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1. Einleitung

1.1. Angiogenese

Bei der Bildung von Blutgefd3en und dem ,Remodglivon

GefaRen werden Vaskulogenese, Angiogenese undidgesiese voneinander
unterschieden (Risau, 1997). Unter Vaskulogenesstelé man die de novo-
Entstehung von Blutgefal3en in zuvor nicht vasksiariem Gewebe aus sich neu
differenzierenden Endothelzellen (EZ) in der Emipalaeit. Die Stammzellen
werden dabei als Hamangioblasten bezeichnet, dallferenzierung sowohl in
Endothelzellen wie auch in zirkulierende Zellen dégtes mdglich ist. Unter
Angiogenese ist die Entwicklung von vaskuldren [8trren aus bereits
bestehenden Gefal3en zu verstehen. AussprossundgKapitiaren aus einem
~Muttergefal3“ und intravasale, lumenseparierendddimelzellproliferation sind
zwei beschriebene Mechanismen (Risau, 1997). Aleridgenese wird die
Bildung von Kollateralgefal3en aus vorbestehenddarialaren Anastomosen
bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit soll der chEnismus der Angiogenese
betrachtet werden.

Angiogenese findet physiologisch dann statt, wenne evaskulare
Infrastruktur zur ErschlieBung neu entstehendenr cileh reorganisierenden
Gewebes notwendig ist. Dies ist z.B. in der Waadhsperiode, bei der
Wundheilung, beim zyklischen Aufbau des Endometsurand bei der
Plazentaentstehung der Fall. Adulte Endothelzedlad prinzipiell teilungsfahig,
die Mitoserate im gesunden postnatalen Organisstugdoch mit 0,01 % sehr
gering (Keshet & Ben-Sasson, 1999). Psoriasis, miadoide Arthritis,
proliferative Retinopathien, Hamangiome sind Beabpifir Erkrankungen, die
durch unkontrollierte und unerwinschte Angiogenasaterhalten werden
(Folkman, 1995). Zu erheblichen Forschungsanstmggu hat die Beobachtung
gefuhrt, dass maligne Tumoren nur dann zu Klinisgbevanter Grolde
heranwachsen, wenn sie ein Gefaldsystem zur Saffterstand
Nahrstoffversorgung sowie zum Abtransport der Steéhselprodukte ausbilden
(Folkman, 1971).



1.2. Angiogenese-Mechanismen

Bei der Angiogenese konnen folgende Schritte bddbaaverden (siehe auch
Abb. 1): Aktivierte Endothelzellen I6sen ihre Zgkll-Kontakte und bilden nach
Proteolyse der vaskularen Basalmembran und derafettularmatrix (EZM)
zytoplasmatische Knospen aus. Zellmigration undpZaiferation sorgen fur das
Wachstum des ,GefalR3sprosses” (,Sprouts’), bis sain GefalRlumen bildet.
Zwischen den migrierenden EZ und der EZM und den @Xereinander
vermitteln membranstandige Molekile (z.B. sog. dnitee) zunachst passagere
Adhasionen, die zum Abschluss der Gefal3entstehuseiéen und permanent
werden. Die GefalRausreifung wird durch das Ersemewon Perizyten, glatten
Muskelzellen und Synthese einer Basalmembran ctarsikert. Die Teilschritte
der angiogenen Kaskade (erhdhte VasopermeabilRébieolyse, Migration,
Proliferation, Adhasionsmechanismen und Syntheteleen der EZ) missen

dabei harmonisch ineinander Gbergehen und bedddeRegulation.

Endothelzelle

v

1. 3.

Abb. 1 : Stadien der Angiogenese: Aljgiogen aktive Endothelzellen (grin dargesttéi$en zu-
nachst ihre Zell-Zell-Kontakte und initieren eiReoteolyse der umgebenden Extrazellularmatrix
(EZM). 2) Durch Veranderung der Zytoarchitektommt es zur Ausbildung zytoplasmatischer
Knospen, die in die proteolytisch verénderte EZidvingen. 3) Den Zellauslaufern folgend ent-
stehen durch Zellmigration und -proliferation, durBildung neuer Zell-Zell-Kontakte und durch
Zell-EZM-Interaktion neue Gefal3e. Mit der Syntheserspezifischen, gefal3sprossstabilisieren-
den EZM (blau dargestelityird der Prozess der Angiogenese abgeschlossen.

GefaRlumen




1.3. Angiogenese-Regulation

Angiogenese kann durch angiogene Faktoren (aFRieri bzw.
Angiogenese-Inhibitoren (Al) unterbrochen werdenen@insames Merkmal
vieler aF ist deren Wirkungsvermittlung Uber Tyrdsnaserezeptoren. Auch fur
die Mehrzahl der bisher entdeckten endogenen Akisthein verbindendes
Prinzip zugrunde zu liegen, da sie haufig Spaltpktel von Proteinen der
Extrazellularmatrix bzw. von Gerinnungsfaktorendsins.u. (Sage, 1997). Nach
dem Konzept der angiogenen Balance entscheidet diehAnwesenheit eines
Faktors Gber Angiogenese-Induktion bzw. -Inhibiti&nst die Summe angiogener
und antiangiogener Stimuli entscheidet tUber diekéiff resultierende Wirkung.
Angiogene Tumorzellen zeichnen sich durch erhohteddktion angiogener
Faktoren bei simultan erniedrigter Freisetzung véiemmstoffen der
Gefalbildung aus (Folkman, 1995).

Verwandt mit der Hypothese der Balance von AngiegeAWirkstoffen
ist die Vorstellung der kontext-abhéngigen Angicggn Danach unterliegt die
Potenz eines Angiogenese-Modulators dem Milieu @iata und Pepper, 1997).
Bei der Regulation der Angiogenese sind demnaaiesdhen von Angiogenese-
Faktoren-Interaktionen, EZM-EZ-Wechselwirkungen, MeAngiogenese-
Faktoren-Effekten, auch der pH oder Matrixeigea$iehm relevant. Durch pH-
Wert-Modifikation von pH 7,4 auf pH 7,6 lassen siclie mechanischen
Eigenschaften einer Fibrinmatrix verandern, so dasls die Angiogenese-Rate
verdoppelt (Nehls und Herrmann, 1996).

Auch auf der Ebene der Proteolyse-Regulation im nfi@ah von
Angiogenese ist die Balance angiogener und inteheer Wirkungen
entscheidend (Pepper, 2001). Beim Eindringen in siee umgebende EZM
benétigen angiogen aktive EZ-Proteasen, die zunegroTeil zwei Familien
zugehorig sind: den Serin-Proteasen (Plasminogéivatir/Plasmin) und den
Matrix-Metalloproteinasen (MMP). Weitere proteobghe Enzyme sind die
Glykanasen (z.B. Heparanasen) und die Cystein-&sete (z.B. Cathepsin B)
(Pepper, 2001). Dosierte, raumlich exakt begrerftateolyse ist notwendig.
Einerseits muss die EZM als Migrationshinderniseddagit werden, andererseits
muss die  periendotheliale  Matrix der  migrierenden Z E als

gefal3sprossstabilisierende Leitschiene bestehenbehle EZ mit starker
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proteolytischer Aktivitat kbnnen nur in Anwesenhgiin Protease-Inhibitoren
(z.B. Aprotinin) Gefalle ausbilden (Montesano et dl987). Zur lokalen
Proteolyse-Regulation dienen endogene Antiproteasesbesondere TIMP
(,Tissue Inhibitor der Metalloproteasen’) und PAI{Plasminogen Aktivator
Inhibitor-1").

Der ,basic Fibroblast Growth Factor’ (bFGF), ein, akihrt in vitro zu
einer zeitversetzt erhdohten Sekretion von zunadhsikinase Plasminogen-
Aktivator (UPA) und etwas spater von PAI-1 durck 8Z (Pepper et al., 1990).
Die angiogene EZ produziert bei der ProteolyseE#¥l angiostatisch wirksame
Faktoren wie Endostatin, das als Kollagen-XVIlI-gim@ent im Sinne einer
negativen Ruckkopplung wirken konnte. Wachstumsiaht konnen in der EZM
konzentriert werden. Gezielte Proteolyse kann zrgisetzung aF fuhren. In
Geninaktivierungsexperimenten mit Matrix-Metallofinase-9-’Knock-Out’-
Mausen wurde eine Angiogenese-Inhibition beobacldtiet auf fehlende lokale
proteolytische Freisetzung von ,Vascular EndotheGaowth Factor (VEGF)
zuruckgefuhrt werden konnte (Bergers et al., 2000).

Die EZ muss Zell-Zell-Kontakte und Zell-Matrix-Kaakte ausbilden, um
den Gefal3spross zu stabilisieren (vgl. Abb. 1).d¥eGadherinen, Selectinen und
der Immunglobulin-Familie stellen die dafir primé&rantwortlichen Integrine
adhasionsvermittelnde, zellmembranstandige Molekdé. Integrine haben
zusatzlich Rezeptoreigenschaften und konnen Sigaate Zellinneren nach
aulen und vice versa Ubersetzen. Unterschiedlick@vid&rungsmodi der
Integrine sowie eine nach Funktionszustand der &#erende Integrinexpression
existieren (Hynes, 1992). Die angiogenen EZ zeichsiEh durch selektive
Expression der Integrine alphaVbetad/(3), alphaVbeta5 v 5), alphalbetal
( 1 1) und alpha2betal 2 1) aus, die nicht bzw. nicht signifikant von ruhend
EZ exprimiert werden (Brooks et al., 1994; Friedlénet al., 1995; Senger et al.,
1997). Dabei scheintV 3 die bFGF-Wirkung zu mediieren, wahreny 5,

1 1und 2 1 vermehrt nach VEGF-Stimulation exprimiert werdEriedlander
et al., 1995). EZM-Proteine wie Fibronectin, Vitemtin und Fibrinogen weisen
sog. RGD-Sequenzen auf, die als spezifische Birgiiallen flr V-Integrine
fungieren (Hynes, 1992). RGD ist ein Tripeptid rmdigr Aminosauresequenz

Arginin-Glycin-Asparaginséaure.
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1.4. Angiogene Faktoren

Inzwischen ist eine Vielzahl aF bekannt (siehe Tah. Vaskulare
Wachstumsfaktoren kommen als endothelzellspez#is€aktoren (,Vascular
Endothelial Growth Factor’, Angiopoetine) wie auals nicht-gefal3spezifische
Mediatoren vor (,Fibroblast Growth Factor’, ,Transiing Growth Factor’,
,Hepatocyte Growth Factor’, ,Insulin-like Growth €tar-1’, ,Platelet Derived

Growth Factor’, ,Tumor Necrose Factor-alpha’).

Angiogene Faktoren Angiogenese-Inihibitoren

VEGF 1-4 Angiostatin

aFGF, bFGF, FGF-5 Endostatin

Angiopoetin 1-4 Canstatin

HGF Tumstatin

Ephrine Restin

ECGF Thrombospondin-1

EGF TGF-

TGF- , TGF- Antithrombin Ill-Fragment

PDGF 16 kDa-Prolactin

IGF-1 Plattchenfaktor 4-Peptid

TNF- Kininostatin

SPARC Vasostatin

Interleukin-8 Interleukin-12
2-Methoxydstradiol*
MMP-Inhibitoren*
Integrin-Antagonisten*
Thalidomid*

Tab. 1: Regulatoren der Angiogenese. Die mit * gekeichneten Substanzen sind synthetisch

hergestellte  Inhibitoren.  Siehe auch unter 1.8. idgenese-Inhibitoren  und

Abkirzungsverzeichnis.
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1.4.1. Vascular Endothelial Growth Factor

Von zentraler Bedeutung fur die Vaskulogenese EGW¥ (,Vascular
Endothelial Growth Factor’). Bereits der Verlushes VEGF-Allels fuhrt zum
Tod von Embryonen in Geninaktivierungs- (,Knock-euExperimenten (Ferrara
et al.,, 1996). Das endothelzellspezifische, miteg&otenzial von VEGF im
postnatalen Organismus ist durch zahlreiche Exparienbelegt. Inzwischen sind
der VEGF - Familie finf verschiedene Faktoren (VE&SFVEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E) zugeordnet (Meyer et al., 1999). GF=A wurde in flnf
Isoformen nachgewiesen, die sich nach posttrargimigdler Modifikation durch
ihre Gro3e und Aminosaurensequenz unterscheideGivk 121, 145, 165, 189,
206). Die VEGF-Wirkungen werden durch drei Tyrosnase-Rezeptoren
vermittelt (Flt-1, KDR/FIk-1 und Flt-4), fur die diverschiedenen VEGF-Formen
in unterschiedlicher Weise Liganden darstellen {Dies et al., 1992; Hewitt &
Murray, 1996; Joukov et al., 1996; Meyer et al9909 VEGF-Wirkung erfordert
Anwesenheit von endogenem bFGF (Mandriota und Repp87).

1.4.2. Angiopoetine und Ephrine

Die Angiopoetine (Ang-1 bis Ang-4) mediieren ihre &efal3reifung und
-stabilisierung betreffende Wirkung Uber die Tynd@&nasen-Rezeptoren Tie-1
und Tie-2 (Davis et al., 1996) . Ephrine scheinemehmlich die vendse bzw.
arterielle Ausdifferenzierung neu angelegter GefalBeegulieren (Yancopoulos
et al., 2000).

