
gewisse Inhomogenitidt aufweist, bei dessen Abbau durch Dialyse und anschlieBender
Lyophilisation (1-Carrageenan pH 3,2) sowie nachfolgender GPC-Fraktionierung (D3, D4, D5,
D6, D7) jedoch Derivate gewonnen werden, die strukturell sehr dhnlich sind und sich

hauptsichlich im Molekulargewicht unterscheiden.
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Abbildung 33: Antiinflammatorische Effekte des hydrolysierten 1-Carrageenans (-
Carrageenan pH 3,2) und seiner niedermolekularen Fraktionen (D3, D4, D5,
D6, D7). Das Molekulargewicht steigt von links nach rechts.
(*=p<0,05 vs LS; **=p<0,05 vs Hydrocortison; ***=p <0,05 vs 1-
Carrageenan; **** = p < 0,05 vs 1-Carrageenan pH 3,2)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

In Abbildung 33 sind die inhibitorischen Effekte von 1-Carrageenan und seinen Derivaten von
links nach rechts mit steigendem Molekulargewicht angegeben. Keine der niedermolekularen

Verbindungen erreichte die gute Aktivitdt der Ausgangssubstanz 1-Carrageenan. Zeigte bereits
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1-Carrageenan pH 3,2 einen deutlichen, wenn auch statistisch nicht signifikanten
Wirkungsverlust, so hatten dessen Fraktionen (D3, D4, D6, D7) nur unsichere Effekte. Bei D5
mit einem MW von 2400 Da trat die geringste Entziindungshemmung auf (kein Effekt).

Im Falle von 1-Carrageenan nimmt also die antiinflammatorische Aktivitét bei Reduzierung des

Molekulargewichts eindeutig ab.

Zusatzlich wurde der Einfluss einiger Oligosaccharide auf die chronisch-entziindliche

Angiogenese untersucht.
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Abbildung 34: Testung verschiedener sulfatierter Oligosaccharide  unterschiedlicher
Monomerenzahl im HET-CAM-Assay.
(*=p<0,05vs LS; *x=p < 0,05 vs Hydrocortison)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

Saccharoseoctasulfat ist ein hochsulfatiertes Disaccharid, bei dem im HET-CAM-Assay, wie
auch bei dem kurzkettigen k-Carrageenan—Abkommling Neocarratetraose-disulfat, nur ein
unsicherer Effekt festgestellt wurde. Das um 2 Monomereinheiten ldngere Neocarrahexaose-
trisulfat hingegen war wie die Ausgangsverbindung k-Carrageenan schwach aktiv. Diese
Ergebnisse stehen in Einklang mit den bei der Untersuchung von niedermolekularen t-
Carrageenan-Derivaten beobachteten Effekten: Auch hier waren die Derivate mit geringer
Kettenldnge inaktiv (s. Abbildung 33).
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Ob dieses Ergebnis auch auf andere Polysaccharide, insbesondere auf einheitlich verkniipfte
Galactansulfate, iibertragen werden kann, ist unklar und muss sicherlich in jedem Einzelfall

gesondert untersucht werden.

4.3.3.7 Bedeutung der Lipophilie

Am Beispiel von Methyl-i-Carrageenan, dem Methylether von 1-Carrageenan, wurde

untersucht, ob eine Erh6hung der Lipophilie Auswirkungen auf die Entziindungshemmung hat.
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Abbildung 35: Vergleich der antiinflammatorischen Wirkung von 1-Carrageenan und seinem
Methylether (Methyl-1-Carrageenan).
(*=p<0,05vs LS; **=p < 0,05 vs Hydrocortison)
Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

In friheren Arbeiten zur antiangiogenen Aktivitit im CAM-Assay zeigte das methylierte
Derivat im Vergleich zu 1-Carrageenan eine Wirkungsverstiarkung bei gleichzeitigem Verlust
der FGF-2 antagonistischen Eigenschaften auf Endothelzellen (FBHE-Zellen) in einem in vitro
Assay [112]. In Analogie dazu stehen Ergebnisse aus Struktur-Wirkungsuntersuchungen von
an freien OH-Gruppen alkylierten Heparinoiden, die zu einer Steigerung der Anti-Faktor Xa
Aktivitdt filhrten. Die optimale Wirkung wurde durch ein Derivat mit Butylresten erreicht, eine
weitere Verldngerung der Alkylkette fithrte zur Wirkungsabnahme bzw. zum voélligen

Wirkungsverlust bei Veretherung mit einem Tetradecylrest [174].
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Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen ging im HET-CAM-Assay durch die Derivatisierung
von 1-Carrageenan und dem damit verbundenen Lipophilieanstieg ein Grofiteil der Wirkung

verloren.

4.3.3.8 Art der Substituenten

Im menschlichen Organismus liegen neben Schwefelsdureestern auch Phosphorsiureester von
Kohlenhydraten vor. Deshalb wurden auch Galactanphosphate auf ihr antiinflammatorisches
Potential hin getestet.

Bei den beiden eingesetzten Verbindungen handelte es sich um lineare [-1,4-D-Galactane
(LuPS-Derivate), die in unterschiedlichem Ausmall mit Phosphorsdure verestert waren
(LuPS P1: DS(PO4) = 0,81; LuPS P2: DS(PO4) = 0,40).

Eine weitere Modifikation bestand in der Einfiihrung eines Fluoratoms in das (-1,4-D-
Grundgeriist mit anschlieBender Sulfatierung, sodass das gewonnene Derivat einen gemischten
Ester darstellte (LuPSF S1: DS(SO4)=1,75; DS(F)=0,63). Im Vergleich zu reinen

Galactansulfaten fiihrte die ladungsneutrale Fluorierung zu einer gewissen Lipophilieerh6hung.

Der Ersatz von Sulfatgruppen in (-1,4-D-Galactanen durch geladene oder neutrale
Substituenten (Phosphatgruppen, Fluoratome) bewirkte keine wesentliche Anderung der
entziindungshemmenden Eigenschaften, wie aus dem Vergleich mit dem f-1,4-D-Galactan
LuPS S3 deutlich wird. LuPS F S1, das einen geringfiigig héheren DS als LuPS S3 hat,
entsprach in seiner Wirkung dem Galactansulfat. Die zusitzliche Fluorierung hatte demnach
keinen erkennbaren Einfluss auf das Entziindungsgeschehen. Zumindest hatte die durch das
Fluoratom verursachte erhohte Lipophilie keine negativen Auswirkungen hinsichtlich der
Vertrdglichkeit, die bei LuPSF S1 und LuPS S3 iibereinstimmend gut war. Dies ist
insbesondere im Hinblick auf eine mdgliche therapeutische Anwendung von Interesse, da bei
lipophileren Verbindungen im Vergleich zu den hydrophilen Galactansulfaten eine verbesserte
Resorption zu erwarten sein diirfte.

Bei den phosphatierten Galactanen deutete sich eine Abhéngigkeit des in vivo Effekts vom
Substitutionsgrad an. Das Derivat mit dem hdochsten DS(PO,) (LuPS P1) war am aktivsten.
Dieser Trend konnte bei den Galactansulfaten, die iiber einen weiten DS-Bereich nahezu
identische Wirkung haben, nicht beobachtet werden (vgl. Kapitel 4.3.3.3).
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Abbildung 36: Effekte der Galactanester verschiedener anorganischer Sduren.

LuPS F S1 fluoriertes -1,4-D-Galactansulfat

LuPS P1 phosphatiertes 3-1,4-D-Galactan, DS(PO4) = 0,81

LuPS P2 phosphatiertes -1,4-D-Galactan, DS(PO,4) = 0,40

LuPS S3 -1,4-D-Galactansulfat, DS(SO4) = 1,65

(*=p<0,05 vs LS; #x=p<0,05 vs Hydrocortison; ***=p<0,05 vs
LuPS S3)

Testkonzentration: 50 pg/Pellet
Hydrocortison: Positivkontrolle

4.3.3.9 Diskussion der pharmakologischen und strukturellen Parameter

Die Untersuchung des pharmakologischen Aspekts lieferte einen linearen Zusammenhang
zwischen eingesetzter Dosis an Galactansulfat und erzielter Wirkung. Linear ist hier im Sinne
eines stetigen Anstiegs der Wirkung bei steigender Dosis zu verstehen. Dies bestdtigte die
Eignung des verwendeten Scoresystems zum Wirkvergleich zwischen unterschiedlichen

Dosierungen einer Substanz und gleichen Dosierungen verschiedener Substanzen.

Bei der Bearbeitung der strukturellen Voraussetzungen fiir eine antiinflammatorische Wirkung
der Galactansulfate deutete sich nur ein untergeordneter Einfluss des Sulfatierungsgrads an.
Bei den B-1,4-D-Galactanen blieb im erfassten DS-Bereich (0,27-1,65) die Wirkung nahezu

unverdndert. Jedoch fiihrte erst die Sulfatierung des unsubstituierten Grundgeriists zu
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wirksamen Verbindungen. Auch bei Galactanen mit a-1,4- und B-1,3-glykosidischer Bindung

konnte kein eindeutiger Einfluss des DS festgestellt werden.

Vielmehr zeigte sich eine deutliche Abhidngigkeit von der Verkniipfungsart der
Kohlenhydratkette. Eine der aktivsten Verbindungen war ein a-1,4-D-Galactan mit hohem
Galacturonsiuregehalt und einem ca. 7%igem Rhamnoseanteil (a-Galactan Is S1). Bereits eine
unsulfatierte a-1,4-verkniipfte Galactankette wies einen geringen Vorteil gegeniiber einem [3-
1,3- oder B-1,4-verkniipften Grundgeriist auf. 3-1,4-D-Galactansulfate hatten DS-unabhéngig
einen schwachen Effekt. Ebenso erwies sich eine alternierende Verkniipfung wie bei dem
Agarosesulfat (B-1,3-D-Galactose und a-1,4-(3,6)-Anhydro-L-Galactose) als vergleichbar
aktiv. Demgegeniiber hatten Galactane mit 3-1,3- oder alternierend a-1,3/B-1,4-glykosidischer
Bindung z.T. stirkere Effekte, wobei jedoch der Einfluss weiterer Strukturparameter
(Verzweigungsgrad, Position der Sulfatgruppen) nicht unberiicksichtigt bleiben darf.

Auch die Struktur des Kohlenhydratgrundgeriists hatte einen Einfluss auf die Aktivitdt der
Galactansulfate. Bei den -1,3-D-Galactanen fiihrte eine zunehmende Verzweigung in Position
6 zur Wirkungsabschwichung. Ob dieser Zusammenhang allgemeingiiltig ist, miissen weitere
Untersuchungen, z.B. mit verzweigten 3-1,4-D-Galactanen, zeigen.

Die antiinflammatorische Aktivitit ist nicht an eine Galactangrundstruktur gebunden, wie die
Testung von Fucoidanen, PPS und sulfatierten Glucanen (Abkommlinge von Laminarin,
Lichenan, Cellulose), die den B-1,4-D-Galactanen eindeutig iiberlegen waren, offenbarte.
Jedoch ist bei diesen Verbindungen mit einem héheren Nebenwirkungspotential zu rechnen.
Fucoidan und Glucansulfate haben einen starken Einfluss auf die Blutgerinnung, und
zumindest das sulfatierte B-1,3-D-Glucan LAM S5 erwies sich als embryotoxisch (CAM-
Assay) [105].

Im Einzelfall kann die Stellung der Sulfatgruppen entscheidenden Einfluss auf die
antiinflammatorische Wirkung haben. In der Gruppe der Carrageenane waren v.a. Derivate mit
Sulfatgruppen in Position 4 der -1,3-Galactose aktiv. Zusétzliche Sulfatgruppen in Position 2
der a-1,4-Anhydrogalactose resultierten in einer deutlichen Wirkungssteigerung. Bei den
LuPS-sulfaten fiihrte die Desulfatierung in Position 6 der Galactose zu einem inaktiven
Derivat. Die Testung selektiv sulfatierter -1,4-Glucane zeigte, dass nur in Position 2, nicht
jedoch in Position 3 monosulfatierte Derivate aktiv sind. Die zusétzliche Sulfatierung in

Position 3 resultierte in einer Verstirkung der Entziindungshemmung.

Ein Einfluss des Molekulargewichts konnte nur fiir 1- und x-Carrageenan und deren Derivate

gezeigt werden. So hatten die niedermolekularen Verbindungen stets geringere Aktivitdt als
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die jeweilige Ausgangsverbindung bzw. waren ohne Effekt. Ob diese Beobachtung auch auf
andere Polysaccharide iibertragen werden kann, miisste in weiteren Untersuchungen geklart
werden.

Eine geringfiigige Erhdhung der Lipophilie kann im Einzelfall zu Wirkabschwéichung fiihren
(methyliertes 1-Carrageenan). Bei einem fluorierten Galactansulfat war hingegen kein
Unterschied im Vergleich zu reinen Galactansulfaten zu beobachten.

Im Allgemeinen ist eine gute antiinflammatorische Aktivitit an negative Ladungen gebunden.
Jedoch miissen nicht zwingend Sulfatgruppen vorliegen; stattdessen konnen ohne Wirkverlust

auch Phosphatgruppen in die Zuckermolekiile eingefiihrt werden.

4.4 TUM-CAM-Assay

4.4.1 Tumorangiogenese

Physiologische und pathologische Angiogenese (z.B. Tumorangiogenese) werden zwar im
Wesentlichen von den gleichen Stimulatoren und Inhibitoren beeinflusst, jedoch unterscheiden
sie sich grundlegend in ihrer Regulation [175]. Wahrend unter physiologischen Bedingungen
die GefdBneubildung streng kontrolliert und zeitlich stark begrenzt ist, findet wihrend
Tumorwachstum und Metastasierung eine unkontrollierte Zellproliferation statt. Krebszellen
beginnen zundchst sich rasch zu teilen. Es entsteht ein mikroskopisch kleiner, avaskulédrer
Tumor (in situ Karzinom), der jahrelang latent und unentdeckt bleiben kann. Nach Monaten
oder Jahren kann ein in situ Tumor durch ein Ungleichgewicht zwischen positiven und
negativen Regulatoren in den angiogenen Phinotyp iibergehen (,,angiogenic switch®) und die
Bildung neuer Blutgefifle und Metastasen induzieren [28]. Sowohl unter physiologischen als
auch unter pathologischen Bedingungen ist Hypoxie der Hauptinitiator des angiogenen
Prozesses. Durch stark proliferierende Krebszellen entstehen im Innern der Tumormasse
hypoxische Bereiche, die in den betroffenen Zellen die Expression von VEGF induzieren
[176]. Mit HIF-1a konnte der dafiir verantwortliche Transkriptionsfaktor identifiziert werden
[177]. Durch den Sauerstoffmangel konnen auch Makrophagen zur Sekretion peptidischer
endothelialer Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, FGFs) angeregt werden [178]. Neben VEGF
sind aber auch andere Wachstumsfaktoren wie z.B. FGF-1 und FGF-2 sowie Oncogene (v-ras,
K-ras, v-raf, src, fos, v-yes) direkt an der Tumorangiogenese beteiligt [28,179].

Eine Sonderstellung in der Klasse der soliden Tumoren nimmt das Glioblastom (s. Kapitel
4.4.2) ein, dessen angiogene Aktivitdt, im Gegensatz zu anderen Tumoren (z.B. priméres

Mammakarzinom), hauptséchlich auf VEGF als einzigem angiogenem Faktor beruht [180].
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4.4.2 Primire Tumoren des zentralen Nervensystems

Hirntumoren sind bei an Krebs erkrankten Ménnern bis 40 Jahre die dritthdufigste, bei Frauen
bis zum gleichen Alter die vierthdufigste Todesursache, obwohl sie nur fiir 5% aller
Krebserkrankungen verantwortlich sind [181]. Die meisten Primédrtumoren des ZNS gehen von
glialen Zellen aus und werden unter der Sammelbezeichnung Gliome nach ihrer mutmaflichen
Ursprungszelle u.a. differenziert in Astrozytome, Oligodendrogliome und Ependymome.
Neben Grofle und Lokalisation der Gliome sind die Tumorklassifikation und insbesondere die
Zuordnung zu einem bestimmten Gliomgrad fiir das weitere therapeutische Vorgehen und die
prognostische Beurteilung von Bedeutung. Problematisch dabei ist v.a. die Verwendung
verschiedener (z.B. drei- oder vierstufiger), mehr oder weniger gut evaluierter
Gradierungssysteme [182]. Fiir Astrozytome beispielsweise scheint neben der aktuellen WHO-
Klassifikation, die zwischen pilozytischem Astrozytom (WHO Grad 1), diffusem Astrozytom
(WHO Grad II), anaplastischem Astrozytom (WHO Grad III) und Glioblastoma multiforme
(WHO Grad IV) unterscheidet, auch ein bindrer Gradingansatz mit Differenzierung von low-
grade (Astrozytom WHO Grad II und III) und high-grade (Glioblastom WHO Grad 1V)

Tumoren reproduzierbar und prognostisch relevant zu sein [182].

4.4.2.1 Glioblastom - Inzidenz und Morphologie

Das Glioblastom (Glioblastoma multiforme) ist die hdufigste und aggressivste Form des
Hirntumors. Jahrlich erkranken daran in Deutschland zwischen 3000 und 4000 Menschen. Bis
heute ist die Prognose trotz laufender Verbesserungen der Operations- und v.a. der
Bestrahlungstechniken #uferst ungiinstig. Die durchschnittliche Uberlebenszeit betrigt
weniger als ein Jahr, die 5-Jahresiiberlebensrate liegt nach wie vor bei 0%.

Das Glioblastom ist ein sich rasch teilender und hochgradig invasiver Tumor. Histologisch ist
dieser charakterisiert durch hohe Zelldichte, zellulire Polymorphismen, hohe Mitoserate,
nekrotische Bereiche mit Palisadenzellen und stark vaskularisierte Bezirke mit proliferierenden
Endothelzellen [183].

Héaufig entsteht das Glioblastom nicht de novo, sondern aus Astrozytomen niedrigeren
Malignititsgrads. Wihrend der Tumorprogression finden Anderungen im Genom und in der
spezifischen Genexpression statt. Ein wesentlicher Faktor in der Entstehung von Astrozytomen
WHO Grad I und II sind Mutationen des p53 Tumorsuppressorgens, die es zu einem potenten
Oncogen werden lassen. Zusitzlich kommt es zu einem Verlust von Chromosom 22q und einer

Uberexpression von PDGFRa.. Withrend der Entwicklung zum Glioblastoma multiforme iiber
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das anaplastische Astrozytom finden weitere Mutationen, Chromosomenverluste und
insbesondere eine Uberexprimierung und Neuanordnung des Gens von EGFR statt [184].

Zudem wird die Angiogenese stimuliert. Das Gefaflsystem von low-grade Gliomen &hnelt dem
des normalen Gehirns, das spezialisierte Endothelzellen (Blut-Hirn-Schranke) enthélt. Mit
zunehmender Malignitit finden vaskulidre Verdnderungen wie z.B. EC Proliferation, Verlust
von Tight Junctions sowie spezifischen Transportern der Blut-Hirn-Schranke und Enzymen
statt [185]. Mikrovaskuldre Proliferation von SMC/Perizyten und EC sowie hoch

vaskularisierte und nekrotische Bereiche sind charakteristisch fiir high-grade Gliome [186].

4.4.2.2 Glioblastom - Regulation der Angiogenese

Die Regulation der Glioma-Angiogenese beruht auf der Interaktion verschiedener Zellen
(Glioma- und Endothelzellen), Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Proteasen,
Proteaseinhibitoren und der umgebenden ECM. Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen
stiitzen die heutige Auffassung, dass VEGF eine Schliisselrolle bei der Angiogenese von
Gliomen einnimmt [187]. In Glioblastomen ist v.a. in Tumorzellen um nekrotische Bereiche
(sog. Palisadenzellen) eine erhohte Expression der VEGF mRNA zu beobachten [188]. Als
Hauptausloser der VEGF-Expression in vitro gilt eine unzureichende Sauerstoffkonzentration,
aber auch Glucosemangel kann diese verursachen [189]. Abhidngig vom Tumorstadium findet
eine verstdrkte Bildung von VEGFR1 und VEGFR?2 statt [187,188]. Durch in vitro und in vivo
Experimente mit einer inaktiven dominant-negativen Mutante von VEGFR2 konnte dessen
zentrale Bedeutung fiir die Angiogenese in Gliomen gezeigt werden [190].

Neben der Angiogenesestimulation verursacht VEGF, auch als vascular permeability factor
(VPF) bezeichnet, eine erhohte Permeabilitdit der TumorgefiBe und Extravasation von
Proteinen und induziert damit die Bildung von Odemen, die sich erschwerend auf das
Krankheitsbild und die Mortalitdt der Patienten auswirken [185].

Nicht nur VEGF, auch andere GF wie FGF, PDGF, EGF, TGF-a und -3 und ihre Rezeptoren
scheinen regulierend in den angiogenen Prozess einzugreifen [191]. Thre Wirkung kann dabei
direkt oder indirekt (durch Erhdhung der Expression von VEGF oder anderer GF) auf EC
gerichtet sein oder auf einer gesteigerten Aktivierung matrixabbauender proteolytischer

Enzyme beruhen.
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4.4.2.3 Glioblastom - neue Therapieansiitze

Trotz der Standardtherapie maligner Gliome, die die operative Entfernung des Tumors mit
nachfolgender postoperativer Bestrahlung und gelegentlich zusétzlicher Chemotherapie
umfasst, treten in liber 90% der Fille in unmittelbarer Nidhe des Primartumors Rezidive auf.
Verantwortlich dafiir sind vermutlich nicht entfernte Tumorzellen oder Anderungen in der
ECM nach Narbenbildung im Operationsgebiet [192]. Fiir das Versagen vieler Chemotherapien
ist v.a. die Blut-Hirn-Schranke verantwortlich, die eine Anreicherung vieler Zytostatika in
ausreichender Konzentration im Hirnparenchym verhindert.

Neue Ansitze in der Therapie maligner Gliome beruhen deshalb auf der lokalen Kontrolle des
Tumors. Die Behandlungsstrategien umfassen Chemotherapie (supraselektive intraarterielle
Applikation, Implantation bioabbaubarer Polymere, konvektionsverstirkte Infusion), Immun-,
Gen- und Radiotherapie [192]. Besonders aussichtsreich erscheint das Einbringen zytostatika-
haltiger Polymerimplantate nach erfolgter Tumorresektion, wodurch ein kontinuierlicher hoher
lokaler Wirkstoffspiegel bei reduzierten systemischen Nebenwirkungen erzielt wird (z.B.
Gliadel®). Die lokale Therapie mit vektorproduzierenden murinen Fibroblasten (Freisetzung
suizidgen-tragender Retroviren) erwies sich in zwei klinische Phase III Priifungen als sichere
Behandlungsmethode. Deutliche therapeutische Effekte konnten jedoch nicht erzielt werden
[192].

Die meisten lokalen Therapieansidtze wirken jedoch nicht in einem ausreichend groB3en
Hirnareal, um auch einzelne invasive Gliomazellen, die im Umkreis von mehreren Zentimetern
um den Primartumor auftreten konnen [193], zu erreichen.

Nachdem die Bedeutung der Angiogenese beim Wachstum von Tumoren, insbesondere des
ZNS, erkannt war, begann die Suche nach antiangiogenen Verbindungen fiir eine mogliche
Therapie maligner Gliome. Derzeit befinden sich Angiogeneseinhibitoren mit
unterschiedlichem Wirkmechanismus in klinischen Priifungen: Thalidomid (oral, Phase I), der
MMP-Inhibitor Col-3 (oral, Phase I/Il) [194,195] sowie der EC-Inhibitor TNP-470 (Phase 11
beil wiederauftretenden malignen Gliomen) [196].

Ein vielversprechendes Target der antiangiogenen Therapie maligner Gliome sind VEGF und
seine Rezeptoren. /n vivo Untersuchungen mit Antisense-VEGF Konstrukten zeigten eine
Hemmung des Tumorwachstums bei Verwendung maligner Gliomazellen [197] und C6
Rattengliomazellen [198]. Millauer et al. verwendeten in einem Mausmodell einen Retrovirus,
der fiir eine dominant-negative Mutante von flk-1 in EC subkutan implantierter Gliome
codierte, und konnten eine Hemmung des Tumorwachstums, verminderte Vaskularisation und
verlingerte Uberlebenszeit bei den behandelten Tieren beobachten [190]. Im et al.
verwendeten einen rekombinanten Adenovirus, um antisense VEGFi65cDNA in U-87 MG

Zellen zu transferieren. Dies fiithrte zu einer Reduktion der mRNA und des Proteinspiegels von
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VEGEF in vitro und zu einer Hemmung des Tumorwachstums in Nacktméusen in vivo. Jedoch
wird mit dieser Technik noch keine ausreichende Infektion der liberwiegenden Zahl der
Tumorzellen erzielt und bedarf noch weiterer Verbesserungen [199].

Verschiedene Inhibitoren des VEGF-Rezeptor-Signals sind in Phase I der klinischen Priifung
(SU101, SU5416) [196].

Moglicherweise miissen auch diese Verbindungen unter Umgehung der Blut-Hirn-Schranke
lokal als bioabbaubare implantierbare Polymere appliziert werden, um eine ausreichend hohe

Wirkstoffkonzentration zu erreichen.

4.4.2.4 Charakterisierung der Zelllinie U-87 MG

Die Zelllinie U-87 MG (American Type Culture Collection HTB-14), die 1966 von J. Ponten
etabliert wurde, stammt aus dem Glioblastom (Grad III) einer 44-jdhrigen weilen Frau, das
durch groBle Tumorzellen und Nekrosen gekennzeichnet war. In der Zellkultur wichst U-
87 MG als Monolayer und weist epitheliale Strukturen aut [200].

Die Zellen wurden in EMEM/10% FCS kultiviert.

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde diese Zelllinie
deshalb ausgewihlt, weil sie hohe Spiegel an VEGF mRNA exprimiert, das VEGF Protein
sezerniert und 3 VEGF-Isoformen (VEGF 2 165,180) exprimiert [197].

4.4.3 TUM-CAM-Assay als Modell der tumorzellinduzierten Angiogenese

Nachdem die Testsubstanzen bereits auf ihr antiangiogenes und antiinflammatorisches
Potential untersucht wurden (s. Kapitel 4.2 und 4.3), sollte der Einfluss auf die durch U-87 MG
Zellen induzierte Angiogenese bestimmt werden.

Als geeignetes Testsystem erschien zundchst der von Nguyen et al. entwickelte Bioassay zur
Quantifizierung der Angiogenese [138]. Dabei wird das Untersuchungsmaterial (FGF-2
+ Inhibitor (B-Cyclodextrintetradecasulfat + Hydrocortison, U24067, AGM-1470 (= TNP-470)
und Protamin), FGF-2 freisetzende Tumorzellen) in ein Collagengel (Vitrogen) zwischen zwei
tibereinandergelegten Kunststoffnetzen eingebettet und das dreidimensionale Konstrukt auf die
CAM 8 Tage alter Hiihnerembryonen gelegt. Ein im Collagengel enthaltener
Angiogenesestimulator zwingt die wihrend der mehrtdgigen Inkubation neugebildeten

Kapillaren zum vertikalen Wachstum. Die Auswertung erfolgt durch Bestimmung der
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kapillarhaltigen Quadrate im oberen Netz. FGF-2 fiihrte, eingesetzt in einer Konzentration von

30 bzw. 300 ng, nach einem Zeitraum von mindestens 5 Tagen zu einer signifikanten

Steigerung der Kapillarbildung [138].
P

Abbildung 37: Durch FGF-2 (33 ng in PBS) induziertes Kapillarwachstum im modifizierten
CAM-Assay (Sandwich-Technik).

Eigene Untersuchungen mit FGF-2 (33 ng in PBS) fiihrten zu dhnlichen Ergebnissen (s.
Abbildung 37), auch wenn in diesem Fall die Applikation bereits an Tag 6 erfolgte und die
Inkubationszeit lediglich 72 h betrug.

Allerdings erwies sich diese Methode als duflerst zeitaufwendig und erforderte insbesondere
bei der Applikation der Kunststoffnetze auf die CAM ein hohes Mall an Geschicklichkeit.
Versuche mit Zusatz von A-Carrageenan als potentiellem Inhibitor der FGF-2 induzierten
Angiogenese zeigten keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen eingesetzter Dosis und
Wirkung.

Andere Arbeitsgruppen verwenden mit GF imprégnierte Scheiben aus Filterpapier oder einem
dhnlich geeignetem Material [144,145]. Die Applikation von Zellen auf der CAM (z.B. C6
Gliomazellen der Ratte, murine Aortaendothelzellen) kann beispielsweise als {iber die gesamte
Membran verteilte Suspension [201] oder als mit Zellen beladener Gelatineschwamm [202]
erfolgen.

Durch Modifikation des von Marchesan entwickelten Ring-HET-CAM-Tests [114] stand eine
praktikablere und relativ schnelle Methode zur Testung der gliomazellinduzierten Angiogenese
zur Verfiigung. Diese Technik ermoglicht neben einer Applikation von Zellen (TUM-CAM-
Assay) auch die Untersuchung wéssriger Losungen thermolabiler Agenzien (FGF-2-CAM-
Assay), die in Form der iiblicherweise verwendeten Agarosepellets aufgrund der kurzfristigen

thermischen Belastung wéihrend deren Herstellung nicht untersucht werden konnen.
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4.4.3.1 Durchfithrung des TUM-CAM-Assays

Der TUM-CAM-Assay wurde wie in Abbildung 38 dargestellt durchgefiihrt.

Die Priparation der bebriiteten Hiihnereier erfolgte in Analogie zum CAM-Assay (s. Kapitel
4.2.1). Es wurden 12-14 Eier je Testsubstanz und Kontrollen verwendet und jeder Versuch
mindestens einmal wiederholt. Nach dem Offnen wurden die Eier im Unterschied zu CAM-
und HET-CAM-Assay jedoch 4 Tage im Brutschrank inkubiert. Untersuchungen im CAM-
Assay hatten keine Unterschiede bei Applikation der Testsubstanzen an unterschiedlichen
Tagen wihrend der Phase mit hochster Proliferation (Tag 6-8) gezeigt.

Wurde im HET-CAM-Assay Natriumlaurylsulfat als unspezifisches entziindliches Agens
eingesetzt, das aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften Membranproteine zu solubilisieren
vermag und dadurch Zellschidden verursacht, diente im TUM-CAM-Assay eine Suspension
von 2-10° U-87 MG Zellen in Medium als selektiverer angiogener Stimulator. Durch die friihe
Applikation der Zellen an Tag7 (hdufig erfolgt die Applikation zwischen Tag 8-10
[138,201,202]) und dem zu diesem Zeitpunkt noch unreifen Immunsystem des Embryos
wurden keine Reizerscheinungen auf der Membran beobachtet.

In der Literatur schwanken die eingesetzten Zellzahlen zwischen 10%-10° Zellen je nach
eingesetzter Zelllinie und Applikationsart [138,201,202]. Die gewihlte Zahl von 2-10° U-87
MG Zellen zeigte bereits nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen einen eindeutigen in vivo
Effekt (s. Abbildung 39).

Im Unterschied zu Methoden nach Nguyen [138] und Ribatti [202], bei denen der angiogene
Stimulus das dreidimensionale Kapillarwachstum in ein Collagengel oder einen
Gelatineschwamm induzierte, war der Effekt auf die durch den Agarosering begrenzte Flache
der CAM reduziert. Bei alleiniger Aufgabe der Zellsuspension konnte in der CAM das
Wachstum kleinster Kapillaren zu einem regelrechten Netzwerk beobachtet werden, das sich
stark vom verédstelten Kapillarwachstum in mit Medium behandelten Membranen unterschied.
Substanzen mit inhibitorischer Aktivitit gegeniiber der durch die Gliomazellen induzierten

Angiogenese konnen diesen Effekt reduzieren bzw. aufheben.
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Abbildung 38: Durchfiihrung des TUM-CAM-Assays
1 72 h Inkubation (37°C, 80% rel. Luftfeuchtigkeit)
Priparation des Eies (vgl. CAM-Assay)
96 h Inkubation (37°C, 80% rel. Luftfeuchtigkeit)
2 Aufgabe des Agaroserings mit U-87 MG Zellen * Testsubstanz
weitere 72 h Inkubation (37°C, 80% rel. Luftfeuchtigkeit)
3 Auswertung unter der Stereolupe

Die Auswertung erfolgte in einem randomisierten Verfahren, bei dem aufgrund spezifischer
Charakteristika der CAM die Einteilung in drei Kategorien erfolgt (s. Tabelle 15).

Tabelle 15: Scorewerte zur Evaluierung der gliomazellinduzierten Angiogenese

Kategorie Beurteilung beobachteter Effekt im Agarosering
0 Normalisierung normale Vaskularisierung oder kapillarfrei
1 schwache Angiogenesestimulation schwach ausgeprégtes kapilldres Netzwerk,
bzw. zusitzliche  Bereiche mit  normaler
schwache Normalisierung Vaskularisierung oder kleine kapillarfreie
Bereiche
2 starke Angiogenesestimulation stark ausgeprigtes kapilldres Netzwerk

In Abbildung 39 sieht man die Chorioallantoismembran im Agarosering nach 72stiindiger
Inkubation mit U-87 MG Zellen. Deutlich sind eine Vielzahl von Kapillaren zu erkennen, die

einem Netzwerk gleich die Membran iiberziehen.
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Abbildung 39: Durch U-87 MG Zellen (2-10° Zellen/Agarosering) induziertes Kapillar-
wachstum in der CAM. Beispiel fiir Kategorie 2 (s. Tabelle 15)

Wird nur Medium im ringbegrenzten Membranbereich appliziert entstehen die charakteristisch
veréstelten Kapillaren wie in der iibrigen CAM. Dieser der Kategorie 0 entsprechende Effekt
ist in Abbildung 40 zu sehen. Substanzen, die die U-87 MG stimulierte Kapillarbildung
hemmen, zeigen entweder einen mit Medium vergleichbaren Effekt oder eine

Angiogeneseinhibition mit praktisch kapillarfreier Fldche innerhalb des Agaroserings.

Abbildung 40: Normales Kapillarwachstum in der CAM bei Zusatz von Medium. Beispiel fiir
Kategorie 0 (s. Tabelle 15)

Abbildung 41 zeigt einen Effekt der Kategorie 1. Innerhalb des Agaroserings ist nur noch

geringes Kapillarwachstum zu erkennen. Ein Bereich rechts vom Begrenzungsring ist nahezu
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kapillarfrei. Vermutlich konnte ein gewisser Substanzanteil aus dem Agarosering diffundieren
und so auch die physiologische Angiogenese hemmen. Da der Einfluss aller Testsubstanzen
auf das normale GefdaBwachstum bereits im CAM-Assay untersucht wurde, erfolgte im TUM-
CAM-Assay keine Unterscheidung zwischen einer reinen Hemmung der tumorzellinduzierten

Angiogenese und einer zusétzlichen physiologischen Angiogenesehemmung.

—-

Abbildung 41: Schwaches kapilldres Netzwerk im Agarosering mit kapillarfreiem Bereich:
Rechts davon teilweise Inhibition der U-87 MG induzierten sowie der
physiologischen Angiogenese durch 50 pg einer Testsubstanz (LuPS P1).
Beispiel fiir Kategorie 1 (s. Tabelle 15)

Nach Zuordnung der ausgewerteten Eier zu einer der drei Kategorien kann die Inhibition der

gliomazellinduzierten Angiogenese [%] nach folgender Formel berechnet werden:

Zahl (Eier Kategorie 0) + 0,5 x Zahl (Eier Kategorie 1)
Inhibition [%] = x 100%
Gesamtzahl lebender Eier

Um den Einfluss der Kategorie 1, dessen Zuordnung sich fiir den Betrachter oftmals schwierig
gestaltet, zu reduzieren, geht dieser nur zu 50% in die Berechnung ein. Damit wird auch

moglichen Falschzuordnungen Rechnung getragen.

Im Folgenden ist unter der tumorantiangiogenen bzw. tumorangiostatischen Aktivitit stets die

inhibitorische Aktivitét auf die durch U-87 Gliomazellen induzierte Angiogenese zu verstehen.
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Die prozentuale Inhibition der U-87 MG induzierten Angiogenese kann folgenden Effekten

zugeordnet werden:

Tabelle 16: Zusammenhang zwischen prozentualer Inhibition und tumorantiangiogenem
Effekt

Inhibition tumorantiangiogener
Effekt

86%-100% stark
71%-85% gut
56%-70% schwach
41%-55% unsicher
<40% kein

4.4.4 FErgebnisse der Testung im TUM-CAM-Assay

An in Kapitel 3 beschriebenen Testsubstanzen wurde untersucht, an welche strukturellen
Eigenschaften die tumorantiangiogene Aktivitit von sulfatierten Kohlenhydraten gebunden ist.

Folgende Parameter wurden bearbeitet:

Pharmakologische Parameter
1 Dosis-Wirkungsbeziehung
Strukturelle Parameter
2 Standardsubstanzen, Heparin und Saccharoseoctasulfat
Sulfatierungsgrad
4  Kohlenhydratgrundgeriist
glykosidische Verkniipfung
Verzweigungsgrad
Monomerbausteine
Position der Sulfatgruppen
Molekulargewicht und Lipophilie
Art der Substituenten
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4.4.4.1 Dosis-Wirkungsbeziehung

Am Beispiel des A-Carrageenans wurde der Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung

untersucht.

Inhibition [%]
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Abbildung 42: Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung: Prozentuale Inhibition von
A-Carrageenan (schwarz). Zum Vergleich sind Medium (Blindwert), U-87 MG
Zellen (Negativkontrolle) und Thalidomid (Positivkontrolle) angegeben.
(*=p <0,05 vs U-87 MG; #** =p < 0,05 vs Thalidomid; *** =p < 0,05 vs A-
Carrageenan 10 pg/Ring; **** = p < 0,05 vs A-Carrageenan 50 pg/Ring)
Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle

Die U-87 MG Zellsuspension (2-10° Zellen) ohne Testsubstanz wurde stets zur Kontrolle
mitgetestet und zeigte wahrend der gesamten Testung kontinuierlich eine starke Stimulation
des netzartigen Kapillarwachstums in der CAM (13,4% Inhibition). Medium hingegen hatte
keinen Einfluss auf das GefdaBsystem (95% Inhibition). Als Positivkontrolle wurde Thalidomid
(50 pg/Ring) verwendet, das zu einer anndhernd 85%igen Hemmung der gliomazellinduzierten
Angiogenese fiihrte (s. Kapitel 4.4.4.2).

Der inhibitorische Effekt von A-Carrageenan nahm im Intervall von 50-10 pg/Ring
konzentrationsabhédngig ab, auch wenn lediglich zwischen der hochsten und der niedrigsten
Dosierung ein signifikanter Unterschied besteht. In allen drei Konzentrationen war der

Unterschied zur U-87 MG Zellsuspension statistisch signifikant. Die tumorantiangiogene
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Wirkung von A-Carrageenan in der hochsten getesteten Konzentration war mit der von
Thalidomid vergleichbar.
Der TUM-CAM-Assay ist also zur Differenzierung der tumorantiangiogenen Aktivitdt

verschiedener Verbindungen sowie unterschiedlicher Dosierungen einer Substanz geeignet.

4.4.4.2 Standardsubstanzen, Heparin und Saccharoseoctasulfat

Als Standardsubstanzen wurden die Angiogeneseinhibitoren Thalidomid und Suramin

verwendet, deren Einsatz zur Behandlung von Gliomen bereits klinisch gepriift wird [203].
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Abbildung 43: Tumorangiostatische Aktivitit von Standardsubstanzen (Thalidomid und
Suramin), Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa) und Saccharose-
octasulfat. Zum Vergleich sind Medium (Blindwert) und U-87 MG Zellen
(Negativkontrolle) angegeben.

(*=p<0,05 vs U-87 MG; **=p < 0,05 vs Thalidomid; ***=p <0,05 vs
Heparin)

Testkonzentration: 50 pg/Ring

Thalidomid: Positivkontrolle

Beide zeigten einen guten tumorantiangiogenen Effekt. Die Diskrepanz zwischen der in
Literaturdaten beschriebenen und der in eigenen Untersuchungen beobachteten Aktivitit von
Thalidomid wurde bereits in Kapitel 4.2.2.2 ausfiihrlich diskutiert. Moglicherweise ist dafiir

die schlechte Loslichkeit des Thalidomids und die damit verbundenen Probleme bei der
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Herstellung einer homogenen Suspension verantwortlich. Die hohe Aktivitit von Suramin
konnte auf einer Interaktion mit verschiedenen heparinbindenden Wachstumsfaktoren u.a.
VEGF [51,88] beruhen, wodurch deren angiogene Eigenschaften moduliert werden konnten.

Im Gegensatz dazu resultierte der Zusatz von unfraktioniertem Heparin (bovine Darmmukosa)
zu U-87 MG Zellen in keiner signifikanten Abweichung verglichen mit unbehandelten
Gliomazellen. Das hochsulfatierte Saccharoseoctasulfat, fiir das FGF-1 bindende

Eigenschaften beschrieben wurden [97], zeigte einen deutlich stiarkeren Effekt als Heparin.

4.4.4.3 Bedeutung des Sulfatierungsgrads

In Analogie zum HET-CAM-Assay (s. Kapitel 4.3.3.3) wurde auch im TUM-CAM-Assay an
verschiedenen LuPS-sulfaten (LuPS S7: DS =0,27; LuPS S8: DS = 0,53; LuPS S9: DS =0,72;
LuPS S3: DS=1,65) der Einfluss des Sulfatierungsgrads auf die Hemmung der

Tumorangiogenese untersucht (s. auch Tabelle 13).
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Abbildung 44: Tumorangiostatische Effekte von [-1,4-D-Galactanen (LuPS-sulfate) mit
unterschiedlichem Sulfatierungsgrad (von links nach rechts mit steigendem
DS, s. Tabelle 13). Zum Vergleich sind Medium (Blindwert) und U-87 MG
Zellen (Negativkontrolle) angegeben.
(*=p <0,05 vs U-87 MG; ** =p < 0,05 vs Thalidomid)
Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle
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Die LuPS-sulfate hatten bis zu einem DS <0,72 (LuPSS9) bei vergleichbarem
Polymerisationsgrad einen schwachen Effekt. Allerdings nahm die Aktivitit der B-1,4-D-
Galactane mit steigendem DS geringfiligig zu und resultierte in einem guten Effekt bei dem
hochstsulfatierten kiirzerkettigen Derivat LuPS S3. Diese Unterschiede waren statistisch
jedoch nicht signifikant. Im Vergleich zu dem Glucosaminoglykan Heparin (unfraktioniert,
bovine Darmmukosa, s. Abbildung 43) zeigten die LuPS-sulfate eine deutlich stirkere
Wirkung. Demnach ist, zumindest bei den -1,4-D-Galactanen, der Sulfatierungsgrad nur von
untergeordneter Bedeutung. Fiir eine in vivo Aktivitdt scheint hier das zu Grunde liegende

Kohlenhydratgeriist entscheidend zu sein.

Der Einfluss des DS wurde auch bei Galactanen mit abweichendem Verkniipfungstyp (a-1,4-,
B-1,3-Verkniipfung) untersucht (s. Abbildung 45).

Bei den a-1,4-D-Galactanen zeigte das Derivat mit dem geringeren DS (a-Galactan Is S1)
keinen eindeutigen Effekt, widhrend das hochsulfatierte a-Galactan ul S1 eine mit dem
aktivsten f-1,4-D-Galactan LuPS S3 vergleichbare gute tumorantiangiogene Aktivitit besal3.
Die Testung des B-1,3-verkniipften L4PS v S1 mit einem DS = 2 ergab wie bei den niedrig

sulfatierten -1,4-D-Galactanen einen schwachen Effekt.
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Abbildung 45: Tumorangiostatische Effekte von a-1,4 (A)- und B-1,3 (®)-D-Galactanen im
Vergleich zu den f-1,4-D-Galactanen (W) mit unterschiedlichem
Sulfatierungsgrad (von links nach rechts mit steigendem DS).
Testkonzentration: 50 pg/Ring
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Die Ergebnisse legen nahe, dass die inhibitorischen Eigenschaften der Galactane auf die
Tumorangiogenese aufler vom Sulfatierungsgrad noch von weiteren Parametern wie z.B. der

glykosidischen Bindungsart abhéngen.

4.4.4.4 Bedeutung des Kohlenhydratgrundgeriists

Bedeutung der glykosidischen Verkniipfung

Unter Beriicksichtigung des unterschiedlichen Substitutionsgrads der Polysaccharidderivate
wurde der Zusammenhang zwischen der Struktur des Kohlenhydratgrundgeriists und der
Hemmung der tumorzellinduzierten Angiogenese untersucht. Die getesteten Derivate wurden
mit den LuPS-sulfaten verglichen (s. Abbildung 46).
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Abbildung 46: Tumorangiostatische Effekte von a-1,4 (A)- und B-1,3 (®)-D-Galactanen mit
unterschiedlichem Sulfatierungsgrad, genuinen Carrageenanen (O) und
sulfatierter Agarose () (von links nach rechts mit steigendem DS). Die zum
Vergleich angegebenen Werte der [-1,4-D-Galactane (M) sind ohne
Beschriftung.

Testkonzentration: 50 pg/Ring

In der Gruppe der a-1,4-D-Galactane war besonders das nahezu inaktive a-Galactan Is S1
auffallend, das einen deutlich geringeren Effekt hatte als die LuPS-sulfate. a-Galactan ul S1
mit einem hoheren Sulfatierungsgrad hingegen war in seiner Aktivitit mit einem dhnlich hoch
sulfatierten B-1,4-D-Galactan (LuPS S3: DS = 1,65) vergleichbar. Mdglicherweise tragt auch
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der variierende Galacturonséure- und Rhamnosegehalt der beiden a-1,4-D-Galactane zur
unterschiedlichen in vivo Aktivitit bei. Ab einem gewissen DS kann auch bei den a-1,4-D-
Galactanen eine den LuPS-sulfaten entsprechende tumorantiangiogene Aktivitit erzielt
werden.

Die getesteten p-1,3-D-Galactane mit nahezu identischem DS (L&PSv S1: DS =1,98;
Arabinogalactansulfat AG S1: DS =2,0) waren schwach aktiv und in ihrer Wirkung mit den
niedriger sulfatierten B-1,4-D-Galactanen vergleichbar. Unter der Voraussetzung, dass sich die
bei den LuPS-sulfaten beobachtete Aktivititssteigerung auch bei einem DS > 1,65 fortsetzt, ist

ein B-1,4-verkniipftes einem B-1,3-verkniipften Galactangrundgeriist iiberlegen.

Die genuinen Carrageenane zeigten ein uneinheitliches Bild. 1- und A-Carrageenan konnten die
Tumorangiogenese effektiver hemmen als die LuPS-sulfate, k- und 6-Carrageenan hingegen
waren inaktiv. Die glykosidische Verkniipfungsart scheint demnach bei den alternierend aus [3-
1,3- und a-1,4-D-Galactose aufgebauten Carrageenanen nur von untergeordneter Bedeutung zu
sein; vielmehr deutet sich eine Abhédngigkeit der biologischen Aktivitit vom DS und
insbesondere von der Position der Sulfatgruppen ab (s. Kapitel 4.4.4.5).

Wie auch schon im HET-CAM-Assay zeigte das unregelméBig aus 3-1,3-D-Galactose- und o-
1,4-(3,6)-Anhydro-L-Galactose-Bausteinen aufgebaute sulfatierte Agarosederivat Agarose S3
auch im TUM-CAM-Assay eine mit den LuPS-sulfaten vergleichbare Aktivitiat. Eine
Grundstruktur aus [-1,4-D-Galactose kann also ohne Wirkverlust durch Agarose ersetzt

werden.