1.4.3. basic Fibroblast Growth Factor

Der ,basic Fibroblast Growth Factor’ (bFGF, auchH-& genannt) wird
als einer der wichtigsten angiogenen Wirkstoffeematnen (Asplin et al., 2001).
bFGF wird in vier verschiedenen Isoformen exprimiend vermittelt seine
Effekte Uber drei der bekannnten FGF-Tyrosinkindseeptoren (FGFR-1 bis
FGFR-3) (Galzie et al., 1997). bFGF gehért zu deibrobBlasten-
Wachstumsfaktoren, von denen mittlerweile 19 (FGBisLFGF-19) beschrieben
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sind (Nishimura et al., 1999). Tumoren, das Endotbawie viele nicht-

endotheliale Zellen sind als bFGF-Produzenten bekéfolkman et al., 1993;
Schweigerer et al., 1987). Das angiogene Potevtial bFGF ist durch viele in
vitro und in vivo Experimente belegt. In vitro stifrert bFGF die EZ-

Proliferation und -Migration und kann die Ausforngunvon ,Sprouts®

(Gefal3sprossen) bewirken (Montesano et al., 13883F kann synergistisch mit
VEGF in dreidimensionalen in vitro Angiogenese Assavirken (Goto et al.,
1993). In einer Arbeit war der angiogene VEGF-Kff'on Endothelzell-

produziertem bFGF abhéngig, da bFGF-Antikbrper VEG@GRzZIerte

Angiogenese inhibieren konnten (Mandriota und Pe897).

1.4.4. Endothelial Cell Growth Factor

Als angiogener Regulator ist der ,Endothelial Gatbwth Factor’ (ECGF)
seit etwa 20 Jahren bekannt. Dabei handelt esusichin aus dem Hypothalamus
gewonnenes EZ-Mitogen, das als 75 kDa- und als 2&korm zu existieren
scheint (Maciag et al., 1979 und Maciag et al.,2098CGF wurde in einem der
ersten Angiogenese-Assays verwendet und erwies dwech als sehr potent
(Folkman und Haudenschild, 1980).

1.4.5. Transforming Growth Factor-beta

Fur ,Transforming Growth Factor-beta’ (TGH; einem weiteren gut
charakterisierten Angiogenese-Faktor, sind sowollgiagene als auch
antiangiogene Wirkungen beschrieben worden (Migterl., 1987; Yang and
Moses, 1990). TGF-ist ein 25 kDa Polypeptid, das ubiquitdr in gesamd
Gewebe wie auch in Tumoren vorhanden zu sein sch®ein Vorkommen in
Thrombozyten bewirkt die standige Verfugbarkeit gut vaskularisierten
Organabschnitten. Durch Gefa3lasionen kann TGRus Thrombozyten
freigesetzt werden (Mduller et al., 1987). Tumorelkdnnen TGF-in grof3en
Mengen produzieren (Huang und Lee, 2003). TGRvirkt auf EZ in
unterschiedlicher Starke antiangiogen (antiprddified, wenn diese auf Matrices
verschiedener Art (Laminin, Typ IV-Kollagen, Fibestin) kultiviert werden.

Werden die gleichen EZ in eine Kollagen-Matrix ingoriert, bleibt deren
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Proliferationsrate unbeeinflusst von ansteigende®F-T-Konzentrationen,
wohingegen dosisabhéngig ,Sprouts’ (Sp) als Auddrines angiogenen Effekts
ausgebildet werden (Madri et al., 1988).

TGF-3 existiert bei Saugetieren in drei Isofornf€GF-R1 bis TGFR3).
Die Interaktionen von TGF-mit anderen Angiogenese-Faktoren sind komplex.
So sind Effekte von TGF- auf VEGF- und bFGF-induzierte EZ-Migration
beschrieben, die von der verwendeten TGRenzentration abhingen. Wéahrend
niedrige TGF--Dosen angiogenesefordernd wirkten, inhibierten enéh
Konzentrationen die EZ-Motilitat — diese TGFWirkung wurde als biphasisch
bezeichnet (Pepper et al., 1993; Robert & Sage9)1¥ir die Dimensionalitat
eines in vitro Angiogenese Assays (2-D gegenub&) %ind modulierende
Wirkungen auf TGF- demonstriert, da TGF-antiangiogen (antiproliferativ) in
2-D-EZ-Kultur und angiogen (Sp-bildend) in 3-D Exipeenten wirken kann
(Madri et al., 1988). Kurzlich wurde eine reguliede Wirkung von TGF- auf
das VEGF/VEGF-Rezeptor-System beschrieben (Breieale 2002). TGF-
vermindert die Zahl ausgebildeter Gefale im Rahrseimer antiangiogenen
Wirkung, ohne dabei die Ladnge bzw. Breite der tdrigdennoch) entstehenden
GefalRe zu beeinflussen (Parsons-Wingerter et@00)2 Auch TGF--Inhibitoren
kénnen experimentell antiangiogen wirken (Tuxhdrale 2002). Die komplexen
Wirkungen von TGF- sind exemplarisch hinsichtlich der Kontextabhahgit

von Angiogenese-Wirkstoffen (Pepper, 1997).

1.4.6. Tumor Nekrose Faktor-alpha

Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNH-ist eine seit vielen Jahren bekannte
Substanz. Seit der Entdeckung von TNHshibitoren hat die angioregulative
Funktion des Faktors zunehmend Beachtung gefuridaledlog, 1997). Bei der
Therapie der rheumatoiden Arthritis spielt die Miadion von TNF- eine
bedeutsame Rolle: Durch TNFBlockade lieRen sich bereits klinische Erfolge
erzielen (Dayer, 2002; Feldmann und Maini, 2002)ctA\bei der Regulation von
Tumor-Angiogenese wird TNF-eingesetzt (Ruegg et al., 2002). TNPRwird zur

Induktion von Angiogenese in Assays verwendet (Kg&let al., 1996).
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1.5. Potenzial angiogener Faktoren

Das therapeutische Potenzial aF bei der Behandlisebamischer
Erkrankungen wie der koronaren Herzkrankheit, deripmeren arteriellen
Verschlusskrankheit und apoplektischer Insulteltse&hen Schwerpunkt von
Forschungsbemuhungen dar. Durch Verabreichung F@&Fbzw. VEGF soll die
Angiogenese und Arteriogenese in minderperfundieRegionen medikamentds
induziert werden. Inzwischen gibt es klinische ké& bei denen die
intraarterielle Applikation von VEGF-Gen Angiogeredei Patienten mit
peripherer arterieller VerschluRkrankheit forderonkte (Isner et al., 1996) .
Somit ist grundsatzlich die klinische Anwendbarkeibn aF demonstriert.
Multizentrische klinische Studien zur intramyokaldn Gabe von VEGF-Gen im
Rahmen von Koronarangiographien werden unternon{éegelmann und Nikol,
2001). Das Potenzial von bFGF bei der Behandlungeakschamischer Insulte
wird in klinischen Studien untersucht (Bogousslavskal., 2002).

1.6. Angiogenese-Inhibition

Angiogenese-Inhibition findet im gesunden Organisrstatt und reguliert
wie aF das GefalRremodeling. Verschiedene Al wurales Sekreten gesunder
Organismen isolier{Guan et al.,, 2003, Kucharz et al., 2003) . Viele skid
Spaltprodukte aus Vorlauferproteinen mit vollig eret, teilweise entgegensetzter
Wirkung , z.B. Fragmente von aF und von EZM-Moleki Bei der
proteolytischen Degradation des Gewebes durch afhetd Al als EZM-
Fragmente konzentriert werden, so dass Al einenallokblaufenden

Ruckkopplungsmechanismus darstellen kénnen.

1.7. Mechanismen der Angiogenese-Inhibition

Entsprechend der Teilschritte der angiogenen Kaskadn Angiogenese-
Inhibition durch Hemmung der Proliferation, der kétgon, der Proteolyse und
der Adhasion stattfinden. Antikorper gegen Gefalbhwaansfaktoren kdnnen
verhindern, dass das Signal des aF die EZ errailths$, wurde fur spezifische
Antikérper gegen VEGF oder bFGlemonstrier(Pierce et al., 1995). Rezeptoren

fur aF vermitteln ihre Signale mehrheitlich Gberdsinkinasen, daher kbnnen
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Tyrosinkinase-Inhibitoren die intrazellulare Sidredkade und damit die
angiogene Aktivitait der EZ unterbinden. Hemmstoffder VEGF-
Rezeptorphosphorylierung und Antagonisten des Qaleinstroms storen in
vergleichbarer Weise die Ubertragung der angiogeignale (Fong et al., 1999
und Kohn & Liotta, 1995).

Eine groBe Zahl der in Tabelle 1 aufgefihrten AleibBusst die
Proliferation und Migration der EZ, ohne dass daesite detaillierte Kenntnisse
Uber die Art ihrer Wirkung existieren (Griffioen dirMolema, 2000). Die Zahl
erkannter Mechanismen nimmt jedoch zu. Angiogeifesgulatoren beeinflussen
die Expression des zellmembranstandigen Proteinedlia-1 (Liu et al., 1999).
TNP-470, ein Derivat vom antibiotisch wirksamen FRgitiin, verhindert das
Eintreten der EZ in die G1l-Phase des Zellzyklus wikt auf diese Weise
antiangiogen (Castronovo & Benotti, 1996). Fur de) kDa Glykoprotein
Thrombospondin-1 ist CD 36 als Rezeptor nachgewiédinenez et al., 2000).
Die antiproteolytische Wirkung der MMP-Inhibitoren (Matrix-

Metalloproteinasen-Inhibitoren) beeinflusst die Kitionspotenz der EZ.

1.8. Angiogenese-Inhibitoren

Seit 1994 haben Uber 20 verschiedene Al das Stadiemklinischen
Erprobung erreicht (Brem, 1998; Folkman et al.,1J00Eine Ubersicht iiber die
wichtigsten Al gibt Tabelle 1. Al sind vielfach Fmente aus
Vorlaufermolekilen. Beispiele sind Angiostatin aBlasminogenfragment,
Endostatin als Kollagenbruchstiick, ein von Plat¢hidor 4 abgespaltenes
Peptid, das 16 kDa-Prolactin als Produkt des hypsfofen Hormons (Clapp et
al., 1993; O'Reilly et al., 1994; O’'Reilly et all997). Solche Proteine werden
auch als kryptisch bezeichnet, da ihre angio-itbilsichen Eigenschaften erst
nach Abspaltung aus dem Muttermolekil beobachtedeve Mit dem Kininogen-
Spaltprodukt Kininostatin, dem Calreticulin-Fragmexasostatin und einer
Antithrombinvariante wurden weitere angiostatisélaktoren entdeckt (O’Reilly
et al., 1999; Pike et al., 1998; Guo et al., 200gben dem Kollagen XVIII-
Fragment Endostatin kdnnen auch aus anderen Kaobagg: angioinhibitorische

Bruchstiicke abgespalten werden: Restin (aus Kallahg, Canstatin (aus
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Kollagen XV) und Tumstatin (aus Kollagen 1IV) (Kangus et al., 2000;
Maeshima et al., 2002; Ramchandran et al., 1999).

1.8.1. Angiostatin

Angiostatin (AS) ist ein internes Bruchstick vonagthinogen. Die
Entdeckung dieser Substanz bestatigte die Hypathuess Primartumoren tber
Metastasen-inhibitorische Eigenschaften verfigennnkd. Klinisch war
beobachtet worden, dass die Entfernung eines Rumérs zu einem
explosionsartigen Wachstum seiner Metastasen fitaen (Warren et al., 1977;
Sugarbaker et al., 1977). 1994 gelang es O’Reitlyale den Mechanismus
unterdriickten Metastasenwachstums durch einen Ramér zu entschlisseln:
Lewis-Lung-Carcinoma (LLC) tragende Mause zeigteachn Primartumor-
Entfernung rasches Metastasenwachstum. Es  wurdenrschiedene
Korperflissigkeiten der Tiere vor Entfernung des CLLgesammelt und
fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen wurden ahfei Potenz getestet, die
Proliferation von bFGF-stimulierten kapillaren Etllelzellen zu unterdricken.
Mit diesem System gelang die Identifizierung unoldson von Angiostatin, das

auch in vivo antiangiogene sowie metastasen-irgribithe Eigenschaften hat.

1.8.1.1. Angiostatin-Struktur

Humanes AS wandert laut Erstbeschreiber O’Reillyder SDS-Gel-
Elektrophorese in drei separaten Banden bei 45u® 40 kDa unter nicht-
reduzierenden Bindungen (O’Reilly et al., 1994).uagasst die Aminosauren 98
bis 460 des Plasminogens. Die entsprechende N#taleni Sequenz ist
KVYLSEXKTG (zur Nomenklatur der Aminosauren siehe
Abklrzungsverzeichnis). Es enthalt vier der funf inigte-Regionen
(cysteindisulfidbriickenhaltige Ring-Strukturen) ddsittermolekils, die je aus
etwa 80 Aminosauren bestehen. Kringle 1 und 4 éeth&ysin-Bindungsstellen.
Den einzelnen Kringle-Domanen ist ebenfalls eindiaagiogene Aktivitat
gegeben. Cao et al. gelang 1996 der Nachweis, Kiasgle 1, 2 und 3 isoliert
einen antiproliferativen Effekt auf Endothelzelleaben. Diese Wirkung liel3 sich

fur Kringle 4 nicht darstellen. In einer weiteretude zeigte auch der Kringle 5
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des nach AS-Abspaltung verbleibenden Plasminog&weanti-angiogene
Wirksamkeit (Cao et al., 1997).

1.8.1.2. Angiostatin-Produktion

AS entsteht durch Plasminogen-Proteolyse, die vamadrzellen, aber
auch von nicht-neoplastischen Zellen wie Makrophagesgeht (Falcone et al.,
1998; Gately et al., 1996). Abhangig von der Ars d&rimartumors scheinen
verschiedene Wege der AS-Produktion zu existiene@,auch die Tumoren nur
teilweise die Fahigkeit der enzymatischen AS-Hdtstg zu besitzen scheinen
(O’Mahoney et al., 1998 und Patterson und Sang7)12ur in vitro Herstellung
von AS wurde zuerst Pankreaselastase benutzt (IRei al., 1994). Die
alternative  Verwendbarkeit von Plasminogen-Aktivato und freien
Sulfhydrylgruppen-Donatoren konnte demonstriertdeer (Stathakis et al. 1997;
Gately et al. 1997). MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-12,atbepsin D und
Prostata spezifisches Antigen (PSA) konnen ebenfalb bzw. AS-dhnliche
Fragmente aus Plasminogen abspalten (Heidtmanm.,e19®9; Lijnen et al.,
1998; Morikawa et al., 2000; Patterson und San§,719Schon bevor man die
anti-angiogenen Wirkungen von AS entdeckte, beautzan Pankreas-Elastase,
um den Plasminogenteil zu isolieren, der die sogndfedomanen 1-4 des

Muttermolekuls umfasst. Dieser Region entspricht(si8he Abb. 2).

1.8.1.3. Angiostatin-Wirkung

Der Wirkmechanismus von AS ist nicht abschliel3eakldyt, es sind jedoch in
den letzten Jahren Interaktionen mit Integrinevt 3, 9 1, 4 1), mit der ATP-

Synthase sowie mit dem ,Hepatocyte Growth Factesdhrieben worden (Moser
et al., 2001; Tarui et al., 2001; Wajih & Sane, 20M@ie Wirkung von AS setzt
sich moglicherweise aus einem antiproliferativen,roapoptotischen,

antimigratorischen und antiproteolytischen Nettéeldf zusammen. Kuirzlich ist
auch gezeigt worden, dass AS Uuber Vasokonstrikaohiangiogene Effekte
entfalten kann (Koshida et al., 2003). AS-behardel weisen als Ausdruck der

antiproliferativen Wirkung von AS erhdhtes E-Selledforkommen auf (Luo et
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al., 1998). AS-Wirkung beeinflusst nach VEGF-Stiatidn intrazellulare
Signalwege durch p53 sowie durch FasL und Mitochienfunktion (Chen et al.,
2003). Demgegeniber wurde in einer anderen Arbeih KHinweis auf die
Modifikation intrazellularer Signalwege durch AS cha FGF- und VEGF-
Behandlung von EZ gefunden (Erikkson et al., 2003).

Angiogene

Al
AR .
Plasmin

C Antiangiogene
g AL 28 r’ Wirkung
e \\
Angiostatin

Abb. 2: Schema der Plasminogen (Plg)/Plasmin (Ringibstatin (AS)-Struktur (modifiziert nach
Gately et al., 1997). A) Plasminogen enthélt fiiaf sog. Kringle-Doméanen (KI-KV), die je drei
Disulfidbriicken aufweisen. Die jeweils etwa 80 Asdiuren umfassendene Sequenz der einzelnen
Kringle-Doméanen zeigt einen hohen Grad der Ubetiginsung zueinander. Humanes Plg ist ein-
kettig und hat eine Gesamtlange von 791 AminosalBERIg-Aktivatoren konvertieren Plg durch
Hydrolyse der Arginiff-Valin®%Peptidbriicke in der Serin-Protease-Regionier Pfeil in B)zu

PIm. Autoproteolytisch wird nachfolgend die Ly&ihysin’s-Bindung gespalten und damit das N-
terminale Peptid freigeset@irtner Pfeil in B) Durch seine proteolytische Potenz ist PIm angioge
wirksam. C) Nach Abspalten von Kringle V entstel®. AS enthalt Kringle | bis IV und wirkt im
Gegensatz zum Muttermolekil antiangiogen.
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1.8.2. Endostatin

Auch Endostatin (ES), ein etwa 20 kDa grol3es Kelta¥VIlI-Fragment,
kann als Beispiel fur ein ,Molekil-Recycling“ durdProduktion endogener Al
aus einem Vorlaufer-Protein dienen (O'Reilly et, &997). ES wurde fast
zeitgleich aus konditioniertem Medium von murinen
Haemangioendotheliomzellen und aus menschlichemaofilirat isoliert, zeigt in
vitro und in vivo antiangiogene Eigenschaften urahrk das Wachstum von
Tumoren und Metastasen inhibieren (O'Reilly et B997; Standker et al., 1997).

1.8.2.1. Endostatin-Struktur

ES entstammt der C-terminalen sog. NC1 (,Non-Celfeoys’)-Doméane
von Kollagen XVIII. Ahnlich wie fiir Kollagen XVlliselbst (Rehn et al., 1996)
sind fir ES verschiedene Varianten mit unterscidbdh N-Termini und Langen
beschrieben worden (Sasaki et al., 1998). Es zesggnUnterschiede zwischen
murinem und humanem Endostatin. Die humanen ES-<€orsind z.B. 12
Aminosauren kurzer bzw. vier, neun und vierzehn osauren langer als
murines ES (Standker et al., 1997; Felbor et 8002 Diese Beobachtung macht
es wahrscheinlich, dass abhangig vom physiologischeroduktionsort
unterschiedliche ES-Formen mit eventuell diffeneler antiangiogener Wirkung
hergestellt werden kdnnen.

1.8.2.2. Endostatin-Entstehung und -Wirkung

Pankreas-Elastase und Cathepsin L kbnnen ES ausQleDomane von
Kollagen XVIII proteolytisch abspalten (Wen et d1999; Felbor et al, 2000). Der
Mechanismus der antiangiogenen Wirkung von ES ngfeldart. ES interagiert
mit a5- und aV-Integrinen und wirkt maoglicherweise Uber antiasiié
Mechanismen (Rehn et al., 2001; Sudhakar et ab32@®amit vereinbar ist die
Induktion von EZ-Apoptose durch ES. Fir die beobstehApoptose-fordernde
Wirkung von ES wurde die verminderte Expression a@atiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-XI verantwortlich gemachth@nabal et al., 1999). Das
Shb-Adaptor Protein, ein Apoptose-Modulator, konfie die antiangiogene
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Wirkung mitverantwortlich sein (Dixelius et al., @0). ES bindet an Heparin und
Heparansulfate. Fur bFGF fungieren HeparansulfisteCa-Rezeptoren, so dass
eine kompetitive Hemmung der Wachstumsfaktor-CoeReren durch ES

diskutiert wurde (Sasaki et al., 1999). Glypikam 2ellmembran-Proteoglykan,

ist als Heparinase-sensibler Rezeptor fiur ES besdmdm worden (Karumanchi et
al.,, 2001). ES moduliert die Expression und Prédemt von Plasminogen-

Aktivatoren und deren Inhibitoren auf der EZ (Wicksn et al., 2001). ES

reguliert die katalytische Aktivitdt der Membrangl'§-Matrix Metalloproteinase

und der Matrix Metalloproteinase 2 (Kim et al., BROES konnte also auch tber
die veranderte proteolytische Potenz der EZ anibgesm wirken. ES und AS

erhdhen den intrazellularen Calciumgehalt von Ed scheinen auf diese Weise
die Signalkaskaden angiogener Faktoren modifizienerkonnen (Jiang et al.,
2001).

1.8.3. Transforming Growth Factor-beta als Angiogease-Inhibitor

Auf sowohl angiogene wie auch antiangiogene TGNirkungen wurde
bereits hingewiesen. Das Auge kommt als Organ itraBbt, in dem TGF-
vornehmlich inhibitorische Effekte erzielt. TGFbewirkt am Auge in vitro und
in vivo eine Angiogenese-Hemmung (Friling et al99@&). Patienten mit
proliferativer diabetischer Retinopathie (PDR) weiserniedrigtes TGF-
Vorkommen in ihren Glaskorpern auf (Spranger et #99). Der Verlust von
Perizyten, potenten TGFProduzenten, geht der Entwicklung einer PDR voraus
(De Oliveira, 1966). TGF- scheint durch Apoptose-férdernde Signale
antiangiogen auf retinale EZ zu wirken (Yan und &ag998). Die Kontext-
Abhangigkeit von TGF-Wirkungen ist auch bei Verwendung retinaler EZ

demonstriert worden (Yan und Sage, 1998).

1.8.4. Integrin-Antagonisten

Als Hemmstoffe der Zelladh&sion sind Integrin-Aitiger und andere
Integrin-Antagonisten beschrieben. Insbesondé&féAntagonisten haben sich in
vielen Experimenten als gut wirksame Al erwieseticétri & Cheresh, 2001).

Synthetische RGD-Peptide sind/ 3-Antagonisten und wirken Uber Hemmung
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der EZ-Bindung an die EZM antiangiogen (Kawaguchiak, 2001). Mehrere
Arbeiten weisen auf die Effektivitat von RGD-Pepitidals Al hin (Friedlander et
al., 1996; Hammes et al., 1996).

1.9. Potenzial von Angiogenese-Inhibitoren

Al stehen im Blickpunkt onkologischer Forschungit gezeigt werden
konnte, dass Tumoren nur dann gro3er als 1-2 mndememwenn sie Uber ein
erndhrendes Gefal3system verfigen (Folkman et @3 Lind Folkman et al.,
1966). Al sollen Neoplasien durch UnterbrechungrtBlutzufuhr ,aushungern®
(Cheresh, 1998). Da der Wirkort von Al selektiv diggiogen aktive EZ ist, sind
unerwinschte Nebenwirkungen der Substanzen im &fehglzu Zytostatika in
deutlich geringerem Ausmal3 zu erwarten. Die nafjefidste Nebenwirkung von
Al betrifft Stérungen der Wundheilung, bei der Naskularisationen obligat sind.
In experimentellen Untersuchungen konnten solctewiimschten Effekte bisher
nicht beobachtet werden (Berger et al., 2000).

EZ unterliegen im Gegensatz zur Tumorzelle kein@levanten
Mutationsrate, so dass nicht mit einem Wirkungsistrl von Al durch
Resistenzentwicklung zu rechnen ist (O'Reilly et, d996). Antiangiogene
Strategien basieren auf einem neuartigen Angrifikpuund kénnen daher
adjuvant bzw. synergistisch zu den gangigen Turecaiiien eingesetzt werden
(Mauceri et al, 1998)Die antiangiogene Potenz von Angiostatin und Eratwst
wurde Dbereits fir verschiedene Herstellungsverfahrélsolation aus
Korperflissigkeiten, proteolytische und rekombimanProduktion) und in
mehreren Angiogenesetestsystemen dokumentiert $idheibei Kim, 1998). Sie
gehdren zu den Al mit dem bisher eindruckvollstetiamgiogenen Wirkprofil
(Hanahan, 1998). Allerdings liegen auch Vertffetitlingen vor, in denen das
Fehlen einer antiangiogenen Wirkung von AS bzwbEGchtet wird (Stathakis et
al, 1997; Standker et al., 1997). Dennoch wird iAmewendbarkeit in der
Tumortherapie auf breiter Ebene diskutiert (Gorni£®8).

Das Potenzial von Al betrifft jedoch auch viele hitonkologische
Erkrankungen mit unerwinschter Angiogenese (z.Beumiatoide Arthritis,
Psoriasis, s.0.). Unter ihnen nimmt die diabetigRbénopathie (DR) einen hohen

Stellenwert ein, da sie die zweithaufigste Erblimgkursache in Deutschland
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darstellt (Graf et al., 1999). Sie durchlauft kéich zwei Hauptstufen: das nicht-
proliferative Stadium (NPDR) und das proliferati@eadium (PDR). Die NPDR

ist durch Retinaddem und -blutungen, Mikroaneurysmed Gefal3okklusionen

charakterisiert. Beim Ubergang zur PDR kommen YlemaNeovaskularisationen

hinzu, die zur Ausbildung von fibrovaskularen Mearen fihren kénnen. Diese
Membranen kénnen schrumpfen, eine Traktionsabld¢io Netzhaut und damit
die Erblindung verursachen.

In Studien zeigte sich bei Typ 1-Diabetikern nach-jdhrigem
Krankheitsverlauf bei bis zu 86% eine RetinopatBi€6 dieser Patienten zeigten
das Vollbild der PDR (Klein et al., 1998). Bei dEntstehung der DR sind
angiogene Substanzen wie VEGF und bFGF beteiligméong et al., 1998;
Mathews et al., 1997; Amin et al., 1997; Burgoslet1997; Aiello et al., 1994;
Hill et al., 1997 und Frank et al., 1996). Sowohl Pravention wie auch zur
Therapie der DR wére daher der Einsatz von Al eunghtige therapeutische

Option.