Bedeutung des Verzweigungsgrads

Der Einfluss des Verzweigungsgrads des Kohlenhydratgrundgeriistes wurde an den in Position
6 unterschiedlich stark verzweigten B-1,3-D-Galactanen LaPS v S1 (DS =1,98) und AG S1
(Arabinogalactansulfat, DS =2,0) mit nahezu identischem DS untersucht. Die
tumorantiangiogene Wirkung wurde mit der eines anndhernd so hoch sulfatierten [3-1,4-D-
Galactans, LuPS S3 (DS = 1,65) verglichen.

AG S1 als das am stirksten verzweigte B-1,3-verkniipfte Galactansulfat zeigte ebenso wie
L4PS v S1 mit einem geringeren Anteil an Seitenketten lediglich einen schwachen Effekt. Die
in vivo Aktivitdit der B-1,3-D-Galactane wird also durch einen erhdhten Anteil an
Galactoseseitenketten nicht wesentlich beeinflusst, sondern beruht v.a. auf dem Anteil negativ
geladener Sulfatgruppen und der glykosidischen Bindungsart. Die Uberlegenheit des

unverzweigten -1,4-D-Galactans LuPS S3 war nicht signifikant.
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Abbildung 47: Tumorangiostatische Effekte der verzweigten [-1,3-D-Galactane LaPS v Sl
und AGS1 im Vergleich zum f-1,4-D-Galactan LuPS S3. Medium
(Blindwert) und U-87 MG Zellen (Negativkontrolle) sind als Kontrollen
angegeben.
(*=p < 0,05 vs U-87 MG; ** =p < 0,05 vs Thalidomid)
Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle

Bedeutung der Monomerbausteine des sulfatierten Polymers

In einem weiteren TUM-CAM-Assay wurde die potentielle Inhibition der U-87 MG
induzierten Angiogenese durch nicht auf einem Galactangrundgeriist basierende sulfatierte
Polysaccharide untersucht. Als Testsubstanzen fanden Fucoidan, das Polyxylan PPS und das
Glucan LAM S5 Verwendung.

Das Fucoidan von Fucus vesiculosus L., Phaeophyceae (Fucoidan (ves.)) hatte einen
schwachen Effekt im TUM-CAM-Assay. Das aus a-1,2-L-Fucose bestehende Grundgeriist mit
hohem Sulfatierungsgrad erzielte eine mit den niedrig sulfatierten B-1,4-D-Galactanen
vergleichbare Wirkung (s. Abbildung 44).

Wird Galactose als Monomerbaustein wie beim PPS durch Xylose ersetzt, geht die
tumorangiostatische Aktivitdt verloren. Hingegen erzielte das [-1,3-D-Glucan LAM S5
(DS=2,3) wie das potenteste [-1,4-D-Galactan LuPS S3 einen guten Effekt. Ein

Galactangrundgeriist ist also keine zwingende Bedingung fiir eine in vivo Aktivitdt. Vielmehr
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konnen auch hochsulfatierte Polysaccharide aus L-Fucose- oder D-Glucose-, nicht jedoch D-

Xylosemonomeren eine vergleichbare Wirkung haben.
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Abbildung 48: Tumorangiostatische = Effekte = verschiedener = Polysaccharide = ohne
Galactangrundgeriist im Unterschied zum B-1,4-D-Galactan LuPS S3. Zum
Vergleich sind Medium (Blindwert) und U-87 MG Zellen (Negativkontrolle)
angegeben.
(* =p < 0,05 vs U-87 MG; ** =p < 0,05 vs Thalidomid)
Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle

4.4.4.5 Bedeutung der Position der Sulfatgruppen

Ob die Position der Sulfatgruppe(n) entscheidend zur tumorantiangiogenen Wirkung beitrégt,
wurde zundchst an den genuinen Carrageenanen untersucht. Diese sind selektiv sulfatiert,
unterscheiden sich jedoch in Anhydrogalactosegehalt, DS und Verteilung der Sulfatgruppen (s.
Tabelle 14). In Abbildung 49 sind die Effekte der Carrageenane mit von links nach rechts
steigendem DS dargestellt.

Das nur in Position 4 der -1,3-Galactose sulfatierte k-Carrageenan (enthilt Anhydrogalactose,
DS =0,43) war inaktiv. Hingegen =zeigte das zusitzlich in Position 2 der o-1,4-
Anhydrogalactose sulfatierte 1-Carrageenan mit einem mittleren Sulfatierungsgrad (DS = 0,70)

einen guten Effekt. 6-Carrageenan, das sich von 1-Carrageenan durch eine verdnderte Position
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der Sulfatgruppe im B-1,3-Galactoseanteil (Position 2 statt Position 4) unterscheidet, war trotz
eines hohen DS (DS = 0,81) wirkungslos.

Als ebenfalls besonders potenter Inhibitor der gliomazellinduzierten Angiogenese erwies sich
A-Carrageenan (DS = 0,92), das, verglichen mit den anderen Carrageenanen, einige strukturelle
Besonderheiten aufweist. Wie auch im 0-Carrageenan ist die -1,3-Galactose in Position 2
sulfatiert. Statt einer Anhydrogalactose enthdlt A-Carrageenan jedoch in Position 2 und 6

disulfatierte 1,4-verkniipfte Galactose.
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Abbildung 49: Tumorangiostatische Effekte genuiner Carrageenane (von links nach rechts mit
steigendem DS). Zum Vergleich sind Medium (Blindwert) und U-87 MG
Zellen (Negativkontrolle) angegeben.
(* =p < 0,05 vs U-87 MG; ** =p < 0,05 vs Thalidomid)
Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle

Entscheidend fiir eine Aktivitit der Carrageenane im TUM-CAM-Assay ist also neben einem
hohen DS insbesondere die Position der Sulfatgruppen. Bei den anhydrogalactosehaltigen
Carrageenanen (k-, 1- und 0-Carrageenan) ist eine Sulfatgruppe in Position 4 der B-1,3-
Galactose neben einer zusitzlichen Sulfatgruppe in Position 2 des Anhydrogalactoseteils
Voraussetzung fiir eine in vivo Aktivitit. Das anhydrogalactosefreie A-Carrageenan kann den
negativen Einfluss der in Position 2 sulfatierten 3-1,3-Galactose (vgl. 6-Carrageenan) durch a-

1,4-Galactose-(2,6)-disulfat kompensieren.
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Um den Einfluss des Sulfatgehalts zu beriicksichtigen, wurde der inhibitorische Effekt
verschiedener selektiv und unselektiv sulfatierter Polysaccharide gegen den DS aufgetragen (s.
Abbildung 50).

Dabei lieB sich das unselektiv sulfatierte Agarosederivat (Agarose S3) in die Reihe der
ebenfalls unselektiv sulfatierten [-1,4-D-Galactane (LuPS-sulfate) einordnen, die mit
zunehmendem Sulfatierungsgrad eine geringe Aktivititssteigerung zeigen. Wie schon im HET-
CAM-Assay war auch im TUM-CAM-Assay eine Abweichung der genuin selektiv sulfatierten
Carrageenane, bei denen die Position der Sulfatgruppe(n) die Wirkung entscheidend
beeinflusst (s. Abbildung 49), und des selektiv in Position 6 desulfatierten -1,4-D-Galactans
LuPS S5 6DS von den LuPS-sulfaten zu beobachten. Nimmt man fiir das entsprechende in
Position 6 sulfatierte LuPS S5, das nicht mehr zur Testung zur Verfligung stand, einen
analogen Zusammenhang zwischen DS und Wirkung an wie bei den anderen LuPS-sulfaten,
resultierte die selektive Desulfatierung in einer Wirkungsabschwichung.

Daraus kann gefolgert werden, dass zumindest bei den LuPS-sulfaten eine Sulfatgruppe in
Position 6 fiir einen eindeutigen in vivo Effekt wesentlich ist. Um dieses Resultat

verallgemeinern zu kénnen, miissten noch weitere Derivate liberpriift werden.
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Abbildung 50: Abhdngigkeit des tumorangiostatischen Effekts vom DS.
Selektiv sulfatierte Galactane: genuine Carrageenane (k-, 1-, 0-, A-
Carrageenan): (0); LuPS S5 6DS (in Position 6 selektiv desulfatiertes [-1,4-
D-Galactan): (@).
Unselektiv  sulfatierte Verbindungen: LuPS-sulfate: (W) (unbeschriftete
Symbole); sulfatierte Agarose (Agarose S3): (#).
Testkonzentration: 50 pg/Ring
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Als weitere selektiv sulfatierte Polysaccharide standen verschiedene Cellulosederivate zur
Verfiigung, die sich sowohl im Molekulargewicht und Sulfatierungsgrad als auch insbesondere

in der Position der Sulfatgruppe(n) unterscheiden (s. Tabelle 17).

Tabelle 17: Cellulosederivate: Molekulargewicht (MW), Sulfatierungsgrad (DS) und Position

der Sulfatgruppe(n)

Cellulosederivat MW DS Position der Sulfatgruppe(n)
[kDa]

Cellulose O-2 30 0,56 2

Cellulose O-3 60 0,98

Cellulose 2-3 40 1,33 2 3

Die folgende Abbildung fasst die Testung der Cellulosederivate im TUM-CAM-Assay

zusammen.
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Abbildung 51: Testung selektiv sulfatierter Cellulosederivate im TUM-CAM-Assay (von
links nach rechts mit steigendem DS). Zum Vergleich sind Medium
(Blindwert) und U-87 MG Zellen (Negativkontrolle) angegeben.
(*=p<0,05 vs U-87 MG; #**=p<0,05 vs Thalidomid; ***=p < 0,05 vs
Cellulose O-3; ##**% = p < 0,05 vs Cellulose 2-3)
Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle

Cellulose O-2 als das Cellulosederivat mit dem geringsten DS wund Sulfatgruppen
ausschlieBlich in 2-Stellung war ohne Effekt. Hingegen fiihrte die Verschiebung der

Sulfatgruppe in Position 3 der Glucosekette zu dem aktiven Cellulose O-3. Inwieweit dieser
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Aktivitatsanstieg auch auf der Erhohung des Sulfatierungsgrads beruht, ist unklar. Jedoch
resultierte eine weitere Steigerung des DS in dem wirkungslosen Derivat Cellulose 2-3, das
sowohl in Position 3 als auch in Position 2 sulfatiert ist. Demnach fiihrt eine Sulfatierung in 2-

Stellung des Glucosemolekiils unabhidngig vom Sulfatierungsgrad zu einem Wirkungsverlust.

Aus den Untersuchungen zum mdglichen Einfluss der Position der Sulfatgruppe(n) kann

folgendes Fazit gezogen werden:

1 Bei anhydrogalactosehaltigen Carrageenanen fiihren Sulfatgruppen in Position 4 der
B-1,3-Galactose neben einer zusitzlichen Sulfatgruppe in Position 2 der o-1,4-
Anhydrogalactose zur Angiogenesechemmung. Beim anhydrogalactosefreien A-
Carrageenan konnen zusdtzliche Sulfatgruppen in Position 2 und 6 der a-1,4-Galactose

den negativen Einfluss der in Position 2 sulfatierten 3-1,3-Galactose autheben

2 Sulfatgruppen in Position 6 sind fiir die Wirkung der 3-1,4-D-Galactane (LuPS-sulfate)

zwingend erforderlich.

3 Bei Cellulosederivaten fithren Sulfatgruppen in Position 2 zu einem Wirkungsverlust.
Lediglich eine Monosulfatierung in Position 3 resultiert in der Hemmung der

tumorzellinduzierten Angiogenese.

4.4.4.6 Bedeutung des Molekulargewichts und der Lipophilie

Die Untersuchung des Einflusses von Molekulargewicht und Lipophilie wurde wie im HET-

CAM-Assay am Beispiel des 1-Carrageenans durchgefiihrt.

Der Zusammenhang zwischen Wirkung und MW konnte nur an dem beim Abbau von t-
Carrageenan entstehenden 1-Carrageenan pH 3,2 {iberpriift werden, da die durch nachfolgende
GPC-Fraktionierung gewonnenen Derivate (D3, D4, D5, D6, D7) nicht mehr in ausreichender
Menge fiir eine biologische Testung zur Verfliigung standen. Die Auswirkungen einer
Lipophilieerhohung wurden am Methylether von 1-Carrageenan, Methyl-1-Carrageenan,

untersucht.



In vivo Testung

98

Inhibition [%]

100 ¥
90 | starker Effekt
80 1 guter Effekt
Z£0 I e e
60 - schwacher Effekt
50 1 unsicherer Effekt
40 f e
30 |
20 kein Effekt
10
0
%
O/‘ .
7
& %,
(4
Abbildung 52: Untersuchung des Einflusses von Molekulargewicht und Lipophilie am

Beispiel von i1-Carrageenan: Testung des hydrolysierten 1-Carrageenans (-
Carrageenan pH 3,2) und des Methylethers (Methyl-i-Carrageenan). Zum
Vergleich sind Medium (Blindwert) und U-87 MG Zellen (Negativkontrolle)
angegeben.

(*=p<0,05 vs U-87 MG; #*x=p<0,05 vs Thalidomid; ***=p < 0,05 vs
1-Carrageenan)

Testkonzentration: 50 pg/Ring

Thalidomid: Positivkontrolle

Das im Vergleich zur Ausgangsverbindung niedermolekulare 1-Carrageenan pH 3,2 hatte

keinen in vivo

Effekt mehr. Ebenso resultierte die Einflihrung von Methoxygruppen in das

Galactangrundgeriist in einem volligen Wirkungsverlust (Methyl-i1-Carrageenan). Ob dieser

Zusammenhang auch auf andere Polysaccharide {ibertragen werden kann, miissten

weitergehende Untersuchungen zeigen.

4.4.4.7 Art der Substituenten

In Analogie zum HET-CAM-Assay wurden auch im TUM-CAM-Assay Galactanester der

neben Schwefelsdure ebenfalls im menschlichen Organismus vorliegenden Phosphorséure auf

ihre potentielle

tumorantiangiogene Wirkung untersucht (LuPS P1: DS(PO,4) = 0,81; LuPS P2:
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DS(PO4) =0,40). AuBerdem wurde das fluorierte [-1,4-D-Galactansulfat LuPSF S1
(DS(SO4) =1,75; DS(F) = 0,63) mit im Vergleich zu LuPS-sulfaten lipophileren Eigenschaften
getestet (s. Abbildung 53).
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Abbildung 53: Effekte der Galactanester verschiedener anorganischer Sduren im TUM-CAM-
Assay. Zum Vergleich sind Medium (Blindwert) und U-87 MG Zellen
(Negativkontrolle) angegeben.

LuPS F S1 fluoriertes B-1,4-D-Galactansulfat,

LuPS P1 phosphatiertes -1,4-D-Galactan, DS(PO4) = 0,81

LuPS P2 phosphatiertes -1,4-D-Galactan, DS(PO,) = 0,40

LuPS S3 B-1,4-D-Galactansulfat, DS(SO4) = 1,65

(*=p<0,05 vs U-87 MG; **=p<0,05 vs Thalidomid; ***=p <0,05 vs
LuPS S3)

Testkonzentration: 50 pg/Ring
Thalidomid: Positivkontrolle

Das fluorierte B-1,4-D-Galactansulfat LuPS F S1 mit etwas hoherem DS als LuPS S3 zeigte
keine Aktivitit mehr. Die zusitzliche Fluorierung fiihrt demnach zum Verlust der
antiangiogenen Eigenschaften.

Der Austausch der Sulfat- durch Phosphatgruppen wirkte sich bei den B-1,4-D-Galactanen
nachteilig auf deren Aktivitdt aus. Zwar hatte das niedrig phosphatierte Derivat LuPS P2 ein
geringfiigig hoheres inhibitorisches Potential als LuPS P1 mit einem anndhernd doppelt so
hohen DS(PO,), trotzdem war der Effekt der beiden phosphatierten LuPS-derivate schwécher
als der vergleichbarer LuPS-sulfate (vgl. auch Abbildung 44). Ein Ersatz von Sulfat- durch

Phosphatgruppen in -1,4-D-Galactanen geht also mit einer Aktivitditsminderung einher.



In vivo Testung 100

4.4.4.8 Diskussion der pharmakologischen und strukturellen Parameter

Mit dem TUM-CAM-Assay wurde ein modifizierter CAM-Assay zur Beurteilung der
Inhibition der gliomazellinduzierten Angiogenese durch verschiedene Standard- und
Testsubstanzen etabliert. Da allerdings je nach Tumor- bzw. Tumorzellart Unterschiede in den
angiogenen Triggermechanismen vorhanden sind, erlauben diese Ergebnisse keine allgemein

giiltigen Aussagen zum tumorantiangiogenen Potential der Testsubstanzen.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Dosis und Wirkung zeigte eine Korrelation
zwischen eingesetzter Wirkstoffkonzentration und erzieltem Effekt. Das verwendete
Auswerteverfahren ermoglicht also den Wirkvergleich zwischen unterschiedlichen

Dosierungen einer Substanz und gleichen Dosierungen verschiedener Substanzen.

Im Rahmen der Bearbeitung diverser struktureller Parameter waren auch verschiedene
Verbindungen (Suramin, Heparin, Saccharoseoctasulfat) getestet worden, fiir die Interaktionen
mit GF (u.a. FGF, VEGF) beschrieben wurden. Mit Ausnahme des Glucosaminoglykans

Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa) konnte eine in vivo Aktivitit gezeigt werden.

Die getesteten Galactansulfate waren iiberwiegend potenter als Heparin. Das Ausmal} der
Inhibition der gliomazellinduzierten Angiogenese wird bei den Galactansulfaten u.a. durch den
Sulfatierungsgrad moduliert. Bei 3-1,4 (LuPS-sulfate)- und B-1,3-D-Galactanen konnte kein
eindeutiger Einfluss des DS festgestellt werden, auch wenn in der Reihe der LuPS-sulfate die
antiangiogene Aktivitit mit steigendem DS geringfiigig zunahm. Bei den a-1,4-D-Galactanen

war jedoch fiir eine eindeutige Aktivitédt ein hoher Sulfatgehalt erforderlich (a-Galactan ul S1).

Die tumorantiangiogene Wirkung scheint demnach an das zugrundeliegende
Kohlenhydratgeriist gebunden zu sein. Eine besonders hohe Aktivitit, die jedoch in hohem
Male von der Position der Sulfatgruppen beeinflusst wird, zeigten die a-1,3/B-1,4-verkniipften
Carrageenane. 3-1,4- und B-1,3-D-Galactane waren in ihrer Wirkung vergleichbar, auch wenn
sich bei einem hohen DS eine gewisse Uberlegenheit der B-1,4-Verkniipfung andeutete. Die
alternierende Verkniipfung aus B-1,3-D-Galactose und a-1,4-(3,6)-Anhydro-L-Galactose des
Agarosesulfats Agarose S3 stellte im Vergleich zu den LuPS-sulfaten keinen Nachteil dar.

Die Einfiihrung von Seitenketten in das lineare Kohlenhydratgrundgeriist hat keinen Einfluss
auf die tumorantiangiogenen Eigenschaften. Ebenso ist die in vivo Aktivitdt nicht an Galactose
als Monomerbaustein gebunden, sondern bleibt auch in fucose- und glucosehaltigen (Fucoidan,
LAM S5), nicht aber in xylosehaltigen Polysacchariden (PPS) erhalten.
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Von entscheidender Bedeutung fiir das antiangiogene Potential kann im Einzelfall die Stellung
der Sulfatgruppe(n) sein. Bei den genuinen Carrageenanen war eine klare Trennung zwischen
anhydrogalactosehaltigen Verbindungen (x-, 1- und 0-Carrageenan), bei denen nur
Sulfatgruppen in Position 4 der B-1,3-Galactose neben einer zusétzlichen Sulfatgruppe in
Position 2 der a-1,4-Anhydrogalactose antiangiogen wirkten, und dem anhydrogalactosefreien
A-Carrageenan, dessen zusétzliche Sulfatgruppen in Position 2 und 6 der a-1,4-Galactose den
negativen Einfluss der in Position 2 sulfatierten -1,3-Galactose aufheben konnten, mdéglich.
Bei den LuPS-sulfaten ist eine Sulfatierung in Position 6 unerlésslich fiir die Wirkung. Die
Aktivitdt verschiedener Cellulosederivate ist an die Monosulfatierung in Position 3 gebunden.

Die alleinige oder zusitzliche Derivatisierung in Position 2 der Glucose fiihrt zum Wirkverlust.

Der Einfluss von Molekulargewicht und Lipophilie konnte nur an wenigen Beispielen
untersucht werden. Sowohl die Reduzierung des MW (1-Carrageenan pH 3,2) als auch die
Erhohung der Lipophilie (Methyl-i-Carrageenan) fiihrten bei 1-Carrageenan zu inaktiven
Derivaten. Das durch Fluorierung gewonnene lipophilere 3-1,4-D-Galactan (LuPS F S1) zeigte
ebenfalls keinen Effekt mehr. Im Einzelfall kann also eine Verringerung des MW oder eine
Erhohung des lipophilen Charakters zum Wirkverlust fithren. Ob diese Ergebnisse allgemein
giiltig sind, miissten weitere Untersuchungen zeigen.

Die tumorantiangiogenen Eigenschaften sind an Sulfatgruppen als negative Ladungstriger

gebunden — ein Ersatz durch Phosphatgruppen geht mit einer Aktivitdtsminderung einher.

4.4.5 FGF-2-CAM-Assay als Modell der FGF-2 induzierten Angiogenese

Der entwickelte TUM-CAM-Assay ist in geringfiigig modifizierter Form auch zur Testung der
FGF-2 induzierten Angiogenese verwendbar. Damit kann z.B. der in einer in vitro Testung

festgestellte Wirkmechanismus auf seine in vivo Relevanz tiberpriift werden.

Statt der U-87 MG Zellsuspension wurde FGF-2 (50 ng in PBS) als angiogener Stimulus
eingesetzt (s. Abbildung 54). Nach 72 h Inkubation konnte innerhalb des Agaroserings eine
erhohte Dichte netzartig ausgebildeter Kapillaren beobachtet werden (64% Stimulation). Die
Behandlung mit PBS hingegen verursachte keine Verdnderungen in Struktur und Dichte der
Kapillaren. Im Gegensatz dazu resultierte der Zusatz von L&PS v S1 (50 pg) zu FGF-2 in
ausgedehnten kapillarfreien Bereichen innerhalb des Rings. LaPS v S1 inhibierte deutlich die
durch FGF-2 getriggerte Angiogenese (50% Inhibition).
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Abbildung 54: FGF-2 induzierte Angiogenese im modifizierten Ring-CAM-Assay. FGF-2

(50 ng in PBS) induzierte das Kapillarwachstums in der CAM (64%
Stimulation). PBS war ohne Effekt. Das B-1,3-D-Galactan L4PS v S1 fiihrte
zu einer deutlichen Hemmung der FGF-2 getriggerten Angiogenese.
(Positive/negative  Effekte bis zu 20% wurden als natiirliche
Schwankungsbreite beurteilt)

4.5 Vergleich der in vivo Assays

4.5.1 Screening

Um die Resultate der in vivo Assays vergleichen zu konnen, wurden die Testsubstanzen

verschiedenen Aktivititskategorien zugeordnet. Die Einteilung erfolgte nach den in Tabelle 18

angegebenen Kriterien:

Tabelle 18: Aktivitatskriterien der in vivo Assays

In vivo Assay - (keine Aktivitit) =+ (mittlere Aktivitit) + (gute Aktivitiit)
CAM Score Score Score
0-0,4 0,5-0,8 >0,9
HET-CAM Inhibition [%] Inhibition [%] Inhibition [%]
0-40 41-70 71-100
TUM-CAM Inhibition [%] Inhibition [%] Inhibition [%]

040 41-70 71-100
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In Tabelle 20 sind alle getesteten Substanzen entsprechend ihrer Aktivitdt in den in vivo
Assays angefiihrt. Angegeben ist der prozentuale Anteil der Testsubstanzen (TS) mit in vivo
Effekt zur Gesamtzahl der Testsubstanzen (1. bzw. einzige Prozentangabe) bzw. zur Zahl der
Testsubstanzen mit bestimmter Aktivitit im CAM- bzw. CAM- und HET-CAM-Assay (2.
Prozentangabe). Nicht in allen drei in vivo Assays getestete Substanzen werden bei dem(n)
durchgefiihrten Assay(s) aufgefiihrt (z.B. LaPS S1: nur im CAM-Assay getestet).