1.10. Angiogenese-Bio-Assays

Aus dem rasch zunehmenden Interesse an der Hrimgc der
Angiogenese ergibt sich ein Bedarf an physiologisiden, in der Durchflhrung
schnellen, leicht handhabbaren, guantifizierbarenkostengiinstigen
experimentellen Systemen, die eine Untersuchungiogan aktiver Substanzen
erlauben (Jain et al.,, 1997). In Angiogenese-ysssollen im Idealfall die
Entdeckung angiogener Faktoren , die Klarung invéskmechanismus, die
Untersuchung von  Dosis-Wirkungsbeziehungen und rihr&linischen
Anwendbarkeit mdglich sein. Zur Zeit existiert keissay der allen o.g.
Anforderungen entspricht. Grundséatzlich werden iwowWodelle von in vitro

Assays unterschieden.
1.11. In vivo Angiogenese-Assays
Die am lebenden Organismus durchgefihrten Angiogenesé&$says

basieren in erster Linie auf Praparationen von wiasisiertem Gewebe,

Implantationen von polymerer Matrix sowie Untersuchen an operativ
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entnommenem vaskularisierten Gewebe nach vorhengehestimulation durch
angiogene Wirkstoffe. Das Prinzip der gefensterfessays besteht in der
Praparation von oberflachlich gelegenenem Gewelas, mhchfolgend durch
Lichtmikroskopie die Beurteilung mikrovaskularer nétturen gestattet. Das
,Rabbit Ear Chamber’ und das ,Hamster Cheek Pouchddw' sind Beispiele.
Alternativ zur ,Fensterung“ werden angiogen stirattk Gewebe operativ
freigelegt und anschlielend mikroskopisch ausgetver.B. die Haut im ,Dorsal
Skin Assay”, die Mesenterien oder Leber von Nagetie(Jain et al., 1997).

Polymere Matrix- oder Kollagenimplantate werdent nangiogenen
Faktoren und/oder Zellen versehen und in unterdbbiee Gewebe von Tieren
implantiert. Je nach Stimulation wird das zuvor skwddre Implantat
vaskularisiert und Art und Zahl der neuen GefalRenkd ausgewertet werden.
Solche Implantate finden in ,gefensterten® und Itigefensterten® Assays
Anwendung. Von den in vivo Assays gehdren der kotweelle ‘Chicken
Chorioallantoic Membrane Assay’ , das ‘Rabbit Catneocket Model’ und der
‘Hamster Cheek Pouch Window Assay’ zu den drei @mfigsten eingesetzten
Systemen (Brown et al., 1996). Beim ‘Rabbit Corrieatket Model’ werden nach
erfolgter Inzision der Kornea Zellen oder Faktom@plantiert und kénnen durch
wiederholte Mikroskopie ausgewertet werden. Bei W&rdung von
Huhnerembryonen im ‘Chicken Chorioallantoic MemlgraAssay’ wird das
Huhnerei in Petrischalen kultiviert und anschlieBenKollagengele mit aF
aufgebracht.

1.12. In vitro Angiogenese-Assays

Es gibt verschiedene in vitro Angiogenese-Assay® Rinfachsten
Verfahren sind EZ-Proliferationsexperimente, beneate durch automatisierte
Zellzahlkammern oder durch Zellanfarbung mit phattnscher Detektion der
Farbungsintensitdt das Stattfinden bzw. Ausbleib@ner EZ-Vermehrung
festgestellt wird. EZ-Migration ist ein notwendigeeil der angiogenen Kaskade.
Migrationsexperimente werden am haufigsten in deg. sBoyden Kammer
durchgefuhrt. Sowohl Proliferations- wie auch Migpnsexperimente erfassen

nur Teilaspekte der Angiogenese. Es liegen Pulbikah vor, die das Auftreten
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von Angiogenese beschreiben, wenn die Zellvermehrim wesentlichen
unbeeinflusst bleibt (Sholley et al., 1984).

1.12.1. ,Sprouting’ Assays

Im sog. ,Sprouting Assay’ (SpA) kann der komplexeblauf
physiologischer Angiogenese in vitro simuliert wend (Folkman und
Haudenschild, 1980). Dabei werden EZ auf oderme &ZM gebracht, um durch
Stimulation der EZ die Ausbildung von Sp zu induwen. Der SpA wurde mit
wechselnden Matrices (z.B. Gelatine, Kollagen, iB)ound mit verschiedenen EZ
(mikro- und makrovaskuléarer Herkunft, unterschieldtir Organabstammung)
beschrieben. Im SpA sind die einzelnen Schritte Alegiogenese-Kaskade zu
beobachten. Das Losen der EZ aus dem Zellverbdiel, proteolytische
Degradation der EZM, die Migration, die passagedhadsion der Zelle an die
EZM, die Proliferation und die abschlie3ende sisieilende Adhé&sion an die
Matrix mit Ausbildung von Interzellularkontakten dinGefaf3fusionen sind
Assaybestandteil.

Die Auswertung des SpA stellt teilweise ein Prabledar. Die
Differenzierung der initial vorhandenen Zellen zendausgebildeten Sp kann
besonders in den haufiger benutzten zweidimensanaystemen mikroskopisch
schwierig sein. Auch mit Hilfe von computergestétrtBildanalysesystemen
erreicht man nur semi-quantitative Evaluationent Mer Einfihrung des ,Rat
Aorta Ring Assays’ gelang die Beschreibung eineslofisch komplexen,
gualitativ gut auswertbaren, dreidimensionalen Syedéms. In Fibrinmatrix
eingebettete  Abschnitte einer Rattenaorta bildete@ach Stimulation
GefalRstrukturen in die Umgebung aus (Nicosia et1882). Die Durchfiihrung
des Assays im serumfreien Milieu gelang erst sgétmosia und Ottinetti, 1990).
Ein Nachteil dieser Versuchsanordnung ist, dassi@s um ein Gemisch von
makro- und mikrovaskularen EZ und nicht-endothetiazellen handelt, das in
die EZM eingebracht wird (Nehls und Drenckhahn,5)99
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1.12.2. Microsphéaren-gestutzte ,Sprouting’Assays

Mit der Verwendung von endothelzellbewachsenenrddighéren, die in
Fibrinmatrizes inkorporiert wurden, etablierten Metind Drenckhahn 1995 einen
neuen Versuchsaufbau fur SpA. Der experimentellabdes SpA nach Nehls
und Drenckhahn ist in Abb. 3 dargestellt. Bei dms8pA ist wie beim ,Rat
Aorta Ring Assay’ die Quantifizierung gut durchftiar, da die Gefaldsprossen,
die Sp, in einer ansonsten zellfreien Fibrinmag@zahlt werden. Dadurch wird
ein einfacher, kostengtinstiger und schneller Abtgavfahrleistet.

Microsphéare (MS)

o
Q/
=N
Endothelzelle (EZ)

2)

Gefass fur
Zellkultur

1)

EZ ohne Angiogenese

EZ mit Angiogenese

Abb. 3: Prinzip des Sprouting-Assay$) Endothelzellen (EZ) werden auf Microsphéren (
ausgesat und kultiviert, bis sie konfluieren. 2 BZ-bewachsenen MS werden in eine Fibrinm
integriert und mit Angiogenese-Wirkstoffen behanhd®8) Nach erfolgter Stimulation bilden die
ggf. Sprouts in die sie umgebende Fibrinmatrix. d&dikroskopisch erfolgt die Auswertung L
Quantifizierung von MS auf Angiogenese.
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Ebenso wie beim ,Rat Aorta Ring Assay’ findet bevicrospharen (MS)-
SpA die Sp-Ausformung in einer dreidimensionaleibj3Matrix statt. Der Drei-
Dimensionalitat solcher Assays wird zunehmend g@Bedeutung beigemessen,
da eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse daufunter natirlichen
Bedingungen 3-D ablaufende Angiogenese angenomrmrdnMernon und Sage,
1999; Williams, 1993). Die Dimensionalitat einessAgs kann lUber das Eintreten

bzw. Ausbleiben einer Angiogenese-Wirkung entsareidMadri et al., 1988).

1.13. Vor- und Nachteile von Angiogenese-Bio-Assays

Der Vorteil der in vivo Angiogenese-Assays ist ihkdologische
Komplexitat, da sie die verschiedene Zwischengehriler Angiogenese
(Zellproliferation, Zellmigration, Matrix-Proteolgs Apoptose, Zelladhasion,
Gefal3sprossausbildung, Gefal3stabilisierung etanphbken. Haufige Nachteile
solcher in vivo Systeme sind, dass die Ergebnisse semi-quantitativ oder
qualitativ erfassbar sind, dass die Applikation Mateilung der Testsubstanzen
Schwierigkeiten bereitet und daher Dosis-WirkundaRenen nicht abgeleitet
werden konnen. Weiterhin gehen sie zum Teil mitemin erheblichen
experimentellen und zeitlichen Aufwand, hohen Kosteind ethischen
Restriktionen einher (Jain et al., 1997). Der ,RabBbr Chamber Assay’ ist ein in
vivo Testsystem, das das Kriterium der Quantiflzaekeit zufriedenstellend
erfullen kann. Allerdings dauert allein die Verssebrbereitung bis zu 6 Wochen,
die Methode ist sehr teuer und das Testmilieuwrddkz t des groRen Aufwands nur
eingeschrankt mit spontaner Angiogenese in phygisthem Gewebe
vergleichbar (Jain et al., 1997).

In vitro Assays sind schneller, einfacher und gdh durchzufiihren. Von
verschiedenen Autoren wird jedoch die Ubertraghitiskan in vitro Daten auf die
physiologische Situation angezweifelt (Jain et #097). Dies gilt insbesondere
dann, wenn die Testverfahren nur Teilaspekte degidgenese reproduzieren.
Unter den in vitro Assays stellt der SpA das kampbte und hinsichtlich der
Teilaspekte der Angiogenese das ,kompletteste” afedn dar. Die gute
Quantifizierbarkeit und prinzipielle Durchfiihrbarken serumarmen bzw. -freien
Milieu sind Vorteile des MS-SpA (Nehls et al., 1998ehls und Drenckhahn,
1995). Gegeniuber dem ,Rat Aorta Ring Assay’ ist 8-SpA biologisch
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weniger komplex, da er keine Wirkungen in Organfnagten untersucht und
somit Wechselwirkungen nicht-endothelialer Zelleth BZ nicht erfasst. Im MS-
SpA finden die Experimente bei Abwesenheit von NEA unter eindeutig
definierten Bedingungen statt, da nachgewiesenekteffimmer Folge einer EZ-
Antwort auf Stimuli sein miussen. Es konnte gezergtden, dass auch nicht-
endotheliale Zellen Auslaufer bilden, die mit Sprwechselt werden kdnnen
(Nehls et al., 1994). Zusatzlich ist die gezielterfoEschung von
Wechselwirkungen nicht-endothelialer Zellen mit Edurch Co-Kultur-
Experimente im MS-SpA mdglich (Nehls et al., 1998).

1.14. Fragestellung

Angiogenese beeinflusst den Verlauf vieler r&nkungen. In den
letzten Jahren wurde eine Vielzahl aF und Al erktdgiese Substanzen erdffnen
bei der koronaren Herzkrankheit, bei der peripherearteriellen
Verschlusskrankheit, bei Tumorerkrankungen, beir de diabetischen
Retinopathie, aber auch bei vielen anderen Ekkmagen neue therapeutische
Perspektiven. Es besteht ein Bedarf an validenio@yemese-Assays, die die
Entdeckung von aF und Al und deren weitere Untdrsng (z.B zum
Wirkmechanismus) gewahrleisten. Die hier dardiésteExperimente sollten
zunachst die Konditionen fir ein Angiogenese-Miodeefinieren, das die
Parameter physiologischer Angiogenese berlcksichtl@abei sollte den
Forderungen nach einfacher Handhabung, Schnelligkguantifizierbarkeit,
biologischer Komplexizitat, Dreidimensionaliatat dun Praktikabilitat im

serumarmen Milieu des Assays Rechnung getragerewerd

Aus diesem Ansatz ergaben sich folgende Experinoeimében:
1.) Etablierung des MS-SpA bei Verwendung retin&l&r
2.) Optimierung der Bedingungen des MS-SpA.
3.) Tests mit bekannten aF und Al hinsichtlich ilMirksamkeit im MS-SpA.

Zum Zeitpunkt der Experimente wurde erstmalig Ereduktion von AS
durch uPA/SHD in der Literatur beschrieben. Zusétzlvurde verschiedene ES-

Formen bekannt. Es ergaben sich als weitere Ziele:



4.) Validierung von uPA/SHD-Inkubation als Methade AS-Herstellung.
5.) Vergleich der AS-Varianten durch Elektrophorasd Teilsequenzierung.
6.) Tests mit den AS-Varianten und ES-Formen im $t2\.

29



30

2. Methoden

2.1. Durchfuhrung des ,Sprouting-Assays’ mit BREC

2.1.1. Kultur und Charakterisierung boviner retinaler Endothelzellen

Bovine retinale EndothelzellBREC) wurden von Frau Dr. Sigrid Zink
(Diabetes-Forschunginstitut, Dusseldorf) zur Veuitig gestellt. Die Praparation
erfolgte durch pigmentzell-armes Ablésen der Reina dem aufgeschnittenen
Bulbus mittels Pinzette, anschlieRendem Zerschneidel Kollagenase-Verdau
der Retina und Zentrifugation der Zellen. Die Prikodtur fand in ,Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium’ (DMEM) mit 20 % f6talem Rilerserum (fétalem
bovinen Serum, FBS) und Endothelzell-Wachstumsfaldtatt (Schor und
Schor,1986; Zink et al.,1995). Zur weiteren Reiniguder EZ von Perizyten,
Fibro- und Myozyten und anderen nicht-endothelialellen wurde die
Kultivierung in mit EZ-Wachstumsfaktoren erganzterhQ0% FBS-haltigem
Endothelzellmedium (,Endothelial Cell Growth MediynECGM) fortgefihrt.
Das ECGM wurde auf sog. MCDB 131-Basis formuliertjches das Wachstum
von Endothelzellen optimiert (Nicosia und Ottinetti1990). Das
Teilungsverhaltnis betrug beim Passagieren 1:3 lb#s Die Zellen wurden
mikroskopisch hinsichtlich ihres Wachstumsverhatemd ihrer Morphologie
evaluiert.