Die folgende vereinfachte Darstellung (Tabelle 19) zeigt, dass die iliberwiegende Zahl der
Testsubstanzen in allen drei Assays mittlere Aktivitdt besal (Spalte 3). Der Anteil an
Substanzen mit guter Aktivitit nahm vom CAM- iiber den HET-CAM- zum TUM-CAM-
Assay hin ab (Spalte 4).

Tabelle 19: Anteil der Testsubstanzen [%] mit fehlender (-), mittlerer (£) oder guter (+)
Aktivitit in den in vivo Assays

In vivo Assay - + +

CAM 25,6% 41,9% 32,6%
HET-CAM 10,0% 67,5% 22,5%
TUM-CAM 33,3% 48,2% 18,5%

Wie Tabelle 20 verdeutlicht, zeigen Substanzen ohne Aktivitit im CAM-Assay liberwiegend
eine mittlere Aktivitit im HET-CAM-Assay (81,8% der im CAM-Assay inaktiven TS). Keine
der im CAM-Assay inaktiven TS hat gute Aktivitdt im HET-CAM-Assay. Testsubstanzen mit
mittlerer bzw. guter antiangiogener Wirkung haben mittlere (76,5% der TS mit mittlerer
Aktivitdt im CAM-Assay bzw. 41,7% der TS mit guter Aktivitit im CAM-Assay) bis gute
entziindungshemmende Eigenschaften (17,6% der TS mit mittlerer Aktivitit im CAM-Assay
bzw. 50,0% der TS mit guter Aktivitit im CAM-Assay). Substanzen mit gutem
antiinflammatorischem Potential im HET-CAM-Assay besitzen mindestens eine mittlere
antiangiogene ~ Wirkung.  Dieses = Phdnomen  beruht auf der unspezifischen

Angiogenesestimulation im HET-CAM-Assay durch das eingesetzte Natriumlaurylsulfat.

Dagegen wird die Angiogenese im TUM-CAM-Assay durch einen selektiveren Mechanismus
ausgelost (VEGF sezernierende U-87 MG Zellen). Dies zeigt sich im hoheren Anteil an
inaktiven Substanzen im TUM-CAM-Assay. Eine mittlere oder gute Aktivitdt im CAM-Assay
korreliert nur bedingt mit der Aktivitit im TUM-CAM-Assay. Nur wenige Testsubstanzen
besitzen eine gute Wirkung im TUM-CAM-Assay (7,4% (mittlere Aktivitit im CAM-Assay)
bzw. 11,1% (gute Aktivitit im CAM-Assay) aller TS). Selbst im CAM-Assay inaktive

Verbindungen besitzen mittlere Aktivitdt. Allerdings zeigt keine dieser TS einen guten Effekt.
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Tabelle 20: Einteilung der Testsubstanzen nach ihrer Aktivitit in CAM-[112], HET-CAM-
und TUM-CAM-Assay. ((%): Erlauterungen siehe Text)

CAM - (25,6%)

HET-CAM - (5,0%/18,2%) | HET-CAM = (22,5%/81,8%) | HET-CAM +
D5 D4 AG
Agarose B-Galactan  Laminarin
PGA
TUM- | TUMz | TUM+ | TUM- | TUMz | TUM+ | TUM- | TUM* | TUM +
k-C LuPS S7
LuPS P1
SOS
(3,7%/ | (11,1%/
25%) 75%)

CAM = (41,9%)

LaPS S1

HET-CAM - (2,5%/5,9%)

HET-CAM = (32,5%/76,5%)

HET-CAM + (7,5%/17,6%)

D6 NCT-disulfat
D7 NCH-trisulfat
Alginsdure
TUM- | TUM+ | TUM+ | TUM-| TUMtz |TUM+| TUM- | TUM % | TUM +
Cell O-3 0-C LuPS S8 Cell 2-3 A-C
Methyl- | LuPS S9 1-C
1-C
1-C LuPS P2
pH 3,2
Cell O-2 | Agarose S3
(3,7%/ (14,8%/ | (14,8%/ (3,7%/ (7,4%/
100%) 50%) 50%) 33,3%) 66,7%)
CAM + (32,6%)
LuPS S5 AsaPS S1
HET-CAM - (2,5%/8,3%) HET-CAM = (12,5%/41,7%) |HET-CAM + (15,0%/50,0%)
LiPS IX
TUM- |TUMz [TUM+ |TUM - TUMz | TUM+ [ TUM- [TUMz |[TUM+
LuPS S5 Heparin | AG S1 | LuPS S3 PPS a-Galls | LAM S5
6DS S1
LuPS F a-Gal ul LaPS v
S1 S1 S1
Fucoidan
(ves.)
(3,7%/ (7,4%/ (3,7%/ | (7,4%/ (3,7%/ | (11,1%/ | (3,7%/
100%) 40%) 20%) 40%) 20%) 60%) 20%)
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Der Vergleich der Ergebnisse von HET-CAM- und TUM-CAM-Assay zeigt, dass Substanzen
ohne antiinflammatorische Aktivitdt im TUM-CAM-Assay mittlere Effekte haben. Die im
HET-CAM-Assay mittelaktiven Verbindungen haben {iberwiegend keine bis mittlere Aktivitat
im TUM-CAM-Assay. Stark antiinflammatorische Substanzen besitzen meist mittlere bis gute
Aktivitit im TUM-CAM-Assay. Substanzen mit guter Hemmwirkung auf die

tumorzellinduzierte Angiogenese haben zusétzliche antiinflammatorische Effekte.

Das in vivo Screening potentieller Angiogeneseinhibitoren sollte also nach folgendem Schema

Testsubstanzen

CAM-Assay
Testsubstanzen
mit mittlerer bis Testsubstanzen
guter Aktivitét ohne Aktivitit

HET CAM-Assay ]

Testsubstanzen
mit mittlerer bis Testsubstanzen
guter Aktivitét ohne Aktivitit

TUM -CAM-Assay ]

durchgefiihrt werden:

Abbildung 55: Screeningschema fiir potentielle Angiogeneseinhibitoren

Erfolgt die Testung potentieller Angiogeneseinhibitoren nach dem angegebenen
Screeningschema, werden in dem mit geringem Zeitaufwand verbundenen CAM-Assay bereits
TS ohne Effekt auf die unspezifische Angiogenese eliminiert (25,6% aller TS). Wie Tabelle 20
zeigt, werden dabei jedoch keine TS mit guter Aktivitit im HET-CAM- oder TUM-CAM-
Assay von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen. Der sich anschlieBende HET-CAM-
Assay in der Modifikation nach Marchesan und Paper ermdglicht die vergleichsweise rasche
Beurteilung der antiinflammatorischen Aktivitit der TS. Bei inaktiven Substanzen kann von
einer nachfolgenden Testung im TUM-CAM-Assay abgesehen werden, da diese nur einen

schwachen Effekt auf die tumorzellinduzierte Angiogenese haben (s. Tabelle 20). Die
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verbleibende Gruppe der TS mit mittlerer bis guter antiinflammatorischer Aktivitit schlief3t

alle Verbindungen mit guter tumorantiangiogener Wirkung ein.

4.5.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Die Aktivitit der Testsubstanzen in den verschiedenen in vivo Assays ist an unterschiedliche

strukturelle Voraussetzungen gebunden:

Die Untersuchungen von Galactansulfaten im CAM-Assay [112] hatten bereits gezeigt, dass
die in vivo Aktivitit mit dem Sulfatierungsgrad korreliert (LuPS-sulfate, Carrageenane). Eine
bevorzugte Position der Sulfatgruppen ist nicht ableitbar. Jedoch ist die Verteilung der
Sulfatgruppen im Polysaccharid entscheidend fiir die Wirkstidrke (z.B. Position 2 der
Cellulosederivate). Das lediglich in Position 4 der -1,3-Galactose sulfatierte k-Carrageenan
ist inaktiv. Die antiangiogene Aktivitdt bleibt auch bei Ersatz von Sulfatgruppen durch
Phosphat- und Nitratgruppen bestehen, nimmt aber bei Einfiihrung von Fluoratomen deutlich
ab. Bezogen auf das Kohlenhydratgrundgeriist sind insbesondere Verzweigungen und eine
alternierende o-1,3/B-1,4-Verkniipfung negative Einflussfaktoren. Mit lipophileren Derivaten
ist im Einzelfall eine Wirkungsverbesserung zu erzielen [112].

Neben Galactanen und Cellulosederivaten sind auch Polymere aus anderen
Monomerbausteinen (3-1,3-D-Glucose, L-Fucose, D-Xylose) sowie Heparin in Abhingigkeit
von MW und Herkunft und unsulfatierte Uronsdure antiangiogen. Im Einzelfall kdnnen auch
niedermolekulare Kohlenhydrate (Derivate von k- und 1-Carrageenan) antiangiogene Aktivitét

besitzen.

Im Unterschied zum CAM-Assay ist im HET-CAM-Assay der Sulfatierungsgrad von
untergeordneter Bedeutung. Vielmehr ist im Einzelfall die Stellung der Sulfatgruppen
entscheidend. Desulfatierung in Position 6 eines [(-1,4-D-Galactans flihrt zum Wirkverlust.
Sulfatgruppen in Position 2 von Cellulose-Derivaten bzw. Position 4 der B-1,3-Galactose
anhydrogalactosehaltiger Carrageenane sind mit einem ausgeprigten antiinflammatorischen
Effekt verbunden.

In Abhéngigkeit von der glykosidischen Verkniipfungsart zeigen a-1,4-, B-1,3- und a-1,3/B-
1,4-D-Galactane im Vergleich zu den LuPS-sulfaten zum Teil iiberlegene Aktivitdt. Eine
Erhohung des Verzweigungsgrads bzw. der Lipophile sowie die Reduzierung des MW fiihren
im Falle einzelner Galactane zur Wirkungsabschwiachung. Ohne Wirkverlust konnen dagegen

Sulfat- durch Phosphatgruppen oder Fluoratome ersetzt werden. Die antiinflammatorische
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Aktivitdt ist wie die antiangiogene Aktivitdt nicht an das Galactangrundgeriist gebunden (D-

Glucose, L-Fucose und D-Xylose als Monomere moglich).

Die Aktivitit im TUM-CAM-Assay ist z.T. vom Sulfatierungsgrad und von der Art der
glykosidischen Bindung abhingig (o-1,4-, B-1,4- und «-1,3/B-1,4-D-Galactane). Von
entscheidender Bedeutung fiir die in vivo Aktivitit kann im Einzelfall die Stellung der
Sulfatgruppen sein. Wie schon die antiinflammatorische Aktivitdit ist auch die
tumorantiangiogene Aktivitdt anhydrogalactosesulfathaltiger Carrageenane an Sulfatgruppen in
Position 4 der 3-1,3-Galactose gebunden. Fiir die LuPS-sulfate ist die Sulfatierung in Position
6, fiir Cellulosederivate die Monosulfatierung in Position 3 fiir eine in vivo Wirkung zwingend.
Die Erhohung des Seitenkettenanteils hat keinen Einfluss auf die tumorantiangiogene
Aktivitidt. Dagegen ist ein Anstieg der Lipophilie bzw. eine Abnahme des MW im Einzelfall
mit einem volligen Wirkverlust verbunden. Im Unterschied zum HET-CAM-Assay geht im
TUM-CAM-Assay die Einfithrung von Fluoratomen oder Phosphatgruppen als Ersatz von
Sulfatgruppen mit einem Wirkverlust bzw. einer Wirkminderung einher. Nicht nur Galactane,
auch Polymere mit L-Fucose- und D-Glucose-, nicht aber D-Xylose-Monomeren zeigen in vivo
einen Effekt.

In Tabelle 21 sind die im jeweiligen in vivo Assay aktivsten Verbindungen angegeben.

Tabelle 21: Testsubstanzen mit hochster Aktivitdt in den in vivo Assays

CAM-Assay HET-CAM-Assay TUM-CAM-Assay
Score > 0,9 Inhibition 71%—-100% Inhibition 71%—-100%
Heparin
Carrageenane Carrageenane

B-1,4-D-Galactane
(LuPS S3, LuPS S5,

LuPS S5 6DS, LuPS F S1)

a-1,4-D-Galactane

(a-Galactan 1s S1/ul S1)

B-1,3-D-Galactane
(AsaPS S1, AG S1,
LaPS v S1)
Glucane

(LAM S5, LiPS IX)

Fucoidan
PPS

(A-, 1-Carrageenan)

o-1,4-D-Galactane
(a-Galactan 1s S1)
B-1,3-D-Galactane
(L&PS v S1)

Glucane

(Cell 2-3, LAM S5,
LiPS IX)

Fucoidan

PPS

(A-, 1-Carrageenan)
B-1,4-D-Galactane
(LuPS S3)

a-1,4-D-Galactane
(a-Galactan ul S1)

Glucane
(LAM S5)
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Die Ergebnisse der verschiedenen in vivo Assays zeigen, dass die Angiogenese unter
physiologischen Bedingungen anderen Wirkmechanismen unterworfen ist als die

pathologische Angiogenese in chronischer Entziindung und Tumorwachstum.

Da meist nur innerhalb einer streng definierten Klasse der sulfatierten Kohlenhydrate ein
Zusammenhang zwischen antiangiogener Wirkung und strukturellen Parametern besteht, sollte
die Aktivitdt jedes potentiellen Angiogeneseinhibitors in den diversen in vivo Assays nach dem

angegebenen Screeningschema bestimmt werden.
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5 In vitro Testung

5.1 In vitro Angiogenese-Testmodelle

Zur Suche nach spezifischen Wirkmechanismen von Angiogeneseinhibitoren (z.B. EC-
Mitogen, Inhibition der Zytokinsekretion, Reduktion der Zellmotilitdit) werden diese in
verschiedenen in vitro Testsystemen untersucht [129,204,205]. Deren Aussagekraft ist jedoch
haufig limitiert, da sie niemals die Gesamtheit der komplexen redundanten Prozesse wihrend
der  Neovaskularisation = wiederspiegeln  konnen.  Oftmals werden  endotheliale
Zellkultursysteme eingesetzt. Damit konnen verschiedene spezifische Schritte der angiogenen
Kaskade simuliert werden (s. Tabelle 22). Am weitesten verbreitet sind Tests zur Bestimmung
der Migration (Boydenkammer oder Variationen) wund Proliferation von EC
(Zellzahlbestimmung, Thymidineinbau, Bestimmung der Zellproliferation mit PCNA
(proliferating cell nuclear antigen)-Antikorpern) [129]. Als problematisch anzusehen sind die
Herkunft der EC und die Anzahl der Zellpassagen, da die Reaktion von EC unterschiedlichen
Ursprungs auf GF und Inhibitoren variiert und wéhrend langer Zellkulturzeiten zahlreiche
Verdnderungen z.B. in der Aktivitit, der Expression von Zelloberflichenantigenen und im
Wachstum der EC cecintreten konnen. Zudem sind geringfiigige pH- oder
Osmolarititsdnderungen durch Testsubstanzen bereits zytotoxisch fiir die EC. Diese Effekte
werden fiir die falsch positiven antiangiogenen Eigenschaften von untersuchten Verbindungen
verantwortlich gemacht. Dariiberhinaus sind viele zytotoxische Substanzen und GF nicht
spezifisch fiir EC und haben vermutlich keine selektiven in vivo Effekte [204].

Eine Verbesserung in der Annéherung der Endothelzellkultur an die realen Bedingungen stellt
die Verwendung sog. Cokulturen aus EC und SMC dar [206].

Auch die verschiedenen Organkulturen, in denen in ein Fibringel eingebettete Segmente
adulter (Rattenaorta-Ringassay [91,207], humane Plazentablutgefile [85,208]) oder
embryonaler Blutgefae (Aortenbogenassay des Huhns [209]) als dreidimensionale in vitro
Systeme verwendet werden, spiegeln den Phédnotyp der in den angiogenen Prozess
verwickelten EC deutlicher wieder. Die Verwendung explantierter Embryonen von Affen oder
Sdugetieren ist prinzipiell moglich. Allerdings ist deren Einsatz zur Beurteilung der
Angiogenese durch die geringe Uberlebensdauer der Embryonen stark limitiert. Im
allgemeinen werden sie deshalb zur Untersuchung kurzzeitiger Effekte durch Substanzen oder
transgene Expression insbesondere auf die Vaskulogenese und Organbildung eingesetzt
[204,210]. Gebrauchlicher ist dagegen die Untersuchung angiogener Effekte in der CAM

explantierter Hithnerembryonen [205].
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Tabelle 22: in vitro Assays zur Quantifizierung der Angiogenese [204]

Endothelzellkultur

Assay Mechanismus

e Metalloproteinaseassay Auflésung der ECM [211]

e Zellproliferationsassay Proliferation der EC

e Phagokinetik, /n vitro Wundheilungsassay Motilitét der EC

e transmembrandrer Assay Chemotaxis, Migration

e Lumenbildungsassay (Collagen, Matrigel) [212] Differenzierung von Gefallen

Organkultur

e Aorta-Ringassay [85,91,207,208]
e Aortenbogen-Assay (Huhn) [209]

Embryokultur

Eingesetzte Spezies Untersuchungsparameter
e Embryonen von Affen und Siugetieren [204,210] Vaskulogenese, Organbildung
e Hiihnerembryonen [205] Effekte in der CAM

5.2 Interaktion mit Wachstumsfaktoren (FGF-2, VEGF) und IL-2

Neben den bisher angefiihrten in vitro Assays kann sowohl in zelluldren [213,214] als auch in
zellfreien Systemen die spezifische Bindung zwischen Wachstumsfaktoren und Zytokinen mit
Glykosaminoglykanen untersucht werden. Die Wechselwirkung des Proteins mit 16slichen, in
der ECM oder an der Zelloberfliche gebundenen HSPGs kann unterschiedliche biologische
Konsequenzen haben [3,153]:

e Regulation der Bioverfiigbarkeit

e Stabilisierung und Schutz vor proteolytischem Abbau

e Modulation der Interaktion mit spezifischen Signalrezeptoren

e Kontrolle der intrazelluliren Wirkung

e moglicherweise direkte Interaktion mit Wachstumsfaktorrezeptoren

Durch Zusatz exogener GAG Analoga als FGF-2-Agonisten und/oder -Antagonisten, welche
die physiologische Interaktion zwischen Wachstumsfaktor und Heparin oder Heparansulfaten

beeinflussen konnen, findet moglicherweise eine Modulation der Angiogenese statt.

Zur Untersuchung nichtkovalenter Komplexe von Makromolekiilen konnen zahlreiche

biophysikalische Techniken eingesetzt werden [215]. Spektroskopische Methoden
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(Fluoreszenz, Lichtstreuung, Zirkulardichroismus [216], UV, IR) zeigen Anderungen in der
dreidimensionalen Struktur an. NMR (nuclear magnetic resonance spectroscopy) und
Rontgenkristallstrukturanalyse liefern die atomaren Strukturen von Biomolekiilen und
Komplexen in fliissiger bzw. fester Phase. Beide Methoden erfordern hohe Substanzmengen
(im Milligrammbereich) und sind zeitaufwendig.

Mit ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry) steht eine sensitive und schnelle
Analysenmethode, die nur geringe Probenmengen erfordert, auch zur Untersuchung von
Komplexen polysulfatierter ~ Kohlenhydrate (u.a.  Saccharoseoctasulfat, sulfatierte
Cyclodextrine) mit basischen Proteinen zur Verfligung [217].

Neben ITC (isothermal titration calorimetry), DSC (differential scanning calorimetry) und
moderner analytischer Ultrazentrifugation kénnen verschiedene chromatographische (GPC,
Gelpermeationschromatographie) und elektrophoretische Verfahren (Trypsin-Verdau-Assay
[218] und Affinititscoelektrophorese [219]) eingesetzt werden [215]. Auch mittels ELISA-
Technik kann die Interaktion zwischen Zytokinen und Glykosaminoglykanen untersucht
werden. Dazu wird die Proteinldsung einer mit Kohlenhydrat beschichteten Mikrotiterplatte
zugesetzt und die Menge an gebundenem Protein nach Zusatz geeigneter Antikorper
enzymatisch bestimmt [220].

Durch Filtration iiber eine positiv geladene Membran kann die Bindung eines GF an ein
negativ geladenes Proteoglykan analysiert werden (CAFAS, cationic filtration assay). Nur der

an das Proteoglykan gebundene GF wird auf der Filtermembran zuriickgehalten [221].

Eine relativ neue und kostenintensive Methode zur Bestimmung von Bindungskonstanten
beruht auf einem quantenmechanischen Phinomen, der SPR (surface plasmon resonance). Die
Interaktion von Makromolekiilen mit dem an eine Dextranschicht auf einem Gold-Sensor-Chip
gebundenen Liganden wird durch eine Anderung des Brechungsindex detektiert [222].

Zur Untersuchung von Interaktionen zwischen Biomolekiilen kann auch die
Schwingquarzmikrowaage eingesetzt werden, die, dhnlich wie die SPR, die Analyse der
Anlagerung eines Analyten an einen immobilisierten Liganden und die Berechnung von
Assoziations- und Dissoziationskonstanten ermoglicht. Im Unterschied zur SPR wird die
auftretende Massenidnderung, die auf der Bindung des Reaktionspartners an den auf den
Goldelektroden des Schwingquarz-Sensors immobilisierten Liganden beruht, als Anderung der
Resonanzfrequenz gemessen [223]. Bei beiden Methoden kann durch die Immobilisierung

jedoch eine sterische Hinderung oder eine Modifizierung des gebundenen Molekiils eintreten.
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5.2.1 Interaktion mit FGF-2

Die Interaktionen von Glykosaminoglykanen mit FGF-2 waren Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Voraussetzung fiir die Bindung des GF an Heparin und Heparansulfate ist
eine optimale dreidimensionale Struktur des FGF-2 Molekiils. Mittels Rontgen-
kristallstrukturanalyse konnte eine Gruppe positiv geladener Aminosduren, die in der 3D-
Struktur eine basische Tasche bilden, als mogliche Heparinbindungsstelle identifiziert werden
(Lys35, Arg53, Lys128, Argl29, Lys134, Lys138, Lys144, bezogen auf FGF-2 mit 155
Aminoséduren) [224,225]. Neben ionischen Interaktionen spielen auch Wechselwirkungen mit
ungeladenen Aminosduren (Wasserstoffbriicken, van der Waals Krifte) eine Rolle [226,227].
Die Interaktion zwischen FGF-2 und HSPGs der Zelloberfliche kann durch von Heparin
abgeleitete Penta- oder Hexa- bis Octasaccharide inhibiert werden [228,229]. Dagegen ist flr
eine Erhohung der Affinitit von FGF-2 an seinen Rezeptor mindestens ein Deca- bzw.
Dodecasaccharid erforderlich [229,230]. Von Bedeutung fiir die Wechselwirkung von Heparin
oder Heparansulfaten mit FGF-2 sind insbesondere 2-O- und N-Sulfatgruppen, die Interaktion
mit dem FGFR erfordert zusitzliche 6-O-Sulfatgruppen [153,231]. Auch negativ geladene
Carboxylgruppen von Iduronsdureresten, die durch andere funktionelle Gruppen mit negativer
Ladung (z.B. Amidomethylsulfonatreste) ersetzt werden konnen, tragen zur Interaktion mit
FGF-2 bei [232]. Fiir FGF-2 wird, wie schon flir FGF-1 gezeigt [97], eine heparinabhingige
Oligomerisierung und nachfolgende Rezeptordimerisierung und —aktivierung diskutiert (s.
Abbildung 12).

5.2.1.1 Gelpermeationschromatographie

Mittels Gelpermeationschromatographie (= GroBenausschlusschromatographie) kann die
Interaktion von Proteinen mit Kohlenhydraten untersucht werden. Die nach Inkubation von
Protein und Kohlenhydrat gebildeten stabilen Komplexe konnen aufgrund ihres erhohten
Molekulargewichts vom freien Protein getrennt werden.