In Proliferationsexperimenten wurden zur Konfluegeavachsene BREC
durch Trypsin abgel6st. Nach Resuspension der BREECGM (10 % FBS)
wurden jeweils 100 pl (15-25 * f@ellen) in die Vertiefungen einer 96-Loch
Zellkulturplatte tberfuhrt. Nach 12 bis 24 h Inktiba bei 37°C erfolgte ein
Mediumwechsel zu 0,3% FBS-haltigem MCDB 131. Nadtitever Inkubation
fur 12 bis 24 h wurde das Medium erneuert und dREB in Triplikaten
stimuliert. bFGF wurde in den Dosen 0,1; 1; 10 &t@dng/ml und VEGF in
Konzentrationen von 4, 40, 100 und 200 ng/ml wurdamgesetzt. Der TGF1
wurde in den Dosen von 0,1; 1; 10 und 20 ng/ml gete Der
Proliferationsversuch wurde nach 48 bis 96 h gedtopbgeléste EZ durch
Waschen mit Phosphatsalz-Puffer entfernt und dieEGRdurch 30minutige
Inkubation mit 200 ul Methanol-Aceton (1:1) fixierNach Entfernen der
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Fixierlosung folgte die Zellanfarbung mit 50 ul Kiallviolett-Loésung (0,5%
Kristallviolett, 20 % Methanol, 79,5% ) fir 30 bis 60 min bei
Raumtemperatur (RT). Nicht Zell-gebundenes Krigtalétt wurde durch
mehrmaliges Waschen mit Aqua dest. entfernt, datét getrocknet und 50 pl
Kristall-Entfarbelésung (Essigsaure:MethanellH= 1:3:6) hinzugegeben. Nach
5-10 min wurde die Absorption bei 590 nm gemessen.

Zur immunzytochemischen Charakterisierung wurderREB auf
gekammerte Glasplatten ausgesat. Nach zwei bisTagen wurden die dann
konfluenten Zellen zweimal mit 500 pl/Kammer PBShdBphat-Salz-Puffer)-
Dulbecco’s gewaschen, bevor sie 30 Minuten mit p00eiskaltem Aceton-
Methanol (1:1) fixiert wurden. Es folgte die Inkdioen mit 0,01%-Thimerosal-
haltigem PBS (200 pl/Kammer) bei 4°C Gber Nache Rammern wurden fir 30
Minuten mit 2,5% Albumin-haltigen PBS-0,01% Tweed @eblockt. Folgende
erste Antikorper in 200 ul 0,25% Albumin-haltigeB$0,01% Tween 20 wurden
anschlieBend zu verschiedenen Kammern gegeben:vémtWillebrand-Faktor
Antikorper, Anti-CD31-Antikdrper und Anti-Glattmuskzell-Aktin-Antikorper.
Die Inkubation wurde fur 2 Stunden bei Raumtemperatier bei 4°C tber Nacht
vorgenommen. Der zweite FITC-konjugierte SchweiriAm@aninchen-Antikorper
wurde in einer 1:300 Verdiinnung zu den Ansatzenesaweine Kammer ohne
ersten Antikérper gegeben. Schliel3lich wurde bei Aati-CD-31-Antikorpern
nach einer halben Stunde 0,1pg/ml Propidium-lodgidimg/ml RNAse in die
Kammern gegeben und fir eine weitere halbe StureleRO inkubiert. Die
Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskmp 10- bis 40facher
VergroRerung. Es erfolgte die Einbeziehung von Erpentergebnissen von Uwe
Schubert und Karin Hersemeyer, jeweils Biochemischastitut der Justus-

Liebig-Universitat Giel3en.

2.1.2. Reinigung des Fibrinogens und Vorbereitunget Microspharen

Bovines Fibrinogen wurde im Verhaltnis 1:100 zeriggm PBS gegeben.
Das Fibrinogen-PBS-Gemisch wurde mit dem  Proteasabitor
Phenylmethylsulfonylfluorid in einer Endkonzenteativon 1mM versetzt. Dieser
Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C gerthrt, um einégliwhst grol3en Teil des
Fibrinogens in LOosung zu bringen. Anschlie3end lgtéo fir 10 Minuten die
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Zentrifugation bei 18000 g. Der erhaltene Uberstamdde mit 30% (Gew./Vol.)

Ammoniumsulfat fir 1 h bei 4°C prazipitiert. Dasé&Pipitat wurde durch

nochmalige Zentrifugation bei 18000 g (40 min; 4¥&wonnen, in PBS gel6st
und dreimal 24h gegen 10 | PBS des pH-Wertes aWdgiert. Schliel3lich wurde
das Fibrinogen sterilfiltriert und in kleinen Aligts bei -80°C eingefroren. Die
Proteinbestimmung (Protein BCA Assay) ergab einenzeatration von 2,7

mg/ml Fibrinogen. Zur Herstellung eines Vorrats dem 5mg der Microsphéren
(MS) in 500 ml PBS aufgenommen und 3 h bei RT esdgwemmt. Die Lésung
wurde dann mit 0,02% Natrium-azid versetzt und hls@end 20 Minuten bei
110 bar autoklaviert. Die Aufbewahrung erfolgte 4%C.

2.1.3. Kultur der BREC auf den Microspharen

Der Vorratsflasche wurden 0,5 ml der sedimentieNth entnommen, in
ein 15 ml Zellkulturgefald gegeben, dreimal mit E2dvum gewaschen und dann
in 1 ml EZ-Medium aufgeschwemmt. Die MS wurden aeh Boden einer
senkrecht stehenden Flasche fur Suspensionszddtafiilirt. Die Halfte einer in
5ml resuspendierten BREC einer Zellkulturplatte deuzu den MS in die immer
noch vertikale Flasche gegeben. Zur VerteilungBREC auf die MS wurde die
Flasche vorsichtig um eine horizontal zur Flasdeémt stehenden Achse
geschwenkt. Diese Verteilungsprozedur wurde hatich far eine
Gesamtdauer von 4 h wiederholt, wobei die Flascbegdsamte Zeit senkrecht
bei 37°C inkubiert wurde. Weitere 3 ml Medium wundersichtig in die Flasche
gegeben, welche danach in die Horizontale gekipptier Nach 24-96 h wuchsen
die BREC auf den MS zur Konfluenz.

2.1.4. Inkorporation zelltragender Microsphéren indie Fibrinmatrix

Das aufgereinigte Fibrinogen wurde mit PBS-Dulleéxcauf eine
Endkonzentration von 1,6 mg/ml Fibrinogen eingdéistahd mit 200 U/ml
Aprotinin versetzt. Eine 12-Loch-Zellkulturplatteuvde mit jeweils 600 pl der
Fibrinogenlésung beschickt. Die zellbewachsenenwd&len in ein 15 ml Falcon
Uberfuhrt und dreimal mit vorgewarmtem PBS-Dulbésagewaschen. Je 40ul

der dann in 2,5 ml PBS-Dulbecco’s aufgeschwemmt&wiirde in die einzelnen
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Matrices gegeben. AbschlieRend wurde die flusdwfe;haltige Fibrinogenlésung
durch Zugabe von 0,65 U/ml Thrombin innerhalb v@nbZ 40 Minuten bei RT

zu einer Fibrinmatrix polymerisiert.

2.1.5. Zellstimulation

Die Stimulation erfolgte jeweils in Duplikaten bzwriplikaten. Nach
Solidewerden des Fibrins wurden die einzelnen Measrimit 1 ml RT-warmem,
5%-FBS-haltigen MCDB 131-Medium Uberschichtet. Esigte die sog.
,Equilibrierung’ fur 1 h im Inkubator, um die Maximit Kulturmedium zu
durchsetzen. Nach erfolgtem Mediumwechsel wurden Teistsubstanzen dem
Medium zugesetzt. Im ersten Experiment wurde eimiGeh aus 100 ng/ml
VEGF, 50 ng/ml bFGF und 2 ng/ml TNFzugegeben. In Folgeexperimenten
wurden die Substanzen getrennt voneinander appliZrarallel wurden alle
Kombinationen getestet (bFGF + VEGF + TNFbFGF + VEGF; bFGF + TNF-

und VEGF + TNF-). Die Erstellung einer Dosis-Wirkung-Kurve fur bFG
erfolgte mit Dosen von 0,01 bis 20 ng/ml. VEGF waurd Dosen von 0,005 bis
30 ng/ml getestet.

Es wurden Versuche zur Fixierung der Matrices na@rsuchsende
unternommen. Dazu wurden nach Entfernung des Teégime die Matrices mit
je 200 ul 3%-Paraformaldehyd tberschichtet undo&ilRT oder Uber Nacht bei
4°C fixiert. Anschliel3end wurden die Matrices m@tO2ul Kristallviolett-Losung
Uberschichtet und die Platten 30 Minuten bei RTadef Das oberflachlich
verbliebene Kristallviolett wurde entfernt und ditatrices im Wasserbad fur ca.
6-18 Stunden entfarbt, bis nur noch die Zellen &aghzeigten.

2.1.6. Auswertung und Statistik

Je nach gewahlter Stimulation und Ansprechen deE®Rrfolgte die
mikroskopische Auswertung nach 16-72 h. Zunachstrdem die Ansatze
qualitativ und hinsichtlich der Homogenitat der ¥ott evaluiert. Bereiche oder
ganze Matrices, in denen die Polymerisation degirfiSbinhomogen schien,
blieben bei der Auswertung unbericksichtigt. Diamjuative Evaluation erfasste

50-100 MS pro Einzelmatrix. Um die mehrfache Besichktigung einzelner MS
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zu vermeiden, wurden Mikroskopausschnitte im Ulygesinn durchfahren, dabei
gaben die Rander der Kulturplatte die OrientieruAts Sp wurden nur die
gewertet, deren Gesamtlange mindestens 150um @hlmeittlicher MS-
Durchmesser) betrug.

Als zusatzliche interne Kontrolle erfolgte bei d@guantifizierung nicht nur
das Zahlen der Gesamtmenge an Sp. Gleichzeitigenvdrel Homogenitat der
eingetretenen Antwort untersucht, indem die Anzirlinsgesamt positiven (Sp-
tragenden) MS festgehalten wurde. Dadurch solltenindert werden, dass
einzelne MS mit weit Uberdurchschnittlicher Angiogee-Aktivitdt das Resultat
bei ansonsten méaRiger Antwort verfalschen. Dieitjusle Nachbeobachtung der
Experimente wurde teilweise Uber einen langerentralen (7 bis 10 d)
vorgenommen, um die Uberlebensdauer der ausgedildeind die Spatstadien
der erzielten Angiogenese festzuhalten. Die Validider Versuchsergebnisse
wurde durch Wiederholungsexperimente Uberprift. 8xperimentellen Daten
entsprechen dem statistischen Mittel der Mehrfaduahe (n ist die Anzahl der
in die Daten eingegangenen Werte) oder sind alsdseptatives Experiment
dargestellt. Die Signifikanzprufung fur die Expeentergebnisse erfolgte durch
den t-Test fur verbundene Stichproben. Die Streudeg Einzelwerte um den
Mittelwert ist als Standardabweichung bzw. alsctiachnittliche Abweichung

angegeben.

2.2. Optimierung des Versuchsaufbaus

2.2.1 Einfluss der Serum-Konzentration

Die Durchfihrbarkeit des SpAs bei Verwendung Jeestener
Konzentrationen fotalen Rinderserums (FBS) im Tesliom wurde untersucht.
Die Maximalkonzentration war 10 %, andererseits deurauch in vdlliger
Abwesenheit von FBS getestet. Die Stimulation gteimit 5 ng/ml bFGF. Die
Auswertung wurde zum ersten Mal nach 24 h vorgenemand nach insgesamt
48 h wiederholt.
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2.2.2. Applikation der Testsubstanzen: Medium und Mtrix?

In der Erstbeschreibung des SpA wurden die Testanoben anteilig
sowohl in die Fibrinogenlésung vor deren Polyméiasa als auch ins
Testmedium gegeben. In der vorliegenden Arbeitesoihtersucht werden, ob im
Versuchsaufbau mit BREC die alleinige Zugabe inslrB@dium suffizient ist.
Daher wurde die Dosis von 5 ng/ml bFGF einerseidktioniert der Matrix und
nach ,Equilibrierung” die restliche Menge dem Testhum zugesetzt,
andererseits wurde parallel dazu einmalig die pkicGesamtmenge dem
Endmedium zugesetzt. Identisch wurde dieses Vorgdhie VEGF (5ng/ml)
gewahlt. Die Stimulation erfolgte bei 5% FBS-hattig Testmedium.

2.2.3. Einfluss von Fibrinogen, Aprotinin, Thrombin

Die zur Matrixherstellung dienenden Teilkomponenté-ibrinogen,
Thrombin, Aprotinin) wurden auf ihre Angiogenesegukerenden Eigenschaften
und damit auf ihre Potenz getestet, Versuchsergebntu beeinflussen. Die
Fibrinogenzugabe wurde so variiert, dass es in &mzntrationen von 1,7; 2,5;
3,5 und 4,5mg/ml vorlag. Niedrigere Konzentrationemrden nicht in die
Auswertung eingeschlossen, da sie mit sich nichtfegggender Matrix
einhergingen. Die Stimulation erfolgte bei diesems&tz mit 5ng/ml bFGF bei
0,5% FBS im Testmedium. Um die Notwendigkeit eidgrotinin-Zugabe zu
testen, wurden Aprotinin-freie Matrices hergestdétarallel wurden verschiedene
Aprotinin-Dosen (300, 500 U/ml) durch Vermischent mer Fibrinogenlésung
vor Thrombingabe getestet. Zusatzlich wurden Ipeotininfreier Matrix dem
Testmedium Dosen von 300 bis 500 U/ml Aprotinineggpen. Die Experimente
wurden mit 5% FBS-haltigem Medium bei Stimulatioarch 5 ng/ml bFGF
durchgefuhrt.