In eigenen Arbeiten wurde die Interaktion von FGF-2 mit Heparinen unterschiedlichen
Molekulargewichts und Saccharoseoctasulfat untersucht. Abbildung 56 zeigt die
Chromatogramme von FGF-2 bzw. der Mischungen aus FGF-2 mit steigenden Mengen (A-E)
an Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa). Die reine Proteinlésung wurde nach ca.
28 min als einzelner Peak eluiert (FGF-2). Der Zusatz von Heparin fiihrte zunédchst zu einer
Reduzierung des Peaks von freiem FGF-2 (FGF-2/A, FGF-2/B). Bei weiterer Erh6hung der

Heparinkonzentration trat nach ca. 20-22 min der zusétzliche Peak des gebildeten FGF-2-
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Heparin-Komplexes auf (FGF-2/C), der bei den Mischungen FGF-2/A und FGF-2/B noch
unterhalb der Nachweisgrenze lag. Ab einer gewissen Heparinmenge war nur noch der einem
hoheren Molekulargewicht entsprechende Peak (FGF-2/D, FGF-2/E) detektierbar. Heparin

allein zeigte bei der verwendeten Wellenlénge keine Absorption.

mAU
281
250 | FGF-2/E
200 - FGF-2
FGF-2/A
150 | FGF-2/D
FGF-2/B
FGF-2/C
100
50 | FGF-2/C
0
-55
0 10 20 30 40 50 60

min

Abbildung 56: GPC-Chromatogramme von Mischungen aus FGF-2 und Heparin
(unfraktioniert, bovine Darmmukosa). Alle Proben enthalten 2,04 nmol FGF-2
mit variablen Heparinmengen. Das Verhéltnis FGF-2:Heparin [mol/mol] ist
64,8:1 (A), 32,4:1 (B), 13,0:1 (C), 3,2:1 (D) und 1,6:1 (E).

Stationdre Phase: Ultro Pac TSK-G4000 SW, Fa. LKB, Schweden
FlieBmittel: Phosphatpuffer pH 7,5
Detektion: UV-Absorption bei 206 nm

Untersuchungen von Arakawa et al. zur Stochiometrie der Bindung von Heparin an FGF-2
mittels GroBenausschlusschromatographie und direkter Detektion durch Lichtbrechung,
Absorption und Brechungsindex hatten gezeigt, dass durchschnittlich 6,3 FGF-2 Molekiile pro
Molekiil hochmolekularem Heparin (MW =15 kDa) gebunden sind. In entsprechend
durchgefiihrten Untersuchungen mit niedermolekularem Heparin (MW = 5 kDa) lagen im
Komplex etwa 2,5 Molekiille FGF-2 je Molekiil Heparin vor. Bei einem Proteiniiberschuss

bildeten sich Komplexe unterschiedlicher Stochiometrie aus [233].

Die folgenden Abbildungen zeigen das chromatographische Profil der Komplexe aus FGF-2
und niedermolekularem  Heparin (Heparin LMW, bovine Darmmukosa) bzw.

Saccharoseoctasulfat im Vergleich zu ungebundenem FGF-2.
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Abbildung 57: GPC-Chromatogramm einer Mischung aus FGF-2 (2,04 nmol) und Heparin
LMW (22,7 pg). Zum Vergleich sind die Chromatogramme von FGF-2 und
Heparin LMW angegeben.
Stationdre Phase: Ultro Pac TSK-G4000 SW, Fa. LKB, Schweden
FlieBmittel: Phosphatpuffer pH 7,5
Detektion: UV-Absorption bei 206 nm

Wie schon bei der Interaktion von Heparin mit FGF-2 trat bei Zusatz des sulfatierten Polymers
(s. Abbildung 57) bzw. des Disaccharids (s. Abbildung 58) eine Verschiebung des Peaks zu
einem hoheren Molekulargewicht auf. Der FGF-2-Heparin LMW-Komplex wurde nach ca.
24 min, der FGF-2-Saccharoseoctasulfat-Komplex nach ca. 26 min eluiert. Die Kohlenhydrate
selbst zeigten keine Absorption.

Diese Methode ist nur einsetzbar bei gro3en Molekulargewichtsunterschieden zwischen dem
Protein in freier und gebundener Form und einer geringen Dissoziationskonstanten des
Komplexes. Dariiber hinaus ist eine relativ hohe Proteinmenge (ug-Bereich) erforderlich, auch
wenn durch die Detektion bei der spezifischeren Wellenldnge von 206 nm statt bei 280 nm die
eingesetzte Proteinkonzentration reduziert werden konnte. Eine weitere Limitation besteht in
einer moglicherweise auftretenden Triibung der Analysenlosung durch schwerldsliche Protein-

Kohlenhydrat-Komplexe.
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Abbildung 58: GPC-Chromatogramm einer Mischung aus FGF-2 (2,04 nmol) und
Saccharoseoctasulfat (SOS, 22,7 ug). Zum Vergleich sind die Chromato-
gramme von FGF-2 und Saccharoseoctasulfat angegeben.

Stationdre Phase: Ultro Pac TSK-G4000 SW, Fa. LKB, Schweden
FlieBmittel: Phosphatpuffer pH 7,5
Detektion: UV-Absorption bei 206 nm

5.2.1.2 Fluoreszenzuntersuchungen

Um Interaktionen zwischen Kohlenhydratliganden und bindenden Proteinen zu untersuchen,
steht mit der Fluoreszenzspektroskopie eine aussagekriftige Methode zur Verfiigung. Sie
ermdglicht die Bestimmung von Bindungskonstanten, ohne das Gleichgewicht durch die haufig
erforderliche physikalische Abtrennung eines der Bindungspartner zu storen. Die
Proteinfluoreszenz wird durch die aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan
verursacht. Da diese sich aber in ihren Absorptionsspektren unterscheiden, kann durch
geeignete Wahl der Anregungswellenlinge (Apxc (Tyrosin) =280 nm; Agx (Tryptophan)
=290nm) selektiv die Tryptophanfluoreszenz bestimmt werden. Nahezu alle
kohlenhydratbindenden Proteine enthalten Tryptophanreste, deren Fluoreszenz jedoch in
Abhéngigkeit von Position und Mikroumgebung, die durch spezielle physiko-chemische
Bedingungen (Polarisierbarkeit, Mikroviskositdt, Vorhandensein geladener Gruppen, mogliche
spezifische Interaktionen) charakterisiert ist, variiert. Die Proteinfluoreszenz ist demnach die

Summe der Fluoreszenzbeitrige einzelner Tryptophanreste [234].
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FGF-2 enthilt lediglich einen Tryptophanrest, der nach Rontgenkristallstrukturanalyse nahe
einer Gruppe basischer Aminosaurereste liegt, die an der Interaktion mit Heparin und Rezeptor
beteiligt sind [224]. Eine Anderung der Mikroumgebung des Tryptophanrestes, z.B. durch
Bindung eines Liganden in der basischen Region, kann dessen Fluoreszenzeigenschaften
beeinflussen (z.B. Anderung der Fluoreszenzintensitiit, des Spektrums oder der Wellenlinge
im Intensitdtsmaximum (Amax)) [235]. Wie fiir FGF-1 konnte auch fiir FGF-2 eine Minderung

der Fluoreszenzemission nach Heparinzusatz gezeigt werden [236,237].

5.2.1.2.1 Durchfithrung der Fluoreszenzuntersuchungen

In Analogie zu Fluoreszenztitrationsmessungen von Li und Seddon [237] wurden einer FGF-2-
Losung in Tris-HCI-Puffer verschiedene sulfatierte bzw. unsulfatierte Polysaccharide und
Oligosaccharidsulfate in steigender Konzentration zugesetzt und nach Anregung bei 290 nm

die Fluoreszenzemission des Proteins bei 340 nm ermittelt.

Fluoreszenzintensitat
30

25 33

20 | 1

15 1

10

300 350 400
A [nm]

Abbildung 59: Fluoreszenzspektren von FGF-2 (450 nM) nach Zusatz von Heparin. Die
Anregungswellenldnge war 290 nm, bei 340 nm trat eine maximale
Fluoreszenzintensitit auf. Die Konzentration von Heparin [nM] ist nahe dem
jeweiligen Spektrum angegeben.

Abbildung 59 zeigt eine Reihe von Fluoreszenzspektren von FGF-2 nach Heparinzusatz (0—
220 nM). Nach der ersten Substanzzugabe nahm die Tryptophanfluoreszenzintensitit
voriibergehend ab, um bis zu einer maximalen Fluoreszenzintensitit bei einer

Heparinkonzentration von 110 nM anzusteigen. Die initiale Fluoreszenzintensitat nahm um ca.
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17% zu. Li und Seddon hingegen beobachteten eine Abnahme der Fluoreszenzintensitét bei
steigender Heparinkonzentration [237]. Worauf die unterschiedlichen Effekte zuriickzufiihren
sind, ist unklar. Moglicherweise lagen die verwendeten Proteine in verschiedenen
Ausgangskonformationen vor oder aber die verwendeten Heparine unterschiedlicher Herkunft
(bovine Darmmukosa bzw. Schweinedarmmukosa [237]) fithrten zu einer positiven bzw.
negativen Anderung der Mikroumgebung des Tryptophanrestes. Es wurde jedoch eindeutig
eine Anderung der Tryptophanfluoreszenz durch das zugesetzte Glucosaminoglykan
festgestellt (s. Abbildung 59).

Analog wurden Titrationsmessungen mit dem oligomeren Saccharoseoctasulfat durchgefiihrt.
Im Konzentrationsbereich von 410-8200 nM Disaccharid nahm die Fluoreszenzintensitit von
FGF-2 stetig zu (s. Abbildung 60). Die terminale Fluoreszenzintensitit lag etwa 22% tiber der

anfanglichen Fluoreszenzintensitét.

Fluoreszenzintensitat

300 350 400
A [nm]

Abbildung 60: Fluoreszenzspektren von FGF-2 (450 nM) nach Zusatz von Saccharose-
octasulfat. Die Anregungswellenlinge war 290 nm, bei 340 nm trat eine
maximale Fluoreszenzintensitit auf. Die Konzentration von Saccharose-
octasulfat [nM] ist nahe dem jeweiligen Spektrum angegeben.

In Untersuchungen mit dem o-1,3/B-1,4-D-Galactansulfat A-Carrageenan wurde eine
Fluoreszenzminderung (ca. 12% der initialen Fluoreszenzintensitdt) in Abhingigkeit von der
Konzentration des Polysaccharids (0,57—-11,4 nM) festgestellt (s. Abbildung 61).
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Abbildung 61: Fluoreszenzspektren von FGF-2 (450 nM) nach Zusatz von A-Carrageenan.
Die Anregungswellenlinge war 290 nm, bei 340 nm trat eine maximale
Fluoreszenzintensitdt auf. Die Konzentration von A-Carrageenan [nM] ist
nahe dem jeweiligen Spektrum angegeben.

In Abbildung 62 ist die Abnahme der Fluoreszenzintensitit von FGF-2 bei 340 nm nach
Anregung bei 290 nm gegen die Konzentration von A-Carrageenan [nM] aufgetragen. Unter
der Voraussetzung, dass ein Molekiil A-Carrageenan ein Molekiil FGF-2 bindet, kann die

Anderung der Fluoreszenzemission nach folgender Gleichung beschrieben werden [238]:

AF(([P]; + Kp + [L]) - ([PT + Kp + [L1? - 4[PLL])")
1 FO = FI +

2[P];

Fo, beobachtete Fluoreszenzintensitiat; Fj, initiale Fluoreszenzintensitit; AF, Differenz
zwischen initialer und terminaler Fluoreszenzintensitit; Kp, Gleichgewichtsdissoziations-
konstante; [P];, totale Konzentration des Proteins (FGF-2); [L];, totale Konzentration des
Liganden (Kohlenhydrat)

Ist die totale Proteinkonzentration [P]; im Vergleich zur Dissoziationskonstanten Kp viel

groBer, kann Gleichung 1 zu Gleichung 2 vereinfacht werden [237]:

AF[L];
2 Fo=F+
[P]e
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Bei niedrigen Ligandkonzentrationen besteht ein linearer Zusammenhang zwischen
beobachteter ~ Fluoreszenzintensitit und  Ligandkonzentration.  Néhert sich  die
Fluoreszenzintensitdt dem Séttigungsgrenzwert an (AF = Fo - F; = konstant), so entspricht die

totale Ligandkonzentration [L]; der totalen Proteinkonzentration [P]s.

. Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 62: Fluoreszenztitration von FGF-2 (450 nM) mit A-Carrageenan.
Anregungswellenldnge: 290 nm
Emissionswellenldange: 340 nm

Die totale Proteinkonzentration [P]; entspricht mit = 5 nM (s. Abbildung 62) nur etwa 1,1% der
gesamten Proteinmenge (450 nM). Dies bedeutet, dass die zur Sittigung von FGF-2
erforderliche Ligandkonzentration ca. 1,1% der Proteinkonzentration betrégt. Daraus kann der
Schluss gezogen werden, dass ca. 90 (n) FGF-2 Molekiile an ein Molekiil A-Carrageenan
binden konnen. Die Giiltigkeit von Gleichung 1 bleibt bestehen, wenn der Faktor n
beriicksichtigt wird (n[L];, nKp) [237]. Jedoch darf bei der Beurteilung der Stochiometrie des
FGF-2-Kohlenhydrat-Komplexes nicht auler Acht gelassen werden, dass A-Carrageenan eine
heterogene Struktur aufweist, im FGF-2 Molekiil sowohl hoch- als auch niedrigaffine
Bindungsstellen vorliegen und moglicherweise durch die Bindung an das Polysaccharid
Proteinaggregate gebildet werden [237]. Im Folgenden wurde der Faktor n vernachldssigt und
vereinfachend eine 1:1-Stdchiometrie zwischen FGF-2 und Kohlenhydrat angenommen.

Um die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Ky zu bestimmen, wurden die Titrationskurven
einer nichtlinearen Regression nach Gleichung 1 unterworfen. Die getesteten Substanzen
wurden, den ermittelten Kp-Werten entsprechend, in drei Kategorien (Fluoreszenz -: keine
Affinitdt zu FGF-2; Fluoreszenz +: mittlere Affinitdt zu FGF-2 (Kp> 1 nM); Fluoreszenz +:
hohe Affinitit zu FGF-2 (Kp < 1 nM)) eingeteilt (s. Kapitel 5.2.1.2.2).
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5.2.1.2.2 Ergebnisse der Fluoreszenzuntersuchungen

Die fiir Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa) ermittelte Gleichgewichts-
dissoziationskonstante Kp lag unter 1 nM und steht damit fiir eine starke Bindung des
Glucosaminoglykans an FGF-2. Dies stimmt mit Fluoreszenzuntersuchungen von Li und
Seddon iiberein. Sie bestimmten einen Kp-Wert von = 1nM fiir die Interaktion von Heparin aus
Schweinedarmmukosa mit FGF-2, wobei kein Unterschied zwischen in E. coli exprimiertem
und kommerziell erhiltlichem rekombinantem humanem FGF-2 auftrat [237]. Auch die
Untersuchungen von Heparinen unterschiedlichen Molekulargewichts mit FGF-2 mittels
Affinititscoelektrophorese lieferten dhnliche Kp-Werte [219]. In Bindungsstudien mit '*I-
FGF-2 und BHK (baby hamster kidney)-Zellen konnte gezeigt werden, dass sowohl zelluldre
Bindungsstellen mit hoher (Kp=20pM) als auch mit niedriger Affinitit (Kp=2 nM)
existieren, wobei letztere vermutlich fiir die Bindung des Wachstumsfaktors an zellgebundenes
Heparin oder verwandte Strukturen stehen [239]. Ubereinstimmende Resultate ergab auch die
Analyse der Bindung von FGF-2 an zelluldire oder isolierte Rezeptoren und
Heparansulfatproteoglykane muriner Balb/c3T3 Zellen [240].

Auch die Kp-Werte der anderen getesteten Substanzen lagen im nanomolaren Bereich (s.
Tabelle 23). Lediglich ca. 21% der Testsubstanzen zeigten keine Interaktion mit FGF-2 (d.h.
Fluoreszenz —).

Fiir die Affinitdt zu FGF-2 war das zugrundeliegende Kohlenhydratgeriist nicht entscheidend.
Neben Heparin waren sowohl o-1,3/B-1,4-D-Galactansulfate (Carrageenane) als auch
vergleichsweise niedermolekulare sulfatierte Galactane (B-1,4-, a-1,4- und B-1,3-D-Galactane)
aktiv. Jedoch konnte das Galactangrundgeriist ohne Affinititsverlust durch u.a. glucose- oder
fucosehaltige Polymere ersetzt werden (Cellulose 2-3, Laminarin, LiPS IX, Fucoidan (ves.),
Agarose, Agarose S3, Alginsdure).

Ebensowenig konnte ein allgemeiner Zusammenhang zwischen Sulfatierungsgrad und
Bindungsstirke festgestellt werden. Es lagen sowohl unsulfatierte Verbindungen (-Galactan,
PGA, AG, Laminarin, Agarose, Alginsdure) mit Affinitdt zu FGF-2 vor als auch verschiedene
hochsulfatierte Polysaccharide, wie z.B. das Glucan LAM S5 und das Polyxylan PPS, die
keine Interaktion mit dem Wachstumsfaktor zeigten. Sowohl fiir PPS [102] als auch fiir
LAMSS5 [241] wurden jedoch FGF-2 antagonistische FEigenschaften beschrieben.
Moglicherweise kann diese Diskrepanz durch die Bindung der Polymere an FGF-2 aullerhalb
der sog. Heparinbindungsstelle erkldrt werden. Die Wechselwirkung unsulfatierter Polymere
mit FGF-2 kann wie bei neutralen heparin- und heparansulfatihnlichen Oligosacchariden
[109,226] bzw. Carboxymethyldextranbenzylamid [216] auf dem Kohlenhydratgrundgeriist
durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken und Van der Waals Kriften beruhen. Nichtionische

Interaktionen tragen entscheidend zur Bindungsreaktion bei [227]. Da hochsulfatierte
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Kohlenhydratsequenzen in Heparansulfaten seltener als in Heparin vorkommen [228], sind
neutrale Oligosaccharidsequenzen moglicherweise ebenfalls an der Bindung mit FGF-2
beteiligt [109].

Die hochmolekularen Carrageenane zeigten unabhidngig von Zahl und Position der
Sulfatgruppen  vergleichbare = Bindungsaffinititen  (hohe  Affinitit).  Bereits in
Zellkulturversuchen inhibierten 1-, k- und A-Carrageenan selektiv die Bindung radioaktiv
markierter Wachstumsfaktoren (u.a. FGF-2, PDGF, TGF-B1) [107]. Eine Erhéhung der
Lipophile hatte keinen Effekt (Methyl-1-Carrageenan).

Jedoch zeichnete sich ein deutlicher Einfluss des Molekulargewichts ab: Niedermolekulare
Derivate von 1-Carrageenan waren nur schwach oder nicht bindend. Die getesteten sulfatierten
Oligosaccharide (=2 Monomere) zeigten nur schwache Affinitit zu FGF-2. Fir
Saccharoseoctasulfat war, wie auch schon in Untersuchungen mittels Gelpermeations-
chromatographie (s. Abbildung 58) und Gleichgewichtsdialyse/Densitometrie [242], eine
Bindung an FGF-2 nachweisbar.

Bei den a-1,4-verkniipften Galactanen scheint der Einfluss des Sulfatierungsgrads eher gering
zu sein. Die unsulfatierte Ausgangsverbindung PGA hatte eine den sulfatierten Derivaten o-
Galactan Is S1 und a-Galactan ul S1 entsprechende hohe Affinitdt. Demnach sind neben
Sulfat- auch Carboxylgruppen als negative Ladungstriger moglich.

Anders bei den B-1,4-D-Galactanen (LuPS-sulfate) und den [-1,4-D-Glucanen
(Cellulosederivate). Hier trat eine messbare Fluoreszenzinderung erst ab einem gewissen
Sulfatierungsgrad auf (LuPS-sulfate: DS > 0,53; Cellulosederivate: DS > 1). Bei den B-1,4-D-
Galactanen blieb die Aktivitdt auch bei Desulfatierung in Position 6 erhalten (LuPS S5 6DS).

Der Ersatz von Sulfatgruppen durch Phosphatgruppen war bis zu einem bestimmten
Substitutionsgrad moglich (LuPS P2). Eine zusétzliche Fluorierung verdnderte die

Bindungseigenschaften des -1,4-verkniipften Galactans (LuPS F S1) nicht.

Innerhalb  der  B-1,3-D-Galactane  stellte ein  zunehmender  Verzweigungsgrad
(AsaPS S1 < L4aPS v S1 < AG S1) keinen Nachteil fiir die Bindung dar.
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Tabelle 23: Ergebnisse der Fluoreszenzuntersuchungen an FGF-2
(-: keine Affinitdt; +: mittlere Affinitat; +: hohe Affinitét)

Substanz Fluoreszenz — Fluoreszenz Fluoreszenz +
Kp>1nM Kp<1nM
(20,9%) (25,6%) (53,5%)
lineare a-1,3/p-1,4-D- D5 1-Carrageenan pH 3,2 A-Carrageenan
Galactane D6 D3 0-Carrageenan
D7 D4 k-Carrageenan
1-Carrageenan
Methyl-1-C
lineare -1,4-D- LuPS S7 B-Galactan LuPS S5
Galactane LuPS P1 LuPS S9 LuPS S8
LuPS S5 6DS
LuPS P2
LuPS F S1
lineare a-1,4-D- PGA
Galactane a-Galactan s S1
o-Galactan ul S1
B-1,3-D-Galactane AsaPS S1 AG S1
AG LaPS v S1
L4PS S1
Glucane Cellulose O-2 Cellulose 2-3
Cellulose O-3 Laminarin
LAM S5 LiPS IX
Sonstige PPS Heparin
Kohlenhydrate Fucoidan (ves.)
Agarose
Agarose S3
Alginséure
Oligosaccharide Saccharoseoctasulfat

Neocarratetraose-disulfat
Neocarrahexaose-trisulfat

5.2.1.2.3 Zusammenfassung

Die Fluoreszenzspektroskopie stellt eine duBerst empfindliche Methode zur Bestimmung der

Affinitdt von Kohlenhydratliganden zu FGF-2 dar. Jedoch werden lediglich solche Liganden

als proteinbindend erkannt, die in der Nihe des Tryptophanrestes binden und so zu einer

Anderung der Fluoreszenzemission fiihren. Deshalb ist die Bindungsféhigkeit eines Liganden

aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften nicht eindeutig festzulegen.
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5.2.1.3 Trypsin-Verdau-Assay (FGF-2)

Der Trypsin-Verdau-Assay stellt eine relativ einfach durchzufiihrende Methode dar, um die
Interaktion von humanem FGF-2 mit ungebundenen GAGs in Losung zu untersuchen. In
Abhingigkeit von der Struktur der GAGs binden diese in vitro an den Wachstumsfaktor und
schiitzen ihn vor dem proteolytischen Abbau durch Trypsin. Fiir FGF-2 sind mehr als 20
theoretische Spaltstellen denkbar, da die Protease spezifisch nach Arginin- bzw. Lysinresten
angreift. Coltrini et al. vermuten jedoch eine bevorzugte Trypsin-Spaltstelle im FGF-2
Molekiil, die wahrscheinlich der durch Rontgenkristallstrukturanalyse identifizierten,
konformationsabhéngigen, sulfation-bindenden Gruppe basischer Aminosduren entspricht
[218,224]. Sterische Hinderung durch den Kohlenhydratliganden bzw. ionische Wechsel-
wirkungen zwischen FGF-2 und Ligand verhindern den Angriff der Protease in diesem
Proteinbereich und so den Abbau des GF. Sowohl Heparin als auch endothelzellgebundene und

sezernierte Heparansulfate schiitzen FGF-2 vor enzymatischer Inaktivierung [243,244].

5.2.1.3.1 Durchfiihrung des Trypsin-Verdau-Assays

Die Testung wurde nach der von Késbauer entwickelten Methode [127,128] durchgefiihrt (s.
Abbildung 63). Im Vergleich zu frither beschriebenen Versuchsdurchfiihrungen [218,243]
konnte der Bedarf an FGF-2 durch Zusatz des Tensids Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-
sorbitanlaurat) und Verwendung eines dreifach konzentrierten Probenpufters deutlich reduziert
werden. Die Proteinbanden wurden statt durch Coomassie- mit der zeitaufwendigen
Silberfarbung sichtbar gemacht, die jedoch selbst den Nachweis geringer Mengen FGF-2
sicher ermdglichte. Die Auswertung der Gele erfolgte stets mit einem Durchlichtscanner und
entsprechender Software. Die Integrationswerte der Banden der TS (optische Dichte x
Bandenbreite) wurden als prozentualer Anteil des Integrationswertes des Vergleichs (FGF-2
ohne Testsubstanz und Trypsin) angegeben (unverdauter FGF-2 [%]).

Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass der Schutz des Wachstumsfaktors vor dem
proteolytischen Abbau auf der Hemmung der Protease durch die Testsubstanzen beruht, wurde
als Kontrolle stets ein durch Hitzebehandlung (65°C, 5 min) inaktivierter FGF-2 mitgetestet.
Durch die thermische Belastung tritt eine Anderung der nativen Konformation von FGF-2 und
infolgedessen ein Verlust der Bindungsaffinitit zu Heparin oder GAGs ein. Wird der
denaturierte, nicht aber der native FGF-2 in Gegenwart einer Testsubstanz durch Trypsin

abgebaut, so beruht die protektive Wirkung der Testsubstanz nicht auf einer Enzyminhibition,
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sondern auf der Bindung an arginin- und lysinreiche Bereiche in der Tertidrstruktur des
Wachstumsfaktors.

1 FGF-2 (EK=12,5 pg/ml), Testsubstanz (EK =0-0,75 ng/ml)
und Trypsin (EK = 0,25 pg/ml) in Reaktionsgefdflen mischen

7, 20 oder 40 h Inkubation bei 37°C

Zugabe von dreifach konzentriertem Probenpuffer

SDS/PAGE auf 16%igen Gelen in einem Tris-Glycin-Puffer
Silberfarbung, Auswertung mit dem Densitometer

N A W N

Abbildung 63: Durchfiihrung des Trypsin-Verdau-Assays (FGF-2)

Um inaktive Substanzen ausschlieBen zu konnen, wurden in einem ersten Screening die
Testsubstanzen zundchst in zwei Konzentrationen (0,25 pug/ml; 0,5 pg/ml) auf ihre FGF-2
bindenden Eigenschaften untersucht. Die aktiven Substanzen und verschiedene Verdiinnungen
davon wurden dann zur Ermittlung der ICso-Werte und der Beurteilung der Wirkdauer erneut
getestet.

Als Standardsubstanz wurde Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa) gewihlt. Auch die
anderen getesteten Heparine (Heparin LMW, Heparin p, Heparin NA) zeigten vergleichbare
Aktivitét.

In Abbildung 64 ist der konzentrationsabhingige Effekt des verzweigten [-1,3-D-Galactans
LaPS v S1 nach 7stiindiger Inkubation gezeigt.

s e— — —

FGF-2 + + + + + + + +
LaPSvsS1 - 0,13 0,25 0,38 0,50 0,63 0,75 -
Trypsin + + + + + + + -

Abbildung 64: SDS/PAGE von FGF-2 und L&PSv SI1. Dosisabhidngiger Effekt von
L4PS v S1 (EK =0,13-0,75 pg/ml) nach 7stlindiger Inkubation.
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Ohne Zusatz des sulfatierten Galactans wurde FGF-2 durch Trypsin vollstindig abgebaut
(Bande 1). Mit steigender Konzentration an L4PS v S1 nahm die Bandenintensitit und damit
die Menge an unverdautem FGF-2 zu (Bande 2-7). Unter den gleichen Bedingungen wurde
FGF-2 ohne Trypsin- und LaPS v S1-Zusatz inkubiert (Bande 8).

5.2.1.3.2 Ergebnisse des Trypsin-Verdau-Assays

5.2.1.3.2.1 Dosis-Wirkungsbeziechung

Am Beispiel von Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa), Saccharoseoctasulfat und t-
Carrageenan ist in der folgenden Abbildung die Dosisabhingigkeit der FGF-2-Protektion vor
dem proteolytischen Abbau dargestellt. In Analogie zum in Abbildung 64 gezeigten Effekt von
L4PS v S1 nahm mit steigender Konzentration der sulfatierten Kohlenhydrate der prozentuale
Anteil an unverdautem FGF-2 bis zu einem Séttigungswert zu. Die getesteten Substanzen
unterschieden sich sowohl in der inhibitorischen Konzentration des halbmaximalen Effekts
(ICso (Heparin) = 0,14 pg/ml; ICso (Saccharoseoctasulfat) = 0,24 pg/ml; ICsy (1-Carrageenan)
=0,27 pg/ml) als auch im erreichbaren Maximaleffekt (E, (Heparin)=56,6%;
En (Saccharoseoctasulfat) = 73,1%; E,, (1-Carrageenan) = 51,8%).

unverdauter FGF-2 [%)]
100

90
80
70
60
50
40-
30
20
10+

0_

T T T T T
0,50 0,75

0 ' ' 0,2|5
Endkonzentration [ug/ml]

Abbildung 65: Konzentrationsabhéngigkeit des protektiven  Effekts von  Heparin
(unfraktioniert, bovine Darmmukosa, M), Saccharoseoctasulfat (O) und -
Carrageenan (#) im Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 nach 7 h Inkubation.
Die Dosis-Wirkungskurven wurden einem sigmoidalen Kurvenlauf
angendhert.
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Unter Vernachlissigung des Molekulargewichts war Heparin demnach die Substanz mit der
hochsten Affinitdt zu FGF-2, die jedoch den Wachstumsfaktor ebenso wie 1-Carrageenan nur
teilweise vor dem proteolytischen Abbau schiitzen konnte (E,, < 56,6%). Saccharoseoctasulfat,
das mit vergleichbarer Affinitit wie 1-Carrageenan an den Wachstumsfaktor bindet, konnte den
proteolytischen Abbau effektiver hemmen. Das Ausmall der Hemmwirkung auf den FGF-2
Abbau (En) ist von der Dissoziationsgeschwindigkeit des Kohlenhydrat-FGF-2-Komplexes
abhéngig.

Bei Angabe der ICso-Werte in nM ergibt sich fiir Heparin eine 10fach, fiir Saccharoseoctasulfat
eine mehr als 300fach geringere Affinitit zu FGF-2 als fiir 1-Carrageenan
(ICso (Heparin) = 7,8 nM;  ICsy (Saccharoseoctasulfat) = 246,4 nM;  ICs, (1-Carrageenan) =
0,8 nM). Dies deutet auf zusétzliche Kontaktpunkte fiir FGF-2 in der Molekiilstruktur von -

Carrageenan hin.

Der Trypsin-Verdau-Assay ermoglicht also zum einen die Bestimmung des maximalen Effekts
(Em (unverdauter FGF-2 [%])), der Hinweise auf die Dissoziationsgeschwindigkeit des
Kohlenhydrat-FGF-2-Komplexes liefert (Komplexstabilitidt, Aktivitit), zum anderen die
Bestimmung der Konzentration des Kohlenhydratliganden, die zu einer 50%igen Hemmung
des enzymatischen FGF-2-Abbaus fiihrt (ICso [ug/ml]). Diese ist gleichbedeutend mit der
Affinitdt des Liganden bzw. deutet bei gleichem Maximaleffekt auf die Anzahl mdoglicher
Proteinbindungsstellen im Kohlenhydratliganden hin.

Bei der Bestimmung der ICso-Werte wurde wegen der groBBen Molekulargewichtsunterschiede
der einzelnen Testsubstanzen auf die Angabe der Molaritdt verzichtet, da fiir eine mogliche

therapeutische Anwendung die absolut einzusetzenden Substanzmengen von Bedeutung sind.

5.2.1.3.2.2 Unsubstituierte Polysaccharide und Oligosaccharidsulfate

Im Trypsin-Verdau-Assay zeigten unsulfatierte Polysaccharide unabhédngig vom zugrunde
liegenden Kohlenhydratgeriist (B-Galactan, PGA, AG, Laminarin, Agarose) keinen Effekt.
Eine Ausnahme stellte die uronsdurchaltige Alginsdure dar (s. Kapitel 5.2.1.3.2.7). In der
Gruppe der Oligosaccharide waren die niedrig sulfatierten Kohlenhydrate (Neocarratetraose-
disulfat, Neocarrahexaose-trisulfat) inaktiv. Lediglich bei dem hochsulfatierten

Saccharoseoctasulfat war ein guter biologischer Effekt zu beobachten (sieche Abbildung 65).
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5.2.1.3.2.3 lineare a-1,3/B-1,4-D-Galactane (Carrageenane)
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Abbildung 66: Effekte der genuinen Carrageenane (k-, 1-, 6- und A-Carrageenan, von links
nach rechts mit steigendem DS) sowie der durch Methylierung (Methyl-1-
Carrageenan) und Hydrolyse (1-Carrageenan pH 3,2; D7) modifizierten
Derivate von 1-Carrageenan.
ICso [pg/ml]: schwarze Sdulen
En (unverdauter FGF-2 [%]): graue Sédulen
Heparin: Standardsubstanz

In der Gruppe der selektiv sulfatierten genuinen Carrageenane zeigte sich eine deutliche
Abhingigkeit der Affinitit zu FGF-2 vom Sulfatierungsgrad. Wéahrend das nur schwach
sulfatierte k-Carrageenan inaktiv war, nahmen die ICso-Werte von -, 6- und A-Carrageenan
mit steigendem DS ab und folglich die proteinbindenden Eigenschaften zu. Moglicherweise
spielt auch die Verteilung der Sulfatgruppen eine Rolle, da das wie k-Carrageenan in
Position 4 der B-1,3-Galactose sulfatierte 1-Carrageenan im Vergleich zu den in Position 2 der
B-1,3-Galactose sulfatierten 0- und A-Carrageenan geringere Affinitit besa3. Betrachtet man
lediglich die E,-Werte, iiberrascht i1-Carrageenan jedoch mit einem deutlich hoéheren
Maximaleffekt als 6- und A-Carrageenan, der auf der geringeren Dissoziationsgeschwindigkeit
des 1-Carrageenan-FGF-2-Komplexes beruht, und ist damit Heparin (ICso (Heparin) =
0,14 ng/ml; E,, (Heparin) = 56,6%) dquivalent.

Die Untersuchung von Methyl-i-Carrageenan (Methylether von 1-Carrageenan) machte
deutlich, dass sich eine Lipophilieerhohung im Einzelfall positiv auf die Affinitit auswirken

kann (ICso ¥), auch wenn diese mit einer Verringerung der Aktivitit (Ey, ¥) einhergeht. Der
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hydrolytische Abbau von 1-Carrageenan mit anschlieBender Fraktionierung fiihrte zu Derivaten
(1-Carrageenan pH 3,2 und seine Fraktionen D3, D4, D5, D6, D7), die nicht mehr mit FGF-2
interagieren. Lediglich D7, die Fraktion mit dem hochsten Molekulargewicht und Sulfatgehalt,
hatte FGF-2 bindende Eigenschaften. Moglicherweise liegt hier eine optimale Anordnung der

negativ geladenen Sulfatgruppen im Kohlenhydratgrundgeriist vor.

5.2.1.3.2.4 lineare B-1,4-D-Galactane (LuPS-sulfate)

Wie bei den Carrageenanen trat auch bei den LuPS-sulfaten erst ab einem gewissen
Sulfatierungsgrad eine Proteinbindung auf. Das unsulfatierte Grundgeriist wie auch die
sulfatierten Derivate bis zu einem DS <0,72 (LuPS S7, LuPS S8, LuPS S9) waren inaktiv.
Hingegen konnte LuPS S5 bei niedrigerem ICso-Wert den Wachstumstaktor annidhernd so

effektiv vor dem Trypsinabbau schiitzen wie Heparin.
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Abbildung 67: Effekte der LuPS-sulfate (von links nach rechts mit steigendem DS).
LuPS S5 6DS: selektiv in Position 6 desulfatiertes B-1,4-D-Galactansulfat;
LuPS F S1: fluoriertes B-1,4-D-Galactansulfat; LuPS P2/1: phosphatiertes -
1,4-D-Galactan
ICso [ng/ml]: schwarze Sdulen
En (unverdauter FGF-2 [%]): graue Séulen
Heparin: Standardsubstanz

Die selektive Desulfatierung in Position 6 von LuPS S5 fiihrte zu dem noch aktiven Derivat
LuPS S5 6DS, das jedoch eine deutlich hohere Affinitdt zu FGF-2 besa3. Die Einflihrung
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ungeladener Fluoratome in Position 6 des Galactansulfats duBlerte sich in einer nahezu
vollstdndigen Inhibition des proteolytischen Abbaus von FGF-2. Allerdings ging diese
Aktivitétssteigerung mit einer deutlichen Verminderung der Affinitét einher (LuPS F S1).
B-1,4-D-Galactane, in denen die Sulfatgruppen durch Phosphatreste ersetzt wurden, konnen ab
einem gewissen DS mit LuPS-sulfaten vergleichbare Effekte erzielen. LuPS P2
(DS(PO4) = 0,40) zeigte keine Interaktion mit FGF-2, das hoher phosphatierte LuPS P1
(DS(PO4) =0,81) hingegen war ebenso aktiv wie LuPS S5 6DS, ein Galactansulfat mit
vergleichbarem DS (DS(SO4) = 0,74).

5.2.1.3.2.5 a-1,4- und B-1,3-D-Galactane
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Abbildung 68: Effekte von a-1,4- und B-1,3-D-Galactanen im Trypsin-Verdau-Assay.
a-Gal Is S1, a-Gal ul S1: a-1,4-D-Galactansulfate (von links nach rechts mit
steigendem DS)
LaPS S1: lineares 3-1,3-D-Galactansulfat
AsaPS S1, L4PS v S1, AG S1: B-1,3-D-Galactansulfate (von links nach rechts
mit steigendem Verzweigungsgrad)
ICso [pg/ml]: schwarze Sdulen
Enm (unverdauter FGF-2 [%]): graue Sédulen
Heparin: Standardsubstanz

Die Untersuchung der a-1,4-D-Galactansulfate zeigte einen Anstieg der protektiven Wirkung

in Abhingigkeit von DS und Molekulargewicht. a-Galactan Is S1 mit einem niedrigeren MW
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und Sulfatierungsgrad als a-Galactan ul S1 wies sowohl eine schwichere Affinitdt als auch
eine schwichere Aktivitit als Heparin auf. Die Erhohung von MW und DS fiihrte zu einem
Galactansulfat (a-Gal ul S1) mit dhnlich guter FGF-2 protektiver Wirkung wie Heparin. a-
Gal ul S1 musste jedoch in deutlich hoherer Dosierung eingesetzt werden.

Das lineare -1,3-D-Galactansulfat L4PS S1 hatte, ebenso wie das verzweigte L4PS v S1, eine
mit Heparin vergleichbare inhibitorische Aktivitit (E, (L4PS S1)=159,9%; E,, (L4PS v S1)
=47,9%) bei allerdings 2,4-3fach erhohten ICsp-Werten. AsaPS S1 und AG S1 aus der Reihe
der seitenkettenhaltigen [-1,3-D-Galactansulfate, deren Verzweigungsgrad in der Reihe

AsaPS S1 < LdPS v S1 < AG SI ansteigt, waren hingegen weniger aktiv als Heparin.

5.2.1.3.2.6 Glucane

Eine Wechselwirkung mit FGF-2 ist nicht an ein Galactangrundgeriist des Liganden gebunden
(s. Abbildung 69).
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Abbildung 69: Effekte verschiedener Glucane im Trypsin-Verdau-Assay (FGF-2).
Cellulose O-2, Cellulose O-3, Cellulose 2-3: B-1,4-D-Glucansulfate (von links
nach rechts mit steigendem DS)
LAM S5: B-1,3-D-Glucansulfat
LiPS IX: B-1,3/B-1,4-D-Glucansulfat
ICso [pg/ml]: schwarze Sdulen
E.n (unverdauter FGF-2 [%]): graue Séulen
Heparin: Standardsubstanz



In vitro Testung 131

Auch Polysaccharide mit Glucose als Monomerbaustein, z.B. Cellulosederivate, waren in der
Lage, das Protein vor dem enzymatischen Abbau zu schiitzen. Hier ist wiederum die
Abhingigkeit der Aktivitit vom DS auffallend. Erst ab einem Sulfatierungsgrad von ~ 1 (z.B.
Cellulose O-3) war ein Effekt nachweisbar. Zwar lag der 1Cso-Wert von Cellulose O-3 deutlich
unter dem von Heparin, der maximal erzielbare Effekt entsprach jedoch nur etwa 50% der
Wirkung durch Heparin. Die Steigerung des DS (Cellulose 2-3) fiihrte zu keiner weiteren
Verbesserung der in vitro Aktivitit. Als mogliche Ursache ist ein negativer Einfluss der
Sulfatgruppen in Position 2 der Glucoseketten denkbar, da das in Position 2 monosulfatierte
Derivat Cellulose O-2 wirkungslos war. Die hochsulfatierten Glucane LAM S5 und LiPS IX
zeigten mit Heparin vergleichbare Effekte bei leicht erhdhten ICso-Werten.

5.2.1.3.2.7 Sonstige Kohlenhydrate
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Abbildung 70: Effekte verschiedener Polysaccharide ohne Galactangrundgeriist.
Fucoidan (ves.): Fucus vesiculosus L.; PPS: Xylanpolysulfat, Agarose S3:
unselektiv sulfatiertes Agarosederivat
ICso [pg/ml]: schwarze Sdulen
En (unverdauter FGF-2 [%]): graue Séulen
Heparin: Standardsubstanz

Wie in Abbildung 70 dargestellt, zeigen z.T. auch Polysaccharide ohne Galactan- oder

Glucangrundstruktur eine Wechselwirkung mit FGF-2. Alginsdure und das in allen drei in vivo
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Assays aktive Fucoidan (ves.) sind der Standardsubstanz Heparin unterlegen, wiahrend PPS
und Agarose S3 den Proteinabbau dhnlich effektiv wie diese unterbinden konnen. Allerdings
ist die dafiir erforderliche Hemmkonzentration zumindest fiir PPS um das Dreifache erhoht.

Die Aktivitdt der Alginsdure beruht nicht nur auf den negativ geladenen Substituenten in Form
von Carboxylgruppen, sondern insbesondere auf dem Kohlenhydratgrundgeriist, da die

entsprechende a-1,4-D-Galacturonsdure PGA ohne Effekt war.

5.2.1.3.2.8 Zeitabhiingigkeit des protektiven Effekts

An einigen ausgewihlten Verbindungen wurde die Dauer des protektiven Effekts untersucht.

Neben dem als Standardsubstanz verwendeten Heparin wurden das a-1,3/8-1,4-D-Galactan 1-
Carrageenan, das [-1,4-D-Galactan LuPS F S1, das [-1,3-D-Galactan L&PS v S1, das
hochmolekulare Agarose S3 und das oligomere Saccharoseoctasulfat {iber einen Zeitraum von
7 h, 20 h und 40 h in der Mischung mit FGF-2 und Trypsin inkubiert und der Maximaleffekt

bestimmt.
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Abbildung 71: Zeitabhédngigkeit des maximalen protektiven Effekts von Heparin (<,
(0,50 pg/ml)), 1-Carrageenan (OJ, (0,75 pg/ml)), LuPS F S1 (A, (0,75 pg/ml)),
LaPS v S1 (x, (0,75 pg/ml)), Agarose S3 (#, (0,75 pg/ml)) und Saccharose-
octasulfat (@, (0,63 pg/ml)) im Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2.
Der prozentuale Anteil an unverdautem FGF-2 wurde jeweils nach 7 h, 20 h
und 40h mittels SDS/PAGE und anschlieBender Silberfiarbung
densitometrisch bestimmt.
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1-Carrageenan, L4PS v S1 und Agarose S3 erzielten nach den jeweiligen Inkubationszeiten mit
Heparin vergleichbare Effekte und zeigten auch einen dhnlichen Zeitverlauf ihrer FGF-2-
protektiven Wirkung. Im Intervall von 7-20 h trat ein stirkerer Aktivititsverlust als im
Intervall von 20-40 h auf, erkennbar an der deutlich steiler abfallenden Gerade im ersten
Zeitabschnitt (Ausnahme: L&PSv S1). Zwei der getesteten Substanzen (LuPSF SI,
Saccharoseoctasulfat) wichen davon jedoch deutlich ab. Bei Koinkubation mit dem fluorierten
LuPS-sulfat waren nach 7stiindiger Inkubation lediglich ca. 10% der urspriinglichen Menge an
FGF-2 durch Trypsin abgebaut. Im weiteren Verlauf war eine anndhernd lineare Abnahme der
protektiven Wirkung bis zum Niveau des Heparins zu beobachten. Saccharoseoctasulfat war
zwar zundchst weniger aktiv als LuPS F S1, aber Heparin eindeutig iiberlegen. Im letzten
Inkubationszeitraum war nahezu keine Verdnderung mehr zu beobachten, sodass nach einem
Zeitraum von 40 h letztlich das Disaccharid die Verbindung mit der hochsten FGF-2-
protektiven Wirkung war.

In Gegenwart sdmtlicher getesteter sulfatierter Kohlenhydrate hatte FGF-2 eine Mindest-
halbwertszeit von 7 Stunden, die im Einzelfall auf bis zu 17 h (Saccharoseoctasulfat) bzw. 25 h
(LuPS F S1) anstieg. Dies ist insbesondere hinsichtlich eines moglichen therapeutischen
Einsatzes von Bedeutung, da diese Testsubstanzen bei ein- bis dreimal tdglicher Applikation
einen ausreichenden Effekt erzielen wiirden. Unklar ist allerdings, ob Substanzen mit
kurzzeitigen Effekten solchen mit Langzeiteffekten vorzuziehen sind, da, bedingt durch die
Redundanz der angiogenen Mechanismen, die Folgen einer voriibergehenden Bindung von
FGF-2 an exogene heparindhnliche Strukturen nicht vorhersehbar sind. Denkbar sind sowohl
eine erhohte (Stabilisierung, Schutz vor Proteaseverdau, Interaktion mit RTK) als auch eine
verminderte Bioverfiigbarkeit des Wachstumsfaktors (stabiler Komplex zwischen GF und
sulfatiertem Kohlenhydrat). Moglicherweise konnte in letzterem Fall durch physiologische
Gegenregulation eine Erhohung der endogenen Synthese von FGF-2 oder eines anderen

angiogenen Stimulators ausgelost werden.

5.2.1.3.2.9 Substanzkombinationen

Der Zweck folgender Untersuchung war, mogliche additive oder sogar synergistische Effekte
von Substanzkombinationen aufzudecken. Diese konnen auftreten, wenn durch die
gleichzeitige Interaktion von FGF-2 mit beiden Bindungspartnern der Angriff des
proteolytischen Enzyms effektiver unterbunden werden kann. Andererseits besteht die

Moglichkeit, dass durch den zweiten Liganden die Ausbildung der Schutzhiille durch den
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ersten Liganden gestort wird und das Protein dem enzymatischen Angriff ungeschiitzt

gegeniibersteht.