Thrombin wurde als unerlasslicher Systembestdndtdier Konzentration
von 10 nM eingesetzt, um die Bildung von Fibrin &ilsrinogen zu veranlassen.
Die Dosen 10, 40 und 80 nM wurden als Zugabe zbrirfdgenldsung getestet.
Um die Thrombin-Wirkung auf die Matrixausformung beschranken, wurde
nach 30 min Hirudin dem ,Equilibrierungsmedium* mggtzt. Um die

Thrombinwirkung verlasslich zu beenden, wurde dieifdch héhere Hirudin-



36

Dosis als rechnerisch notwendig benutzt (entsprethz0, 120 und 240 nM
Hirudin). Auch dem Testmedium wurden diese Konzinen an Hirudin
zugesetzt. Parallel wurde 10, 40 und 80 nM ThrorbeinZugabe ins Testmedium
untersucht. Die (mit 10 nM Thrombin generiertenbriikissen wurden vorher
einer zweimaligen ,Equilibierung’ fir 1 h zugefuhidie erste diente dabei der
Inhibition der Thrombinwirkung durch die entsprectle Menge Hirudin im
Medium. Die zweite bezweckte die Entfernung vonuHdin-Restaktivitat. Alle
Untersuchungen fanden im serum-armen Milieu (0,5B&)Fbei Stimulation
durch 5 ng/ml bFGF sowie bei unstimulierten Zellstatt. Es erfolgte eine

Auswertung nach 24 bzw. 48 h.
2.2.4. Einfluss von pH und Zink

Da Testsubstanzen teilweise in Puffern mit unpdiggischem pH gelost
sind, wurde der Einfluss von pH-Anderungen aufSiieAusformung untersucht.
Unterschiedlich gro3e Volumina von 1 N Natriumhyddo(NaOH) bzw. 1 N
Salzsaure (HCI) wurden der Fibrinogenmatrix beigeghebzw. alternativ nach
erfolgter Equilibrierung der Matrix ins Testmediugegeben. Beim Einbringen
der Saure (bzw. Base) in das Fibrin wurden Volumima 0,5; 2 und 5 ul getestet.
Aufgrund der héheren Gesamtvolumina wurde bei Zagab Medium mit 0,5; 2
und 10 pl Séure bzw. Base experimentiert. Die 3guBg wurde mit bFGF
(5ng/ml) in 5 % FBS induziert. In einem zusatzlichExperiment wurde der
Einfluss von verandertem pH des Mediums in Abhakgigunterschiedlicher
FBS-Konzentrationen im Medium untersucht. Eingdsetarden 10 pul NaOH
bzw. HCI in 0,5%; 5% und 20% FBS-Medium. Die eirgjeten Volumina
wurden auf ihre pH-verdndernde Wirkung in Fibrinogen Medium direkt nach
Zugabe sowie nach Beendigung des Versuchs gemessen.

Das Spurenelement zink (Zi gilt in hdheren Dosen als fiir EZ toxisch,
in einigen Puffern ist es jedoch enthalten®Zmurde in Dosierungen von 5, 15,
30, 50, und 100 pM getestet, indem es zu mit 5 higkF stimulierten BREC in
5% FBS-haltigem Medium gegeben wurde.
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2.2.5. Funktionstest mit ECGF/H im ,Sprouting’ Assa/

Endothel Cell Growth Factor/Heparin (ECGF/H) wuideeinem Dosis-
Wirkungsexperiment (Konzentrationen 1,5 — 30 pg/mlif seine angiogene
Potenz in 0,5% FBS-haltigem Medium getestet. Um \diekungsstéarke von
ECGF/H mit bFGF und VEGF vergleichen zu kénnen,deuardiese Substanzen
in einem weiteren Experiment parallel applizierab@i lagen die verwendeten
Konzentrationen im Sattigungsbereich der jeweilifasiswirkungskurve (bFGF:
5 ng/ml; VEGF: 5 ng/ml; ECGF/H: 30 bzw. 60 pg/ml).

2.2.6. Einfluss der Matrixzusatze und von ECGF/H allBREC-Proliferation

Die zur Matrixherstellung dienenden Substanzenrifdigen, Aprotinin,
Thrombin) und Endothelial Cell Growth Factor/Hepa(ECGF/H) wurden im
Kristallviolettassay auf ihren Einfluss auf die Haeyation von BREC untersucht,
dabei waren die Versuchsbedingungen im wesentliché® unter 2.1.1.
angegeben. Die Aussaatdichte betrug 12000-20000 CBRisatz, das
Versuchsmedium enthielt 0,1% FBS. Die Substanzemevuin den maximalen
bzw. anndhernd maximalen SpA-Konzentrationen (Apirot 400 U/ml,
Thrombin 80 nM) getestet. Bei Fibrinogen wurdedsis 220 pg/ml gewahlt, da
hohere Konzentrationen die Applikation zu groRRerlufdna erfordert hatte.
Untersucht wurde die Wirkung der Substanzen aufimn$ierte und auf mit 10
ng/ml bFGF behandelte BREC. Fur ECGF/H wurde dersadhangige Effekt (3-
150 pg/ml) auf die BREC-Proliferation untersuchipzVergleich wurde mit 20
ng/ml bFGF stimuliert.

2.3. Herstellung und Vergleich von Angiostatin-Famen
2.3.1. Tests zur Angiostatin-Produktion durch uPA/$ID

Zur Durchfihrung der Plasminogenpraparation wurdepogltes
Spenderplasma durch eine Lysin-Sepharose aufhbterdds Eluat nachfolgend

Uber eine S 300 Saule filtriert und abschliel3endalydiert. Die
Proteinkonzentration wurde ermittelt und das Wamndgsverhalten in der SDS-
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Elektrophorese Uberprift. Ein kleiner Teil des swwgnnenen Plasminogen (PIg)
wurden mit Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA)u8ulfhydryl-Gruppen-
Donator (SHD) behandelt. Zur Uberprifung der in idégratur vorbeschriebenen
Herstellungsbedingungen wurden diese wie folgt iedri Zum Vergleich
unterschiedlicher SHD wurden mit 5,5 uM Plg undrf uPA je 100 pM N-
Acetyl-Cystein (NAC) bzw. reduziertes Glutathion SB) eingesetzt. Als
Kontrollansatz wurde Plg allein bzw. mit NAC bzw.SB inkubiert.
Anschliel3end wurde zur Ermittlung der optimalen NBGsis mit 10 uM, 100
UM, 400 uM, 1 mM und 10 mM NAC bei Zugabe von 10 oNMA getestet.

Die Wirksamkeit verschiedener Urokinase-Formen \wurdiurch
Inkubation von 10 nM uPA-Formen (d1-uPA, d2-uPA wtduPA) mit 5,5 uM
Plg in An- bzw. Abwesenheit von NAC getestet. Bendersten beiden uPA-
Formen handelt es sich um zweikettige, aus mermdeth Urin gewonnene uPA-
Varianten unterschiedlicher Hersteller (doppelgeti uPA 1 und 2) , die dritte
Variante ist einkettiges, in E. coli rekombinantrdestelltes uPA (sc-uPA). In
einem weiteren Experiment wurden verschiedene uBseb (0,1-100 nM)
getestet. Fur alle vorstehend beschriebenen Iniureat zur AS-Produktion gilt,
dass sie in Pufferlosung (50 mM Tris, 20 mM NaCH, $,0) in verschlossenen
Eppendorf-Réhrcherbei 37° C fur die Dauer von 18 - 21 h stattfandeé:.D
Analyse auf AS-Produktion erfolgte nach SDS-GelkElgphorese in allen Fallen
parallel durch Western-Blot' und ,Coomassie’-Famiguin nicht-reduzierendem
Probenpuffer. Bei der ,Coomassie’-Farbung wurdem @ele mit ,Coomassie’-
Farbstoff Gber Nacht angefarbt, mit Methanol-Eiges20 (Verhéaltnis 4 zu 1 zu
5) entfarbt und fotografiert.

Beim ,Western Blot’ wurden die Proben auf eine Rolyliden-Fluorid-
Transfer-Membran uberfuhrt, diese mit 5%-Milchpulisung geblockt und mit
biotyniliertem Kaninchen-Anti-Human-Plasminogen-&dtper (1:1000 in 5%
Milchpulverldsung) tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Amichsten Tag wurden sie
funf mal jeweils 5 Minuten mit 0,01% Tween 20 - TRfg#waschen, bevor
Peroxidase-gekoppeltes Streptavidireiner 1:2000 Verdinnung in TBS (0,1 %
Tween) fur 1 h bei RT dazu gegeben wurde. Nachuéenefinfmaligen Waschen
wurden die Membranen mit ,Western Blot’ Detekticeyenz (,ECL-Reagenz®)
behandelt und die Filme schlieflich in Ublicher ¥éegntwickelt.
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2.3.2. Produktion des uPA/SHD-AnNgiostatins

Nachdem die experimentellen Bedingungen fir die /@GP-AS-
Herstellung Uberprift waren, sollten grol3ere AS-lean produziert werden.
Dazu wurden 5,5 uM Plg, 10 nM sc-uPA und 100 uM N€24 h bei 37° C in
einem Gesamtvolumen von 60 ml Pufferlésung inkubiégn der SDS-Gel-
Elektrophorese wurde die AS-Herstellung Uberprdii; Kontrolle dienten Plg als
Ausgangssubstanz sowie das in Vorversuchen hellgesd& (siehe 2.3.1.). In
der nachfolgenden Affinitditschromatographie mit ibySepharose wurde die
Inkubationslésung gemeinsam mit Bindungspufferr(®@ Tris, 0,6 M NaCl, pH
7,4) und der Lysin-Sepharose fiur 2 h in eine F{éiaiche gegeben, um bei RT
die AS-Bindung an das Sepharose-Material zu ereeicldie Sepharose wurde
bei 4°C in eine Glassaule Uberfuhrt und das Auskesaicht-bindender Proteine
mit Bindungspuffer fur 15 h durchgefiihrt. Die Ebriwurde mit Elutionspuffer
(20 mM Tris, 2,0 M Na CI, 0,2 M Epsilon-Aminocapsdure) durchgefuhrt.
Proben verschiedener Fraktionen wurden zur Analyseder SDS-Gel-
Elektrophorese enthnommen. AS-enthaltende Fraktiangnden ,gepoolt’. Durch
Volumenkonzentration wurde die AS-KonzentrationGérth Abschlie3end wurde
das gewonnene AS 60 h bei mehrmaligem Pufferwedsgén PBS (pH 7,4)
dialysiert, sterilfiltriert und die Proteinkonzeation durch BCA-Assay (Pierce)

bestimmt.

2.3.3. Vergleich von Angiostatin-Varianten

Durch Plg-Proteolyse mit Elastase gewonnenes A$-AE und
UPA/SHD-AS) wurden wie unter 2.3.1 beschrieben lduelelektrophorese und
anschlieendem ,Western Blot’ verglichen. Es et®lglie Elektrophorese
einerseits mit reduzierendem Probenpuffer, andeiteranter nicht-reduzierenden
Bedingungen. Zusatzlich wurden die AS-VariantenctuProteinsequenzierung
analysiert (Dr. Linder, Biochemisches Institut déustus-Liebig-Universitat
GielRen). Dazu wurden EI.-AS und uPA-SHD-AS unterdueerenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt, andgétid durch ,Western Blot’
auf eine PVDF-Membran tberfuhrt. Die Membran wu2dain mit ,Coomassie’-

Farbstoff behandelt, entfarbt, 24 h in Aqua bidegwaschen, ausgewahlte
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Banden wurden ausgeschnitten. Die Sequenzierungenauf 9 Aminosauren des
N-Terminus beschréankt. Zusatzlich wurden das N-temie Ende des nach
Elastase-bedingter =~ AS-Abspaltung verbliebene Plgtdde und die
elektrophoretisch vergleichbaren Banden des uPA/fBEliandelten Plg

teilsequenziert.

2.4. Potentielle Angiogenese-Inhibitoren im ,Sprouting’ Assay

2.4.1. cRGD und TGF- 1 im ,Sprouting’-Assay

Die inhibitorische Potenz des Integrin-Antagomst&kGD und von TGF-
1 auf die Sp-Bildung wurde untersucht. Die Dosetrugen fir TGF-1 10

ng/ml, fir cRGD 10ug/ml und entsprachen damit aedar Literatur als effektiv
beschriebenen Konzentrationen. Da cRGD in einem-tié@tigen Puffer gelost
werden muss, wurde jede cRGD-Probe vor Zugabe esnledium mit 1 N
NaOH in den pH-Bereich 7-8 gebracht. Die pH-Werapition wurde durch pH-
Teststreifen kontrolliert. Weil geringfiigige pH-Wegrschiebungen jedoch nicht
ausgeschlossen werden konnten, wurden in einem righgr@ identische
Volumina des Losungspuffer als separate Probe pit-Weaitralisiert und
zusatzlich getestet. Auch TGH- wurde in einem unphysiologischen
Acetonnitrit-Trifluoressigséure-Puffer geldst, soasd auch dieser Puffer
hinsichtlich eines Effektes im entsprechenden Aplonsvolumen getestet
wurde.

In Dosis-Wirkungs-Experimenten wurde cRGD in Dosem 0,5 bis 10
ng, TGF-1 in Dosen von 0,01 bis 40 ng/ml getestet. Als Kalig zum
Nachweis der Spezifitat der cRGD-Wirkung wurderesires RGD und lineares
RGE (ein Tripeptid, das sich in einer Aminoséduren VRGD unterscheidet)
parallel mit cRGD in der Dosis von 10 pg/ml aufelwirksamkeit getestet. Da
lineares RGD und RGE wasserl6slich sind, entfiel Mbotwendigkeit einer pH-
Wert-Adaptation. Auf inhibitorische Wirkung von c®Gund TGF-1 wurde
sowohl in 0,5% FBS- wie auch 5% FBS-haltigen Ans@tzntersucht, ebenso
wurden die Inhibitoren bei Stimulation mit VEGF {§/ml), bFGF (5 ng/ml) und
ECGF/H (5 pg/ml) appliziert. Fir ECGF/H wurde beb% FBS eine Dosis-
Wirkungskurve (1,5 bis 30 pg/ml) in Anwesenheitvid ng/ml TGF-1 erstellt.
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2.4.2. Funktionstests mit Angiostatin und Endostati im ,Sprouting’ Assay

Die zwei hergestelltenen Angiostatin-Formen wurden SpA in einer
Konzentration von 20 pg/ml getestet, die Stimulaterfolgte mit 3-5 ng/ml
VEGF in 0,5%-5% FBS-haltigem Testmedium. Parallerde ein aus wenigen
Aminosauren bestehendes, rekombinant hergestéitpsid (PRKLYDY-amid)
getestet, das als moglicher antiangiogener Wirldmeseil des Kringle 5 im
Plasminogenrest gilt. Das Fragment wurde freundheieise von Dr. Ludger
Standker (Niedersachsisches Institut fir Peptidforeg, Hannover) zur
Verfigung gestellt. Das im folgenden als KringleFfagment bezeichnete
Oligopeptid wurde in einer Konzentration von 300/mplg verwendet. Als
Kontrollinhibitoren wurde cRGD (10 pg/ml) eingedetz

Um die Ergebnisse der vorstehend beschriebenen uttezs zu
kontrollieren, wurden die Assaybedingungen varii8d wurden statt VEGF auch
bFGF (5 ng/ml) und ECGF/H (5 pg/ml) als aF eingasddie Versuche wurden
sowohl in 0,5% FBS- als auch 5% FBS-haltigem Tedtome durchgefiihrt. Bei
weiteren Tests wurde bFGF mit 1 ng/ml in 0,5% FBBgesetzt, um eine
minimale Stimulation zu erreichen. In allen genanntExperimenten diente
cRGD (mit Ausnahme der ECGF/H-Stimulation) als ¥olinhibitor. Die AS-
Varianten wurden im Anschluss in Dosis-Wirkungsekpenten in
Konzentrationen von 0,01 bis 100 pg/ml eingeséitigt.aF wurden 5 ng/ml bFGF
in 0,5% bzw. 5% FBS verwendet. Als Kontrollinhibiiiente cRGD.

Escherichia coli exprimiertes ES wurde in zwei e¢hisdenen kurzen
Formen und einer langen Form von Dr. Ludger Standkiedersachsisches
Institut fur Peptidforschung) hergestellt. Die kemz ES-Formen wiesen ein
Molekulargewicht von 19,896 kDa auf, enthielten @¥lerminus kein K und
begannen mit der Sequenz ,His-tag-VALNS’ und urdkisden sich nur in der
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (High Presduquid Chromatography;
HLPC). Die lange ES-Variante hatte laut HLPC einldékalargewicht von 21,940
kDa, war am C-Terminus mit einem K versehen undabeg mit der
Anfangssequenz ,His-tag-HSHRDFQPVL'. Die drei vérisdenen ES-Formen
wurden in der Dosis von 1,2 pg/ml im SpA getesiBes entspricht etwa dem
Dreifachen der in der Literatur beschriebenen @éffek Konzentration. Die
Stimulation erfolgte mit 3-5 ng/ml VEGF in 0,5%-5%BS, als



42

Kontrollinhibitoren wurde cRGD eingesetzt. Es wurdeur Bestatigung der
erhaltenen Resultate identische Zusatzexperimeigdar der AS-Untersuchung
(s.0.) unternommen: VEGF, bFGF und ECGF als Angiege-Induktoren und
die FBS-Konzentrationen wurden variiert, die Inkangdtion der ES-Formen in die
Matrix getestet. Es wurden Dosis-Wirkungs-Test®40bis 1,2 pg/ml) fur die
lange ES-Variante und eine der kurze Formen vongemen.

2.4.3. Einsatz der Angiogenese-Inhibitoren bei BRE®roliferation

Die Proliferationsversuche wurden wie unter 2.1kkschrieben als
Kristallviolettassay durchgefithrt. Es wurden jewell5-20 * 18 Zellen pro
Ansatz ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium zu GRSshaltigem MCDB
131-Medium gewechselt. Die drei ES-Formen wurderLf#pg/ml getestet, El.-
AS bei 100 pg/ml und uPA/SHD-AS bei 20 pg/ml. Kim - Fragment wurde in
der Dosis von 150 ng/ml untersucht. Die Stimulatoiolgte mit 10 ng/ml bFGF.
Alle Substanzen wurden sowohl bei unstimuliertere \auch bei stimulierten
BREC untersucht. Als Kontrollinhibitoren dienten @R (10 pg/ml) und TGF-

1(10 ng/ml). Nach 2 Tagen wurden die Versuche gg@stand ausgewertet. Es
wurden Dosis-Experimente unternommen. El.-AS und/8PID-AS wurden im
Bereich von 1 bis 20 pg/mdiie ES-Varianten wurden in Konzentrationen von 40

ng/ml bis 2 pg/ml eingesetzt.
2.4.4. Einsatz der Angiostatine und Endostatine béiUVEC-Proliferation

Die Ergebnisse der Proliferationsexperimente mit k8 ES bei BREC
wurden durch zusatzliche Experimente mit anderenk&atrolliert. EZ wurden
aus humanen Nabelschnurvenen (Human Umbilical Verteadothelial Cells,
HUVEC) gewonnen. HUVEC wurden in 2,5%  FBS-haltigem
Endothelzellmedium kultiviert und konnten schon magnmaliger Passage in
Proliferationsexperimenten  eingesetzt werden. Digrchfihrung des mit
HUVEC durchgefuhrten Kristallviolettassays war, abghen von den
nachgenannten Besonderheiten, wie schon fur Pratid@sversuche mit BREC.
Die ausgesate Zellzahl lag bei 10-15 **18UVEC. Die HUVEC wurden

anschlielend 12 h im reguléren Kulturmedium belgskevor sie fir 18 — 24 h
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mit 0,1% FBS-haltigem MCDB 131 behandelt wurdenn&zh erfolgte die
Stimulation mit 10 ng/ml bFGF. Die Angiostatine war in einer Konzentration
von 20 pg/ml, Kringle 5 Fragment mit 150 ng/ml wtid Endostatin-Formen mit
jeweils 1,2 pg/ml eingesetzt. Die Auswertung ert@lgach 48 h.
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3.Ergebnisse

3.1. Durchfuihrung des Microsphéaren-,Sprouting’ Assgs mit BREC

3.1.1. Mikroskopische Charakteristika der BREC

Mikroskopisch zeigten sich die BREC 24 h nach Aassds langliche,
spindelférmige Zellen, die in inselartigen Grippthveuchsen (Abb. 4). Nach 3
bis 5 Tagen fugten sie sich zu einer konfluenterSEAicht zusammen, die an ein
Kopfsteinpflaster erinnert (Abb. 5). Nach zwei digi Passagen im ,Endothelial
Cell Growth Medium’ (ECGM) waren die Kulturen milgkopisch weitgehend
frei von Nicht-Endothelzellen und blieben dies deiikeils bis zur 20. Passage.
Das Wachstumsverhalten der EZ blieb bei konstariteiungsverhaltnis (1:3 bis
1:4) gleich.

Abb. 4: Bovine retinale Endothelzellen (BREC) sk 24 h nach Aussaat zunachst grippchenférmi-
ges Wachstum erkennen, welches fiir mikrovaskul@reygisch ist. Die BREC zeigen Gberwiegend
spindelférmige, langliche Morphologie. Aufnahme B@ifacher Vergrosserung.



45

Abb. 8: Zur Konfluenz gewachsene BREC erinnern ogkopisch an ein Kopfsteinpflaster,
dies ist ein Charakteristikum von EZ. Aufnahme @ifacher Vergrésserung.

3.1.2. Angioregulatoren-Wirkung auf BREC-Proliferation

Mit Angiogenese-wirksamen Faktoren (VEGF, bFGF, FFA) wurden
die BREC im Proliferationsassay als EZ charakterisiDer Ausgangswert der
unbehandelten Kontrolle wurde als 100%-Bezug aafgf In niedriger Dosis (1
ng/ml) ergab sich durch bFGF eine Proliferationstggkung auf 145%; bei
Zugabe von 10 ng/ml bFGF wurde die Wachstumssnatgiteernd verdreifacht
(280%), Dosiserhohung auf 50 ng/ml bFGF ergab keieiere Verstarkung der
Proliferation. VEGF verstarkte das BREC-Wachsturh1#8%, bei Zugabe von
200 ng/ml auf 151%. TGF1 schwéchte ab 0,1 ng/ml die BREC-Proliferation auf
66%. 1, 10 und 20 ng/ml TGFL verringerten die Zellwachstumsrate auf 46%,
25% und 36% (Abb. 6).
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Abb. 6: Charakterisierung der BREC durch Angioger@/irkstoffe bpFGF @) , VEGF (B ) und
TGF-R1 (& )m Proliferationsassay. Das Diagramm zeigt Miteske (+/- Standardabweichungen)
eines repréasentativen Experiments (n = 3). Skgmg ist mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und ***
(p < 0,001) im Vergleich zum Referenzwert angegeben

3.1.3. Immunzytochemische Charakterisierung der BRE

Immunzytochemisch wurden die BREC mit Antikbrpegegen von-
Willebrand-Faktor (vWF) und gegen CD31 (PECAM;tBlet Endothelial Cell
Adhesion Molecule) charakterisiert. In Abb. 7 emkeman eine Ak-Reaktion mit
VWF. Abb. 8 stellt die Ergebnisse der CD31-Ak-Bailang dar. Die parallel
verwendete Behandlung mit Propium-lodid (Pro-lopthdie Nuklei der BREC
hervor. Dabei ist jeder durch Pro-lo detektiertekldus von CD31 umgeben. In
einem weiteren Ansatz erfolgte die Behandlung niatt@uskelzell-Aktin-Ak.
Dabei ergab sich immunzytochemisch keine Reaktiarden kultivierten BREC

( Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 7: Immunzytochemische Charakterisierung deEBRIurch Anti-vWF-Ak. Es lassen
sich VWF-positive Zellen mit sog. ,Weibel-paladeelies” nachweisen.

Abb. 8: Immunzytochemische Charakterisierung BIREC durch CD31-Ak. Bei 10-facher
VergréRerung (links oben) lasst sich erkennen, déssnit Propidium-lodid angeféarbten Zell-
kerne von CD31-positiven Zellen umgeben sindi Befacher VergrofZerung (oben rechts)
lasst sich die Ak-Reaktion deutlicher ausmachen.
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3.1.4. Angiogenese-Induktion

Die BREC traten nach vierstindiger Aussaatprozeadirden MS nur in
geringer Zahl flach-adharent in Erscheinung, diéstea Zellen zeigten trotz MS-
Haftung noch gerundete Morphologie. Nach etwa 1@r&sentierten sich die
BREC in gewohnter Gestalt. Nach weiterem ein- mgitAgigem Wachstum
wiesen die BREC eine gute MS-Haftung auf, dreinedi§yVaschen in PBS und
45-mintige Inkubation bei Raumtemperatur verurtadteine mikroskopisch

erkennbare Zellablosung (Abb. 9).

,, finl.
Abb. 9: Nach 45 min Inkubation von BREC-bewachseMérospharen in Phosphatsalzpuffer
zeigt sich kein erkennbarer Zellverlust.

Durch ein Stimulationsgemisch, bestehend aus 10QINgEGF, 50 ng/ml
bFGF und 2 ng/ml TNF5 wurde bei den BREC im Angiogenese-Assay nach 24
h Inkubationsdauer die Ausbildung von ,Sprouts’ )Spduziert. Die
Angiogenese-Antwort war homogen. In einem exemgtaen Versuch wurde in
der unstimulierten Kontrolle 6 Sp gezahlt, wahreled stimulierte Ansatz 148 Sp
enthielt. Bezogen auf die Gesamtmenge der evatneMS ergab dies 0,74
Sp/MS bei stimulierten BREC gegentber 0,03 Sp/ME dem unbehandelten
Zellen. Somit waren bei Stimulation mit der Faktorextur drei von vier
ausgewerteten MS Sp-Tréager. Die in dem Diagramneigen Prozentwerte
beziehen sich auf den stimulierten Ansatz, derl@B8 % definiert wurde. Der

relative Prozentwert des unstimulierten Ansatzesigel% (Abb. 10).
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Abb. 10: Sp-Bildung bei BREC durch eiiatur angiogener Faktoren (blaim Vergleich
zwinstimulierten BREC (rot)Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment &),;angegeben
sind die Mittelwerte (+/- Standardabweinb). ** entspricht einer Signifikanz p < 0,01.