Es wurden Substanzen mit geringer struktureller Ubereinstimmung gewihlt, da diese mit
hoherer Wahrscheinlichkeit unterschiedliche Bindungsstellen am Protein aufweisen. Neben
Kombinationen von Heparin mit a-Gal ul S1, LuPS S5 6DS und -Carrageenan wurde noch o-
Gal ul S1/LuPS S5 6DS untersucht. Die sulfatierten Kohlenhydrate wurden in Konzentrationen
eingesetzt, die im Sattigungsbereich der Dosis-Wirkungskurve lagen. Dadurch wurde
gewidhrleistet, dass mogliche Bindungsstellen vollstdndig abgesittigt sind und bei Konkurrenz
beider Substanzen um die gleiche Bindungsstelle jene mit der hoheren Bindungsaffinitét die

weniger affine verdrangt.
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Abbildung 72: Testung von Substanzkombinationen im Trypsin-Verdau-Assay (FGF-2).
(*=p<0,05 vs LuPS S56DS; #**=p<0,05 vs a-Gal ul S1/LuPS S5 6DS;
wxx%k = p < 0,05 vs a-Gal ul S1; **#x =p < 0,05 vs LuPS S5 6DS/Heparin)

Die Mischung aus Heparin und o-Gal ul S1 war den beiden Einzelsubstanzen gleichwertig.
Dies lasst den Schluss zu, dass Heparin und a-Gal ul S1 identische Bindungsstellen haben und
entweder mit der gleichen Affinitdit an FGF-2 binden, sodass eine schiitzende
Kohlenhydrathiille aus beiden Liganden gebildet wird, oder aber eines der Polymere bevorzugt

wird.
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Die Kombination aus a-Gal ul S1 und LuPS S5 6DS zeigte lediglich den schwachen Effekt des
LuPS-sulfats. Vermutlich interagiert nur das hoheraffine LuPS S5 6DS mit der gemeinsamen
Bindungsstelle des Wachstumsfaktors. Der Effekt von LuPS S5 6DS/Heparin war im
Vergleich zu LuPS S5 6DS signifikant erhoht, entsprach aber der bei Heparin beobachteten
Wirkung. Die Aktivitit der Substanzkombination beruht folglich vermutlich auf der héheren
Affinitdt von Heparin zu FGF-2. Ebenso lassen sich fiir Heparin und 1-Carrageenan erneut
identische Bindungsstellen postulieren, die in einem ausgewogenen Verhiltnis oder durch die
hoheraffine Substanz besetzt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass strukturell unterschiedliche Substanzen an identischen
Bereichen im FGF-2 Molekiil binden. Unterschiede in der protektiven Wirkung der
Kombination zweier Testsubstanzen verglichen mit den Einzelsubstanzen sind nur bei

unterschiedlicher Affinitdt der Kohlenhydratliganden zum basischen Protein zu erwarten.

5.2.1.3.3 Zusammenfassung

Der Trypsin-Verdau-Assay stellt eine relativ einfache Methode zur Untersuchung der
Interaktion von Kohlenhydraten mit FGF-2 dar. Neben der Konzentrationsabhidngigkeit der
Wirkung eines Liganden kann auch die Dauer des protektiven Effekts bestimmt werden.
Substanzkombinationen zeigen keinen Vorteil gegeniiber den Einzelsubstanzen, da die
Liganden an identischen Bereichen im Protein gebunden werden.

Zudem ermoglicht der Test differenzierte Aussagen beziiglich der FGF-2 bindenden
Eigenschaften von Kohlenhydraten. Neben der Affinitdt (ICsy) eines Kohlenhydratliganden
kann auch dessen Maximaleffekt (E,,, Komplexstabilitdt, Aktivitit) bestimmt werden. Meist
besteht jedoch keine direkte Korrelation zwischen beiden Parametern.

Unsulfatierte Polysaccharide sowie Oligosaccharidsulfate zeigen keine Wechselwirkung mit
FGF-2 (Ausnahme: Alginsdure, Saccharoseoctasulfat). Auch niedermolekulare Derivate von t-

Carrageenan waren inaktiv (Ausnahme: D7).

Die Aktivitidt der Kohlenhydratliganden (E,,) ist insbesondere bei den B-1,4- und a-1,4-D-

Galactanen vom Sulfatierungsgrad abhéngig. Eine Erhohung des DS ging mit einem

Wirkanstieg einher.
Hingegen deutete sich bei den Carrageenanen ein zusitzlicher Einfluss der Stellung der
Sulfatgruppen an. Eine in Position 4 substituierte B-1,3-Galactose neben einer weiteren

sulfatierten Monomereinheit (1-Carrageenan) war der in 2-Stellung sulfatierten 3-1,3-Galactose
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(0-, A-Carrageenan) iiberlegen. In der Gruppe der LuPS-sulfate fiihrte die selektive
Desulfatierung in Position 6 zu einer Wirkungsabschwéchung (LuPS S5 6DS).

Neben D-Galactanen unterschiedlicher glykosidischer Verkniipfungsart (a-1,3/p-1,4 (1-
Carrageenan)-, p-1,4 (LuPSS5, LuPSFS1)-, a-14 (a-GalulS1)-, B-1,3 (LaPS SI1,
L4PS v S1)-Verkniipfung) zeigen auch Kohlenhydrate mit anderen Monomerbausteinen
(Glucane, PPS, Agarose S3) einen mit Heparin vergleichbaren Effekt. Fucoidan und die
uronsdurehaltige Alginsdure waren dagegen weniger aktiv. In der Gruppe der Cellulosederivate
war die Wirkung an die 3-Sulfatgruppe gebunden; eine Monosubstitution in Position 2 war
wirkungslos.

Wie am Beispiel unterschiedlich stark verzweigter p-1,3-D-Galactane gezeigt, ist der
Verzweigungsgrad fiir die Aktivitdt nicht entscheidend. Vielmehr nimmt die Wirkung ab
einem gewissen Molekulargewicht deutlich ab (AG S1). Meist ist jedoch ein guter Effekt an
ein hohes MW gebunden (a-1,4-D-Galactane, 1-Carrageenan).

Die Untersuchung von Methyl-i-Carrageenan zeigte, dass eine Lipophilieerhohung im
Einzelfall zu einer Aktivitdtsminderung fiihren kann. Anstelle von Sulfatgruppen sind auch
andere funktionelle Gruppen als negative Ladungstrager moglich: LuPS-phosphate hatten wie
die entsprechenden sulfatierten B-1,4-D-Galactane erst ab einem bestimmten DS einen
biologischen Effekt. Zu einem Galactan mit {iberraschend hoher Aktivitdt fiihrte die
zusdtzliche Fluorierung eines LuPS-sulfats (LuPS F S1). Moglicherweise bildet das stark

elektronegative Fluoratom zusétzliche Bindungen zu FGF-2 aus.

Betrachtet man die ICsp-Werte und damit die Affinitit der Kohlenhydrate zu FGF-2, so
ergeben sich teilweise andere Zusammenhinge zwischen Struktur und Wirkung.

Die Affinitdt sowohl der B-1,4- als auch der a-1,4-D-Galactane nahm mit steigendem DS ab.
Dagegen resultierte bei den Carrageenanen eine Erhohung des Sulfatierungsgrads in einer
Affinitétssteigerung, die zusétzlich durch die Position der Sulfatgruppen moduliert wird
(Position 2 der B-1,3-Galactose bevorzugt). Das in Position 6 selektiv desulfatierte B-1,4-D-
Galactan LuPS S56DS wies eine hohere Bindungstendenz zu FGF-2 auf als die
Ausgangsverbindung LuPS S5.

Von Nachteil fiir die Bindung an FGF-2 sind ein a-1,4- und ein -1,3-D-Galactangrundgeriist.
Jedoch kann durch Galactane anderer Verknilipfungsart (a-1,3/B-1,4 (6-, A-Carrageenan)-, 3-
1,4 (LuPS S5, LuPS S5 6DS)-Verkniipfung) und durch Polymere unterschiedlicher Struktur
(Cellulosederivate, Agarose S3, Alginsdure) eine mindestens gleichwertige Affinitdt zu FGF-2
wie durch Heparin erzielt werden. Bei den selektiv sulfatierten Cellulosederivaten wird
wiederum der Einfluss der Sulfatierungsposition deutlich. Wihrend das in Position 2

substituierte Glucan inaktiv war, zeigte Cellulose O-3 deutlich hohere Affinitit zu dem
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Wachstumsfaktor als Heparin. Die zusétzliche Sulfatierung in Position 2 beeinflusste die
Affinitéit negativ.

In der Gruppe der B-1,3-D-Galactane ist der Verzweigungsgrad ohne Bedeutung fiir die
Affinitdt. Sowohl das lineare LaPS S1 als auch die unterschiedlich stark verzweigten Derivate
(AsaPS S1 < LdPS v S1 < AG S1) waren schwicher proteinbindend als Heparin.

Durch die Derivatisierung zum Methylether konnte die Affinitdt von 1-Carrageenan deutlich
gesteigert werden. Der Ersatz von Sulfatgruppen durch Phosphatgruppen in p-1,4-D-
Galactanen ist bei vergleichbarem DS ohne Anderung der Bindungseigenschaften moglich.

Hingegen nahm die Affinitdt des fluorierten LuPS-sulfates stark ab.

5.2.2 Interaktion mit IL-2 (Trypsin-Verdau-Assay)

Interleukine (IL) gehoren neben Interferonen (IFN), Tumornekrosefaktoren (TNF) und
koloniestimulierenden Faktoren (CSF) zu den als Zytokinen bezeichneten kdrpereigenen
Immunmodulatoren, die die Aktivitit des Immunsystems beeinflussen konnen. Interleukin 2
(IL-2) ist eines von mehr als 15 bis heute bekannten Interleukinen, deren Wirkung iiber
membranstindige Rezeptoren vermittelt wird [245]. Das von antigen- oder mitogenaktivierten
T-Zellen sezernierte 1L-2 [246] fordert die Proliferation IL-2 abhéngiger T-Zellen und hat
immunmodulatorische Effekte auf zytotoxische T-Zellen, natiirliche Killerzellen, aktivierte B-
Zellen und Lymphokin-aktivierte Zellen [247], die Tumorzellen, nicht aber Zellen gesunder
Gewebe angreifen. In nichtglykosylierter rekombinanter Form ist humanes IL-2 (rhIL-2,
Proleukin®) bei der Therapie des metastasierenden Nierenkarzinoms indiziert [245].
Angiogeneseinhibitoren wie z.B. das Fumagillinderivat TNP-470 koénnen neben ihren Effekten
auf das GefdaBwachstum moglicherweise durch die erhohte Sekretion von IL-2 und IL-4 die
Aktivierung von T-Zellen verstirken [248].

IL-2 ist ein aus 133 Aminosédureresten aufgebautes Glykoprotein (MW 15,5 kDa), das aus vier
a-Helices und einem kurzen Bereich mit B-Faltblattstruktur besteht. Wie FGF-2 [228] gehort
es zur Klasse der Heparin/Heparansulfat bindenden Proteine, die hiufig Bindungsstellen aus
basischen Aminoséureresten enthalten [249]. Die Untersuchungen von Najjam et al. lassen auf
zwei mogliche lysin- und argininreiche Heparinbindungsstellen in humanem IL-2 schliefen,
die jedoch von der Rezeptorbindungsstelle vollstindig getrennt sind, da die biologische
Aktivitidt von IL-2 durch die Interaktion mit Heparin nicht beeinflusst wird. Die Bindung an
Glykosaminoglykane konnte das Zytokin in aktiver Form nahe der Sekretionsstelle halten und
so fiir eine parakrine Rolle von IL-2 sprechen [250]. Kuschert et al. konnten zeigen, dass die

Interaktion von Chemokinen (u.a. IL-8) sowohl mit 16slichen als auch an der Zelloberfldche
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gebundenen GAGs unterschiedliche biologische Effekte hat. Losliche GAGs konkurrieren mit
zellgebundenen GAGs um die Bindung des Chemokins an seinen Rezeptor und inhibieren so
die zelluldre Reaktion [251].

Als calcium-unabhéngiges Lektin bindet IL-2 spezifisch an N-Glykane mit 5 oder 6
Mannoseresten [252]. Die bifunktionelle Interaktion von IL-2 mit MansGlcNAc, und einer
spezifischen Peptidsequenz in der a-Untereinheit des IL-2 Rezeptors (IL-2R) fiihrt zur Bildung
des hochaffinen Komplexes aus IL-2 und IL-2Ra, -B oder -y mit nachfolgender
Phosphorylierung verschiedener Tyrosinkinasen der B- und y-Untereinheit (Lck, Jakl, Jak3,
Lyn), die das zellulire Signal induzieren [253]. Ein mogliches Rezeptormodell ist in
Abbildung 73 dargestellt. An der Bindung von IL-2 an IL-2Ra sind die Aminosdurereste
Lys35, Arg38, Phe42 und Lys43 beteiligt. Asn26 in IL-2 ist fiir die Interaktion mit dem
mannosereichen Kohlenhydrat von Bedeutung. Da biologisch aktives IL-2 in der dimeren

Form vorliegt, wird das Hetero-Octamer (IL-2-IL-2Ra., -B, -y)2 postuliert [254].

Jak1
Lck
Mano 1 a
oé§o : X
. Mana 1
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ano. anp 1 —» cNAc —> cNAc—Asn
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Abbildung 73: Mogliches Modell des Komplexes aus IL-2 und IL-2Ra, -B oder -y. Die
Komplexbildung wird durch die Erkennung des MansGlcNAc,-Restes der o.-
Untereinheit des IL-2 Rezeptors ausgeldst [253].
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5.2.2.1 Durchfiihrung des Trypsin-Verdau-Assays (IL-2)

In einem modifizierten Trypsin-Verdau-Assay wurde das Potential verschiedener
Kohlenhydrate, IL-2 vor dem proteolytischen Abbau zu schiitzen, untersucht. Dadurch sind
Aussagen zu einer moglichen Bindung der Kohlenhydrate an das Zytokin moglich. Najjam et
al. konnten in einem ELISA eine dosisabhédngige Bindung von IL-2 an immobilisiertes Heparin
zeigen, die durch losliches Heparin, Fucoidan oder ein hochsulfatiertes Heparansulfat, nicht
aber durch Chondroitin- und Dermatansulfat gehemmt werden kann [220]. Die IL-2 bindenden
Eigenschaften von Heparin sind vom Molekulargewicht abhidngig und bleiben bis zu einer
Kettenldnge von ca. 15 Hexosen erhalten [250].

Das Versuchsschema des Trypsin-Verdau-Assays wurde weitgehend beibehalten (s. Abbildung
74), auch wenn einige Anderungen notwendig waren. Zunichst wurde das zur Stabilisierung
zugesetzte bovine Serumalbumin (BSA) durch Ultrafiltration ohne Nachteil fiir IL-2 entfernt,
wodurch die Zahl der auftretenden Proteinbanden deutlich reduziert werden konnte und somit
eine eindeutige Auswertung moglich war. Da im Gegensatz zum Test mit FGF-2 Gele mit
geringerer Porengrofle verwendet wurden (20%ige Polyacrylamidgele), konnte die Menge an
Zytokin um 80% reduziert werden. Die Testsubstanzen mussten in bis zu 100fach hoherer
Konzentration als im Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 eingesetzt werden, um eindeutige
Effekte beobachten zu kdnnen. Entsprechend war auch eine Reduktion der Inkubationszeit von
7 h auf 100 min notwendig. Der Zeitbedarf fiir die Elektrophorese konnte verringert werden,
ohne die Trennqualitit zu beeinflussen. Sowohl die Silberfirbung als auch die
densitometrische Auswertung wurde unverdndert beibehalten. Die IL-2 Bindungsfihigkeit

wurde als Prozentsatz an unverdautem IL-2 angegeben.

1 IL-2 (EK=2,5pg/ml) und Testsubstanz (EK = 0-75 pg/ml)
in Reaktionsgefda3en mischen, 5 min Vorinkubation bei 37°C
2 Zusatz von Trypsin (EK =0,2 pg/ml), 100 min Inkubation bei

37°C
3 Zugabe von dreifach konzentriertem Probenpuffer
4 SDS/PAGE auf 20%igen Gelen in einem Tris-Glycin-Puffer
5 Silberfarbung, Auswertung mit dem Densitometer

Abbildung 74: Durchfiihrung des Trypsin-Verdau-Assays (IL-2)

Um auszuschlieBen, dass der protektive Effekt einer Testsubstanz auf der Inhibition der
Protease beruhen konnte, wurden die Testsubstanzen in der hochsten getesteten Konzentration
in Gegenwart von Trypsin mit hitzedenaturiertem Protein inkubiert. Da durch thermische

Behandlung (65°C, 5 min) keine vollstindige Inaktivierung von IL-2 erreicht werden konnte,
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wurde stattdessen hitzedenaturierter FGF-2 verwendet. Trypsin wurde durch keine der
getesteten Substanzen inhibiert.

In einem Eingangsscreening wurden die Testsubstanzen zundchst in zwei Konzentrationen
(12,5 pg/ml; 37,5 pg/ml) auf eine mdgliche Bindung an IL-2 untersucht. Von einer Auswahl
aktiver Substanzen wurde dann die Konzentrationsabhidngigkeit der Wirkung bestimmt (ICso-
Werte).

Als Standardsubstanz wurde erneut Heparin (unfraktioniert, bovine Darmmukosa) gewihlt.
Auch die anderen getesteten Heparine (Heparin LMW, Heparin p, Heparin NA) zeigten
vergleichbare Aktivitit.

Abbildung 75 zeigt den konzentrationsabhéngigen Effekt von Heparin nach der Inkubation mit
IL-2 in Gegenwart von Trypsin. Ohne Zusatz des Glucosaminoglykans wurde IL-2 durch
Trypsin vollstindig abgebaut (Bande 1). Mit steigender Konzentration an Heparin nahm die
Bandenintensitit und damit die Menge an unverdautem IL-2 (Bande 2-7) zu. Unter den

gleichen Bedingungen wurde IL-2 ohne Trypsin- und Heparin-Zusatz inkubiert (Bande 8).

1 2 3 4 5 6 7 8

_—
IL-2 + + + + + + + +
Heparin - 25 6,3 12,56 250 37,5 625 -
Trypsin + + o+ + + + + -

Abbildung 75: SDS/PAGE von IL-2 und Heparin. Dosisabhédngiger Effekt von Heparin
(unfraktioniert, bovine Darmmukosa, EK =2,5-62,5 ng/ml) nach 100 min
Inkubation.

5.2.2.2 Ergebnisse des Trypsin-Verdau-Assays (IL-2)

5.2.2.2.1 Dosis-Wirkungsbeziehung

Bei einigen Testsubstanzen wurde die Abhéngigkeit der IL-2 Affinitdt von der eingesetzten

Konzentration untersucht (s. Abbildung 76).
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Erwartungsgemdl3 zeigte Heparin wie schon im Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 eine
dosisabhingige Bindung an IL-2 (ICso = 5,77 pg/ml; E,, = 18,7%). Einen vergleichbaren Effekt
erzielte das a-1,4-verkniipfte a-Galls S1, wéhrend das verzweigte [-1,3-D-Galactan
L4PSv S1 den IL-2 Abbau deutlich weniger effektiv zu inhibieren vermochte
(ICs0 = 9,44 pg/ml; E, = 6,7%).

unverdautes IL-2 [%]
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Abbildung 76: Konzentrationsabhéngigkeit des protektiven  Effekts von  Heparin
(unfraktioniert, bovine Darmmukosa, W), o-Gal Is S1 (0) und LaPS v S1 (e)
im Trypsin-Verdau-Assay mit IL-2 nach 100 min Inkubation.
Die Dosis-Wirkungskurven wurden einem sigmoidalen Kurvenlauf
angendhert.

Die folgende Tabelle gibt sowohl die ICsp-Werte als auch die maximale Aktivitét E, einzelner

sulfatierter Kohlenhydrate im Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 und IL-2 an.

Tabelle 24: Vergleich der Bindungseigenschaften sulfatierter Polysaccharide im Trypsin-
Verdau-Assay mit FGF-2 und IL-2

Substanz FGF-2 1L-2

IC50 Em ICSO Em
[ng/ml] unverdauter FGF-2 [ng/ml] unverdautes 1L-2

[%o] [%o]
Heparin 0,14 56,6 5,77 18,7
LuPS F S1 0,37 90,9 2,25 10,0
a-Galls S1 0,26 34,7 4,35 19,8
LaPS v S1 0,34 47,9 9,44 6,7
LiPS IX 0,25 47,1 2,25 19,1

PPS 0,42 42,9 2,93 28,2
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Die ICsp-Werte der aufgefiihrten Polysaccharide lagen bei der Testung mit IL-2 um das 6-
40fache hoher als mit FGF-2. Demnach besitzen die getesteten Kohlenhydrate gegeniiber 1L-2
im Vergleich zu FGF-2 eine deutlich geringere Affinitit. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
ELISA-Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Najjam, in denen Heparin eine 50%ige
Inhibition der FGF-2-Bindung bei 0,15 pg/ml erreichte, wohingegen die fiir eine entsprechende
Hemmung der IL-2-Bindung erforderliche Heparinkonzentration mit 5 pg/ml eindeutig héher
lag [220]. Zudem waren die sulfatierten Polysaccharide in deutlich geringerem Maf3e in der
Lage, IL-2 vor dem Proteaseangriff zu schiitzen als FGF-2 (E,;). Vermutlich findet die Bindung
der sulfatierten Kohlenhydrate iiberwiegend in solchen Bereichen des IL-2 Molekiils statt, die

keinen Einfluss auf die moglichen Trypsinspaltstellen haben.

5.2.2.2.2 Heparine, unsubstituierte Polysaccharide und Oligosaccharidsulfate

Neben dem als Standard verwendeten unfraktionierten bovinen Heparin wurden weitere
Heparine mit geringerem Molekulargewicht (Heparin LMW) bzw. abweichender Herkunft
(Heparinp und Heparin NA, unfraktioniert, Schweinedarmmukosa) untersucht. Die
Glucosaminoglykane zeigten iibereinstimmend eine Wechselwirkung mit IL-2. Mit Ausnahme
von Heparin NA erzielten die anderen Heparine im untersuchten Konzentrationsbereich eine
mit dem Standardheparin vergleichbare Aktivitdt. Loganathan et al. hatten Variationen der AT
I1I-Bindungsstelle bei Heparinen unterschiedlicher Spezies und unterschiedlicher Gewebe
einer Spezies festgestellt [255]. Moglicherweise sind auch die z.T. unterschiedlichen Effekte
der Heparine im  Trypsin-Verdau-Assay  durch  strukturelle  Variationen der
Proteinbindungsstelle erkldrbar, die in Abweichungen in der IL-2 Affinitdt und/oder des
Bindungsorts resultieren konnen.

In Analogie zum Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 zeigten unsulfatierte Polysaccharide
unabhédngig vom zugrundeliegenden Kohlenhydratgeriist (B-Galactan, PGA, AG, Laminarin,
Agarose) keine Affinitdit zu IL-2. Eine Sonderstellung nahm erneut Alginsdure ein (s.
Abbildung 82).

Saccharoseoctasulfat zeigte als einziges Oligosaccharid Affinitdt zu IL-2 und war in seiner
Wirkung mit Heparin NA vergleichbar (s. Abbildung 77). Die niedrig sulfatierten oligomeren
k-Carrageenanderivate (Neocarratetraose-disulfat, Neocarrahexaose-trisulfat) waren inaktiv.
Die IL-2 Affinitit der Oligosaccharide ist demnach an einen hohen Sulfatierungsgrad
gebunden.

Gelegentlich war der Anteil an unverdautem IL-2 bei der Kohlenhydratkonzentration von

37,5 ug/ml  geringer als bei 12,5 ug/ml.  Moglicherweise  konkurrieren  die
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Kohlenhydratliganden in entsprechend hoher Konzentration um die Bindungsstellen in den
basischen Bereichen des Interleukins und fithren so zu einer ungeniigenden Abdeckung

moglicher Trypsinspaltstellen.
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Abbildung 77: Protektiver Effekt unterschiedlicher Heparine und Saccharoseoctasulfat im
Trypsin-Verdau-Assay (IL-2).

Heparin unfraktioniert, bovine Darmmukosa
Heparin LMW niedermolekular, bovine Darmmukosa
Heparin p unfraktioniert, Schweinedarmmukosa
Heparin NA unfraktioniert, Schweinedarmmukosa

5.2.2.2.3 lineare a-1,3/B-1,4-D-Galactane (Carrageenane)

In einem weiteren Trypsin-Verdau-Assay wurden die genuinen Carrageenane sowie Derivate
von 1-Carrageenan mit lipophilerem Charakter bzw. geringerem Molekulargewicht untersucht.
War das mit einem DS=0,43 nur schwach sulfatierte k-Carrageenan wie seine
niedermolekularen Derivate (NCT-disulfat, NCH-trisulfat, s. Kapitel 5.2.2.2.2) noch inaktiv,
zeigten die anderen Carrageenane eine mit dem Sulfatierungsgrad korrelierende
Aktivitdtszunahme. Ebenso deutete sich ein gewisser Vorteil der 2-O-Sulfatierung (6- und A-
Carrageenan) gegeniiber der 4-O-Sulfatierung des B-1,3-Galactosebausteins (1-Carrageenan)
an. Anders als im Trypsin-Verdau-Assay mit FGF-2 zeigte nicht 1-Carrageenan, sondern A-

Carrageenan einen ebenso guten hemmenden Effekt wie Heparin.
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Die im Vergleich zu 1-Carrageenan erhohte Lipophilie des Methylethers fiihrte zu einer
geringfiigigen Aktivitdtsminderung. Dagegen waren das niedermolekulare 1-Carrageenan
pH 3,2 sowie dessen Fraktionen (D3, D4, D5, D6, D7) inaktiv.
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Abbildung 78: Effekte der genuinen Carrageenane (k-, 1-, 6- und A-Carrageenan, von links
nach rechts mit steigendem DS) sowie der durch Methylierung (Methyl-1-
Carrageenan) und  Hydrolyse (1-Carrageenan pH 3,2)  modifizierten
Derivate von 1-Carrageenan.
Heparin: Standardsubstanz

5.2.2.2.4 lineare B-1,4-D-Galactane (LuPS-sulfate)

Die LuPS-sulfate zeigten gegeniiber IL-2 #hnliche Bindungseigenschaften wie gegeniiber
FGF-2. Wiederum konnten erst 3-1,4-D-Galactane mit einem DS > 0,72 (LuPS S5) den Abbau
von IL-2 hemmen. Zusitzliche Sulfatgruppen fiihrten zu keiner weiteren Aktivitdtssteigerung
(LuPS S3).

Die selektive 6-O-Desulfatierung (LuPS S5 6DS) ging mit einem volligen Verlust der 1L-2
bindenden Eigenschaften einher. Vermutlich trigt aber ebenso die Reduzierung des
Gesamtsulfatgehalts zum Wirkungsverlust bei. Durch die Fluorierung eines LuPS-sulfates
(LuPS F S1), die mit einer gewissen Lipophilieerh6hung verbunden ist, trat trotz des im
Vergleich zu LuPS S5 nochmals erhohten DS keine wesentliche Anderung der Aktivitit auf.
Im Gegensatz zur Interaktion mit FGF-2 waren B-1,4-D-Galactane mit Phosphat- statt
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Sulfatgruppen nicht in der Lage, IL-2 vor dem proteolytischen Abbau zu schiitzen. Keines der

LuPS-sulfate war in der Lage, den IL-2 Abbau so effektiv wie Heparin zu inhibieren.
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Abbildung 79: Effekte der LuPS-sulfate (von links nach rechts mit steigendem DS).
LuPS S5 6DS: selektiv in Position 6 desulfatiertes p-1,4-D-Galactansulfat;

LuPS F S1: fluoriertes B-1,4-D-Galactansulfat; LuPS P1/2: phosphatiertes [3-
1,4-D-Galactan
Heparin: Standardsubstanz

5.2.2.2.5 a-1,4- und B-1,3-D-Galactane

a-Gal Is ST und a-Gal ul S1 konnten den Proteinabbau in vergleichbarem Malle hemmen und
waren dem aus modifizierten Glucosemonomeren bestehendem Heparin gleichwertig bzw.
sogar iiberlegen. Demnach waren weniger Molekulargewicht und Sulfatierungsgrad, sondern
vielmehr die a-1,4-D-Galactangrundstruktur entscheidend fiir die ausgeprigte IL-2 Bindung.
Demgegeniiber zeigten die B-1,3-D-Galactane eine deutlich geringere Hemmung des
Zytokinabbaus. Das lineare L4PS S1 hatte die geringste Aktivitdt, die jedoch mit steigendem

Molekulargewicht und Verzweigungsgrad zunahm.
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Abbildung 80: Effekte von a-1,4- und B-1,3-D-Galactanen im Trypsin-Verdau-Assay (IL-2).

a-Gal Is S1, a-Gal ul S1: a-1,4-D-Galactansulfate (von links nach rechts mit
steigendem DS)

L&PS S1: lineares p-1,3-D-Galactansulfat

AsaPS S1, LaPS v S1, AG S1: B-1,3-D-Galactansulfate (von links nach rechts
mit steigendem DS, MW und Verzweigungsgrad)
Heparin: Standardsubstanz

5.2.2.2.6 Glucane

Die Testung verschiedener Glucane zeigte, dass auch -1,4 (Cellulose 2-3)- und 3-1,3- bzw. -
1,3/B-1,4-gebundene Glucosemonomere (LAM S5, LiPSIX) als Grundgeriist fiir IL-2
bindende Kohlenhydratsulfate geeignet sind.

Bei den Cellulosederivaten hatte lediglich das disulfatierte Polymer mit dem hochsten DS IL-2

protektive Eigenschaften. Die monosubstituierten Derivate (Cellulose O-2, Cellulose O-3) mit

geringerem DS waren ohne Effekt.

Wie schon in den elektrophoretischen Untersuchungen mit FGF-2 waren erneut das 3-1,3-D-
Glucan LAM S5 und das B-1,3/B-1,4-D-Glucan LiPS IX besonders aktiv und erzielten eine mit
Heparin vergleichbare Wirkung.
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Abbildung 81: Effekte verschiedener Glucane im Trypsin-Verdau-Assay (IL-2).
Cellulose O-2, Cellulose O-3, Cellulose 2-3: B-1,4-D-Glucansulfate (von links
nach rechts mit steigendem DS); LAM S5: B-1,3-D-Glucansulfat; LiPS IX:
B-1,3/B-1,4-D-Glucansulfat (Lichenanderivat)
Heparin: Standardsubstanz

5.2.2.2.7 Sonstige Kohlenhydrate

Die Untersuchungen von Najjam et al. hatten gezeigt, dass Fucoidan die Bindung von IL-2 an
einen Heparin-BSA-Komplex stirker inhibiert als Heparin [220]. Im Widerspruch dazu stehen
allerdings die Ergebnisse des Trypsin-Verdau-Assays, die fiir Fucoidan im Vergleich zu
Heparin eine schwichere Hemmung ergaben. Diese Diskrepanz kann sowohl durch
grundsitzliche  Unterschiede in den Versuchsbedingungen (Reaktionspartner in
Losung <> immobilisiertes [L-2 (ELISA)) als auch im verwendeten Heparin (bovin <> porcin)
und Fucoidan erklért werden.

Pentosanpolysulfat (PPS) war von allen untersuchten Kohlenhydraten die Verbindung mit der
ausgepragtesten IL-2 protektiven Wirkung. Ein sulfatiertes Xylangrundgeriist ist damit
effektiver als Heparin. Einen vergleichsweise guten Effekt zeigte auch Agarose S3, wihrend
Alginsdure, die zwar unsulfatiert ist, jedoch negative Ladungstriger in Form von
Carboxylgruppen enthélt, nur noch schwach aktiv war. Wie schon die Testung der (inaktiven)
LuPS-phosphate gezeigt hatte, konnen Sulfatgruppen nicht beliebig durch andere anionische

Substituenten ersetzt werden.



In vitro Testung 148

unverdautes IL-2 [%]

] ] 12,5 pg/ml
35 B 375 ug/ml
30
25
20 4
15
10

] d
] —il
A
% . % %, %
.. N . o)
O/O' O® (\RS Q/}.
S, ) %, 2
2 ) e
Z. >

Abbildung 82: Effekte verschiedener Polysaccharide ohne Galactangrundgertist.
Fucoidan (ves.): Fucus vesiculosus L.; PPS: Xylanpolysulfat; Agarose S3:
unselektiv sulfatiertes Agarosederivat
Heparin: Standardsubstanz

5.2.2.3 Zusammenfassung

Die Modifizierung des Trypsin-Verdau-Assays (FGF-2) ermoglicht Aussagen zur
Bindungsfahigkeit von Kohlenhydratliganden an IL-2 als einem weiteren heparinbindenden
Protein. Die Hemmung des IL-2 Abbaus durch Trypsin war bei den untersuchten
Polysacchariden konzentrationsabhingig. Im Vergleich zur Testung mit FGF-2 weisen sowohl
die ermittelten 1Cso-Werte als auch die maximal méglichen Hemmeffekte (E,,) zusammen mit
einer deutlich reduzierten Wirkdauer auf eine verringerte Affinitdt der Kohlenhydrate zu IL-2
im Vergleich zu FGF-2 hin.

Die Daten des Trypsin-Verdau-Assays mit IL-2 haben aufgrund der schwicher ausgepriagten
Effekte der Testsubstanzen geringere Aussagekraft fiir eine mogliche in vivo Korrelation als
die Ergebnisse des Trypsin-Verdau-Assays mit FGF-2.

In beiden Tests ergaben sich z.T. iibereinstimmende Struktur-Wirkungsbeziehungen.
Insbesondere zeigen unsulfatierte Polysaccharide keine Affinitit zu IL-2 und FGF-2
(Ausnahme: Alginsdure).

Wie schon im Trypsin-Verdau-Assay (FGF-2) ist die Bindung an IL-2 meist vom
Sulfatierungsgrad abhingig (a-1,3/B-1,4-D-Galactane, LuPS-sulfate). Niedrig sulfatierte



In vitro Testung 149

Verbindungen (z.B. x-Carrageenan und die davon abgeleiteten Oligosaccharide) sind inaktiv.
Bei den Carrageenanen zeigten Polysaccharide mit einer 2-O-Sulfatierung der 3-1,3-Galactose
eine bevorzugte Bindung an IL-2. Die selektive Desulfatierung in Position 6 eines LuPS-
sulfates flihrte, vermutlich gleichzeitig mit der Abnahme des Sulfatgehalts, zum
Affinititsverlust. Eine zusitzliche Fluorierung resultierte in keiner wesentlichen Anderung der
inhibitorischen Aktivitit (LuPS F S1). Wie auch die Testung phosphatierter -1,4-D-Galactane
sowie der carboxylgruppen-haltigen Alginsdure zeigte, sind Sulfatgruppen nicht beliebig durch
andere negative Ladungstriger zu ersetzen. Im Einzelfall kann eine Lipophilieerh6hung zu
einer Wirkungsminderung fiihren (Methyl-1-Carrageenan).

In der Gruppe der Galactane ist eine mit Heparin vergleichbare Wirkung insbesondere auch an
die glykosidische Verkniipfungsart der Monomere gebunden. Besonders deutliche Effekte
zeigten Polysaccharide mit a-1,3/B-1,4 (A-Carrageenan)- und o-1,4-Bindung (a-Gal Is S1, a-
Gal ul S1). Hingegen ist ein [-1,3-D-Galactangrundgeriist der Heparinstruktur unterlegen,
auch wenn eine Erhohung von MW und Verzweigungsgrad mit einer Aktivititssteigerung
korreliert. Im Allgemeinen fiihrt die Verminderung des Molekulargewichts zu inaktiven
Verbindungen (niedermolekulare Derivate von 1-Carrageenan). Eine Ausnahme bildet das
hochsulfatierte Saccharoseoctasulfat, das als einziges Oligosaccharid eine Affinitit zu IL-2
besitzt.

Neben D-Galactansulfaten konnen auch Polysaccharide aus anderen Monomerbausteinen den
Abbau von IL-2 mindestens in gleichem MafBe wie Heparin hemmen. Die modifizierte
Galactanstruktur des Agarosesulfats stellt keinen Nachteil fiir die Bindung an IL-2 dar. Eine
deutlich hohere Aktivitdt als B-1,4-D-Glucane, deren protektive Eigenschaften DS-abhingig
sind (Cellulose 2-3), zeigen sulfatierte 3-1,3- und B-1,3/B-1,4-D-Glucane (LAM S5, LiPS IX).
Als besonders potenter Inhibitor des proteolytischen IL-2 Verdaus erwies sich allerdings die

Xylansulfatstruktur von Pentosanpolysulfat (PPS).
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5.2.3 Interaktion mit VEGF

Wie schon in Kapitel 4.4 dargelegt, nimmt VEGF in der Gefdlneubildung von Tumoren,
insbesondere von Gliomen, eine Schliisselrolle ein [256]. Lange wurde die Auffassung
vertreten, dass VEGF seine physiologische Aktivitdt durch Interaktion mit nahezu
ausschliellich auf EC exprimierten Rezeptoren ausiibt. In jiingsten Untersuchungen konnte
dagegen eine Coexpression von VEGF und VEGFR1/2 sowohl in nativem Tumorgewebe als
auch in Tumorzellkulturen nachgewiesen werden. Dariiberhinaus wurde eine VEGF-
vermittelte Hemmung der Proliferation und Migration verschiedener humaner
Tumorzellkulturen beobachtet. Dieser Mechanismus konnte eine ,,Schutzreaktion® der
Tumorzellen gegen Sauerstoff- und Néhrstoffmangel in einem wachsenden Tumor sein [257].
Mit Ausnahme von VEGF),; binden alle VEGF-Isoformen an Heparin oder Heparansulfate.
Die Interaktion von VEGF 65 und Heparin ist fiir die Bindung an den Rezeptor erforderlich
[258]. Im Gegensatz zur Interaktion mit FGF-2 und HGF ist fiir die Bindung an VEGF 45 kein
hoher Gehalt an 2-O-Sulfatgruppen im GAG-Molekiil erforderlich. Allerdings geht durch die
Desulfatierung in Position 2 die mitogene Aktivitit des Wachstumsfaktors gegeniiber mit
Chlorat behandelten HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) verloren [259].

Die Angiogenese in Gliomen ist dariiber hinaus von weiteren Wachstumsfaktoren (z.B. FGF-2)
abhingig, die die Aktivitit von EC modulieren bzw. die VEGF Expression in Tumorzellen
regulieren konnen [191]. Immunhistochemische Analysen zeigten erhohte FGF-2-Spiegel in
high-grade Gliomen verglichen mit low-grade Gliomen [260] sowie eine Korrelation zwischen
FGF-2 Expression und Vaskularisierung [261]. Andere Arbeitsgruppen konnten dagegen,
vermutlich aufgrund der unterschiedlichen Analysenmethoden, keinen Zusammenhang
zwischen FGF-2-Konzentration und Malignitits- bzw. Vaskularititsgrad beobachten.
Allerdings fiihrte in vitro insbesondere der Zusatz FGF-2 neutralisierender Antikdrper zu
Gliomextrakten zur Inhibition der Lumenbildung von EC [262]. Substanzen, die an von
Tumorzellen sezernierten FGF-2 binden, konnten so auch die durch den Wachstumsfaktor
induzierte VEGF-Synthese der Tumorzellen inhibieren.

Nachdem in einem modifizierten CAM-Assay (TUM-CAM-Assay, s. Kapitel 4.4) bereits die
Inhibition der U-87 MG zellinduzierten Angiogenese durch Heparin und strukturverwandte
sulfatierte Kohlenhydrate untersucht, sowie deren FGF-2-Affinitét bestimmt wurde (s. Kapitel
5.2.1), sollte in vitro deren Einfluss auf die VEGF¢s-Bildung in U-87 MG Zellen untersucht

werden.
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5.2.3.1 Durchfiihrung des Zellkultur-Assays

Um ausschlieBen zu konnen, dass eine mogliche Inhibition der VEGF-Synthese auf
zytotoxischen Effekten der Testsubstanzen beruht, wurde zunédchst der Einfluss der sulfatierten
Kohlenhydrate bzw. Standardsubstanzen auf die Proliferationsrate der U-87 MG Zellen
untersucht. Dazu wurden die U-87 MG Zellen in Mikrotiterplatten ausgesdt und 48 h
adhérieren lassen. Das verbrauchte Medium wurde durch neues Medium mit (EK = 50 pg/ml)
oder ohne Testsubstanz (Kontrolle) ersetzt und die Zellmassen zur Bestimmung der
Proliferationskinetik sofort bzw. nach 48, 72, 96, 120 und 144 h nach Kristallviolettfarbung

photometrisch bestimmt.

Da die Testung unterschiedlicher Konzentrationen zu aufwendig war, wurde bewusst eine
Testkonzentration = 50 pg/ml gewihlt, die erfahrungsgemiB einem akzeptablen ICso-Wert
entspricht. In Abbildung 83 sind beispielhaft die Wachstumskinetiken behandelter und
unbehandelter U-87 MG Zellen dargestellt. In Analogie zu Heparin, Thalidomid und LuPS S7
zeigte keine der getesteten Substanzen einen Einfluss auf die Proliferationsrate der
Gliomazellen. Somit konnten zytotoxische Eigenschaften als Ursache einer moglichen

Beeinflussung der VEGF-Synthese ausgeschlossen werden.
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Abbildung 83: Wachstumskinetik von unbehandelten (m) und mit Heparin, Thalidomid oder
dem (-1,4-D-Galactan LuPSS7 behandelten () U-87 MG Zellen
(EK =50 pg/ml). Die optische Dichte bei 578 nm ist direkt proportional zur
Zellmasse bzw. Zellzahl.
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Nach 72, 120 und 144 h wurden aus mindestens 6 Kavitidten/Testsubstanz bzw. Kontrolle
150 ul Zelliiberstand entnommen und der Gehalt an sezerniertem VEGF mittels ELISA
bestimmt (s. Abbildung 84).

1 I 2 3 4 5

codsd

Abbildung 84: Durchfiihrung des VEGF-ELISAs

1 Beschichten der Mikrotiterplatte mit 100 pl Anti-human VEGF AK

2 Zugabe von 100 pl Probe bzw. thVEGF s, 2 h Inkubation

3 Zugabe von 100 pl biotinyliertem Anti-human VEGF AK,
2 h Inkubation

4 Zugabe von 100 pl Avidin-Peroxidase, 30 min Inkubation

5 Zugabe von 100 ul ABTS/H,0,, Messung der OD bei 405 nm nach
80 min

Dazu wurden die Zellkulturiiberstinde bzw. thVEGF 65 zu einer mit einem VEGF-spezifischen
Antikdrper (AK) beschichteten Mikrotiterplatte (MTP) zupipettiert. Um eine unspezifische
Bindung des Wachstumsfaktors zu verhindern, wurden vorher freie Bindungsstellen mit
Serumproteinen blockiert. Danach wurde ein biotinylierter VEGF 65 AK zugegeben, an den der
Avidinrest der nachfolgend zugesetzten Peroxidase bindet. Nach Zusatz der Substratlosung
(ABTS/H,0;) und 80miniitiger Reaktion wurde die Absorption bei 405nm im
Mikrotiterplattenphotometer bestimmt.

Bei der enzymkatalysierten Redoxreaktion zwischen zwei Molekiilen 2,2’-Azino-bis-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS) und einem Molekiil H,O, entstehen zwei Molekiile
eines Radikalkations (s. Abbildung 85), das selektiv Licht der Wellenlinge von 405 nm
absorbiert (gelbgriine Farbe).
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Abbildung 85: Struktur des bei der Oxidation von ABTS entstehenden Radikalkations [263]

Der VEGF-Gehalt der Proben [ng/ml] wurde aus der durch logarithmische Auftragung
erhaltenen Kalibriergeraden des rhVEGF 45-Standards und seiner Verdiinnungen bestimmt (s.
Abbildung 88, Material und Methoden) und auf die Zellmasse (OD bei 578 nm) bezogen
[ng/ml/OD]. Der Einfluss der Testsubstanzen auf die VEGF,¢s-Bildung der U-87 MG Zellen

wurde als Stimulationsindex (SI) nach folgender Formel berechnet:

VEGF¢s (Testsubstanz) [ng/ml/OD]

SI=
VEGF 45 (Kontrolle) [ng/ml/OD]

Ein SI>1 gibt eine Steigerung, ein SI< 1 eine Reduktion der VEGF¢5-Konzentration im
Vergleich zu unbehandelten U-87 MG Zellen (Kontrolle) an.

5.2.3.2 Ergebnisse des Zellkultur-Assays

In der folgenden Abbildung ist der Einfluss von Heparin, Suramin und Thalidomid, die als
Standardsubstanzen verwendet wurden, sowie einer Auswahl an Testsubstanzen auf die
VEGF 45-Produktion von U-87 MG Zellen wihrend einer 6tidgigen Inkubationszeit dargestellt.
Eine im Vergleich zur VEGF-Konzentration unbehandelter Zellen (Kontrolle, Medium)

auftretende Abweichung ist als Stimulationsindex (SI) angegeben.
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Abbildung 86: Effekte von Standardsubstanzen (Heparin, Suramin, Thalidomid) und einer
Auswahl an Testsubstanzen im Zellkultur-Assay (von links nach rechts mit
steigender in vivo Aktivitit im TUM-CAM-Assay). Der Einfluss der
getesteten Substanzen auf die VEGF-Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle (mit Medium behandelte Zellen) ist als Stimulationsindex (SI)
angegeben.
o-Gal 1Is S1, a-Gal ul S1: a-1,4-D-Galactansulfate
LuPS S5 6DS, LuPS S3: 3-1,4-D-Galactansulfate
(* =p < 0,05 vs Kontrolle)

Obwohl k-Carrageenan und Heparin keinen Effekt auf die gliomazellinduzierte Angiogenese
in vivo haben, war fiir k-Carrageenan in vitro eine deutliche VEGF-Abnahme zu beobachten,
wihrend Heparin eine Erhéhung der VEGF-Konzentration zeigte.

LuPS S5 6DS und Saccharoseoctasulfat in der Gruppe der in vivo nur miBig aktiven
Verbindungen zeigten widerspriichliche Effekte. Die Behandlung mit a-Gal Is S1 beeinflusste
die VEGF-Synthese der Gliomazellen nicht.

Die in vivo aktiven Verbindungen LuPS S3 und Thalidomid waren in vitro ohne Effekt,
wihrend Suramin und o-Gal ul S1 eine zumindest bis zum 5. Behandlungstag (a-Gal ul S1)
andauernde VEGF-Abnahme induzierten. Das im TUM-CAM-Assay hochaktive 1-

Carrageenan fiihrte zu einer Steigerung der VEGF-Konzentration im Zellkulturiiberstand.

Tabelle 25 fasst die Ergebnisse des Zellkultur-Assays aller getesteter Substanzen im Vergleich

zur in vivo Untersuchung im TUM-CAM-Assay zusammen. Dabei wurden Testsubstanzen im
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Vergleich zur Kontrolle nur dann als verschieden angesehen, wenn sich die

Stimulationsindices mindestens zweier Messzeitpunkte signifikant unterschieden.

Tabelle 25: Vergleich der Ergebnisse im Zellkultur-Assay und im TUM-CAM-Assay.
Zellkultur-Assay: -: [VEGF] T; 0: [VEGF] konstant; +: [VEGF] 4
TUM-CAM -: keine Aktivitdit; TUM-CAM +: mittlere Aktivitdt; TUM-CAM +:
gute Aktivitét (vgl. Tabelle 18)
(%): prozentualer Anteil der TS mit bestimmtem in vitro oder in vivo Effekt

Zellkultur TUM-CAM — (31,0%) TUM-CAM + (44,8%) TUM-CAM + (24,1%)

- Heparin LuPS S5 6DS 1-Carrageenan
(17,2%) AG S1
LaPS v S1
0 0-Carrageenan LuPS S7 A-Carrageenan
(69,0%)  Methyl-1-Carrageenan ~ LuPS S8 LuPS S3
1-Carrageenan pH 3,2 LuPS S9 LAM S5
LuPS F S1 LuPS P1 Thalidomid
Cellulose O-2 LuPS P2
Cellulose 2-3 o-Gal Is S1
PPS Cellulose O-3
Fucoidan
Agarose S3
+ k-Carrageenan Saccharoseoctasulfat o-Gal ul S1
(13,8%) Suramin

Die Mehrzahl der getesteten Substanzen (69%) hatte keinen Einfluss auf die VEGF 45-Bildung
der U-87 MG Zellen. Nur 50% der in vitro aktiven Substanzen (o-Gal ul S1, Suramin) zeigten
auch in vivo hohe Aktivitit. Allerdings ist das Wachstum der Tumorzellen in der Zellkultur im
Gegensatz zur in vivo Situation nicht angiogeneseabhingig.

Der in vivo Effekt korreliert also nicht zwangsweise mit einer VEGF-Reduktion in vitro.
Folglich miissen bei der gliomazellinduzierten Angiogenese auBler einer Beteiligung von
VEGF noch weitere Wirkmecha