Mikroskopisch lassen sich nach 24 h bei den angidgghandelten
Zellen viele Sp ausmachen (Abb. 11). Demgegenigteeeine Sp-Bildung
unstimulierter BREC vorhanden (Abb. 12). Bei 20H@c VergrofRerung
erkennt man durch die Anwesenheit von mehreren @lulPfeile in
Abb.13), dass die Sp bei einer Ladnge von etwaiOmehrzellig sind. In
Abb. 14 ist ein Zellkern deutlich zu erkennen.

Abb. 11: Nach 24 h weisen stimulierte BREC Byer Pfei) auf, die von den Microsparen
(MS, braunerPfeil) in die zuvor zellfreie Matrix eindringen. Sp din dabei Verzweigungen
(oranger Pfe) aus. Nicht als Sp werden kurze zytoplasmatisch&difer angesehen, die die
erforderliche Mindestlange eines MS-Durchmessecht erreichen i(rkisiarbener Pie)l
Ebenso werden zellulare Bestandteile, die dertddarzur MS verloren haben, nicht in die
Auswertung als Sp einbezogerio(etter Pfei).
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Abb. 13: Sprouts sind ab einer Lange von 150 unfigpdwehrzellig, dies wird
durch die Anwesenheit mehrerer Zellnukleité Pfeilg in einem Sprout belegt.
Aufnahme bei 20-facher Vergrél3erung

Abb. 14: Die Anwesenheit von Nuklei in Sprouts wirei 40-facher Ver-
groRerung deutlichrgter Pfei). Parallel zeigt sich, dass der Zellkern an
Verzweigungen lokalisiert ist.
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Auch nach dreitagiger Inkubation weisen BREC ohrte raur eine
geringfugige  Sp-Bildung auf (Abb. 15). Demgegenilb@ben die Sp im
stimulierten Ansatz deutlich an Lange und Dicke engmmen und fusionieren
miteinander (Abb. 16). Bei 20-facher VergroRerumgee Areals, in dem sich Sp-
Geflechte ausgebildet haben, lasst sich erkennén,emzelne Sp miteinander
verschmelzen und wie sich Sp Uber- und unterkre(#bh. 17).

“ -
L} i
LS

»
o

e ‘\-’.“...i ;-\ﬂ y ¥ p h »

CSNA (G B Sﬁf' !

Abb. 16: Nach 72 h haben die Sprouts angiogen figner BREC sowohl an Lange wie auch
an Zahl zugenommen. Dabei bilden sich gefaRnetgaRormationen aus.



Abb. 17: Bei 20-facher Vergrof3erung lasst sich eiaés den als rundlich zu erkennenden Micro-
sphéaren (MS) ein Netzwerk aus Sprouts erkennekoBsnt zur Brickenbildung zwischen den
MS durch Fusion von Sprouts. Sprouts unter- undkiibezen einander.

Zur Erleichterung des Assayablaufes wurde die efbdrkeit und

Anfarbbarkeit der zellularen Bestandteile UberpriRie gezeigten Fotografien

zeigen Sp-tragende Microsphdren vor und nach Fkirger mit  3%-
Paraformaldehyd und Farbung mit Kristallviolett @AL8). Es ist zu erkennen,

dass die Behandlung keinen Einfluss auf die Intégder Zellstrukturen hat.

\! , g

Abb. 18: Eine Microsphéare mit ausgebildeten Sproots(linke Bildhalfte) und nach (rechte
Bildhalfte) Fixierung mit Paraformaldehyd sowie Arfung mit Kristallviolett.

Bei gleichem Assayaufbau mit HUVEC liel3en sich ke8p induzieren, wahrend
bovine kapillare Hirn-EZ zwar Sp bildeten, die jedossowohl spontan als auch
bei Stimulation auftraten und sehr kurzlebig wa@oht gezeigt).
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3.1.5. Identifikation der angiogenen Faktoren

Bei getrennter Applikation der Bestandteile degdtiah verwendeten
,Cocktails’ von aF zeigten nach 24 h alle bFGFipeit Ansatze Sp. Wahrend das
Faktorengemisch die Ausbildung von 100% als Vecgkvert gegeniber der
unstimulierten Kontrolle (2%) lieferte, erzielte ®F allein 81%, bFGF mit VEGF
91% und bFGF mit TNF-66%. Demgegeniber bewirkten VEGF und TNF-
sowie die kombinierte Gabe beider Faktoren keinsbildung von Sp (Abb. 19).

TTNF-a +VEGFZ
VEGF
TNF-af

bFGF

VEGF+TNF-o =

1 1 1 i i

0 25 50 S 100
wiprouts” (% der Kontrolle)
Abb. 19: Applikation der angiogenen Faktoren in d&iglichen Mixtur-Varianten zur Er-
Mittlung der im BREC-SpA wirksamen BestandieiDie Graphik zeigt Mittelwerte

(+Standardabweichungen) eines reprasentativgreriirents, das in Triplikaten durch-
gefuhrt wurde (n = 3). Signifikanz gegeniber daselrandelten Kontrolle: * = p < 0,05.

Bei Auswertung nach 48 h zeigte auch der VEGF-dtarte Ansatz eine
Sp-Bildung (100 %; Bezugswert der 48h-Auswerturidggr Kontrast gegeniber
der unstimulierten Kontrolle (26%) war signifikambrhanden. Beim Vergleich
mit dem 24 h-Wert der bFGF (154 %) war die VEGFdniérte Angiogenese
nach 48 h schwéacher als die bFGF-Wirkung. TNBewirkte isoliert (22% ) und
in Kombination mit VEGF (95%) auch nach 48 h keigghohung der

Angiogenese-Rate (Abb. 20).
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Abb. 20: VEGF-induzierte Angiogenese im Sp-Assay Auswertung nach 48 h, im Vergleich
Sp-Rate bei bFGF-Stimulation nach 24 h. Die Datggen Mittelwerte (+durchschnitllicheAb-
weichungen) eines reprasentativen Experimentsn Signifikanz gegeniiber der unbehandel-

ten Kontrolle : * = p < 0,05; * = p < 0,01.

In Dosis-Wirkungsexperimenten mit bFGF liel3 sichKianzentrationen
bis 0,1ng/ml keine Sp feststellen. Mit 0,5 ng/mIG§ war eine signifikante
Stimulation zu erreichen (16%), die Stimulationt lehg/ml bFGF diente als
Bezugswert (100%). Bei 1 ng/ml bFGF zeigte sicheestatistisch hoch-
signifikante Steigerung der Sp-Rate. 20 ng/ml bF@#ten zu keiner weiteren
Erhbhung der Sp-Zahl. Nach 48 h wurden die VEGHugierten BREC
ausgewertet. In einer Konzentration von 0,05 ngériohte VEGF die Sp-
Bildung auf 42% bei spontaner Sp-Rate von 18%. iBer@,5 ng/ml VEGF
induzierten eine a&hnliche Angiogenese-Aktivitdd3%) wie 5ng/ml bFGF nach
24 h, weitere Dosiserh6hungen fiihrten zu keinetesem Sp-Zunahme (Abb. 21).

0 1 T ] ] 1
0 0,01 0,1 1 10 100
bFGF(@), VEGF@) in ng/ml

Abb. 21: Dosis-Wirkungs-Experimente miEGF undVEGF im Sp-Assay. Diagramm stellt
fur bFGF Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus zwpisaten, in Duplikaten durch-
gefuhrten Experimenten dar (n = 4). MEGFKurve zeigt Mittelwerte (+/- durchschnittli-
cheAbweichungen) eines Experiments (n = 2). Skpnifie Abweichungen zur unbehandelten
Kontrolle durch Sternsymbole angegeben (* = p €9), *** = p < 0, 001).

~Sprouts” ( % der Kontrolle)



55

3.2. Optimierung des Versuchsaufbaus

3.2.1. Angiogener Einfluss der Serumkonzentration

Die Serumkonzentration des Mediums wurde zwischétn und 10%
variiert. Bei bFGF-Behandlung der BREC ergab siahln24 h in Abwesenheit
von fotalem bovinen Serum (FBS) eine geringflgigengidgenese mit
durchschnittlich 5 Sp, diese Rate wurde als Bezegs{100%) aufgefasst. Mit
zunehmender Erhdhung des FBS-Gehalts stieg die d&ahSp (258% in 0,5%
FBS; 767% in 5% FBS). In 10% FBS nahm die angieg@ktivitat (642%)
etwas ab. In den unstimulierten Gegenproben waesnekSp vorzufinden. Bei
Auswertung nach 48 h lieRen die bFGF-behandeltBB-freien BREC mit 340%
Sp erkennen. 0,5% FBS bewirkten eine Erhéhung 50%8, 5% FBS auf 2530 %
und 10% FBS auf 2120% des Ausgangswertes. Auch 4@&d¢hfand sich bei den
unstimulierten Zellen keine signifikante Sp-BildugAbb. 22).
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Abb. 22: Auswirkung der FBS-Konzentration auf Spshildung bestimulierten (rot dargestellt)
und unstimulierten (griin dargestelBREC nach 24 h@ 9% )und 48 A(®, ipdbamm zeigt
Mittelwerte (+/- Standardabweichung) aus zwei Ekpenten, die jeweils in Duplikaten durch-
gefiihrt wurden. Signifikanz gegeniiber unstimulgdntrolle nach 24 h p < 0,05 =*; p < 0,01= **),

Bei Beobachtung Uber 72 h zeigten sich deutlichéetdohiede in der
Uberlebensfahigkeit der ausgebildeten Sp. Abb. @gtzSp-Strukturen in 0%
FBS, Abb. 24 in 10% FBS.
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Abb. 23: Nach 72 h sind bei serumfreien Konditionen vereinzelt Sp zu erkennen, die
Mehrzahl der Sp haben den Kontakt zur MS verlomh sind abgestorben.

150 pm
H

Abb. 24: Bei 10% FBS ist nach 72 h ein Geflecht $p nach bFGF-Stimulation zu
beobachten. Dabei erreichen einzelne Sp eine Lémgdis zu 400 pm.

3.2.2. Applikation der Testsubstanzen

bFGF und VEGF wurden fraktioniert sowohl der Matels auch dem
Medium zugegeben, zum Vergleich wurden die Faktate Zugabe ins Medium
in der gleichen Gesamtdosis getestet. Unabhéngigdes Art der Applikation
waren gleiche Wirkstarken der Faktoren festzustellelabei diente die
kombinierte Matrix/Medium-Anwendung von bFGF und GE als 100%-Bezug.
Die Medium-Zugaben ergaben fur bFGF 108 % und/faGF 107% (Abb. 25).
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Abb. 25: IsolierteMedium-Zugabeangiogener Faktoren gegenltlfesktionierter Gabe ins Medium
und in die MatrixDiagramm zeigMittelwerte (+ durchschnittliche Abweichungen) eriexperiments,
das in Duplikaten durchgefuhrt wurde (n = 2).

3.2.3. Einfluss von Fibrinogen, Aprotinin, Thrombin auf Angiogenese

Durch Experimente mit den Matrixbestandteilen sotleren Einfluss auf
die Ausformung von Sp ermittelt werden. Fibrinogé€Ribg) zeigte in
ansteigenden Dosen eine hemmende Wirkung auf di@Fkdtimulierte Sp-
Bildung. Dabei wurde die Sp-Rate der Fibg-Konzdimravon 1,7 mg/ml als
Bezugswert (100%) aufgefasst. 2,5 mg/ml Fibg sedig¢eSp-Zahl auf 84%, 3,5
ng/ml auf 78% und 4,5 mg/ml auf 33 %. Die unstieién BREC waren
unabhangig vom Fibg-Gehalt der Matrix ohne AngiaggenAktivitat (Abb. 26).
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Abb. 26: Wirkung ansteigender Fibrinogen-Koneativn auf Angiogenese biei-GF-stimulierten
BREC (@) und unstimulierten BREQ¢). Dargestellt sind Mittelwerte (+/- Standardabweiatpen)
aus drei separaten Experimenten, die jeweilsuplikaten durchgefiihrt wurden (n = 6). Die Dosis
von 4,5 mg/ml Fibrinogen wurde als Duplikat in eider Experimente getestet (n = 2).* zeigt Signi-
fikanz (p < 0,05) bFGF-stimulierter BREC gegenidber Fibrinogen.-Dosis von 1,7 mg/ml.
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Aprotinin zeigte keinen statistisch signifikantennfiiss auf die Sp-
Bildung bei bFGF-Stimulation, unabh&ngig von derpMmationsart (Zugabe in
die Matrix gegenuber Anwendung im Testmedium). Irergfeich zum 100%-
Bezugswert in Abwesenheit von Aprotinin entstandimch Zugabe von 300
U/ml bzw. 500 U/ml in die Matrix 86% bzw. 73% SpieBelben Konzentrationen
ergaben bei Applikation im Medium eine Sp-Rate, 84&% bzw. 82% des
Ausgangswertes betrug. Bei unstimulierten BRECbbWgrotinin ohne Effekt
(Abb. 27).

Matrix
bFGF

Aprotinin LMedium

Matrix bzw.
Medium

I | | | | | | | | L |
0O 25 50 75 100 125
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Abb. 27: Aprotinin wurde in den Konzentrationsem 500 U/ml (griine BalkenB800 U/ml
(rote Balken)auf seine Wirkung bei bFGF-stimulierten BREEtagtet und midprotinin-
freien Ansatzeiiblaue Balkenyerglichen. Bei unstimulierten BREC zeigte Apnati(unab-
hangig von der Applikationsart, untere Balken) kei:ffekt. Das Diagramm zeigt Mittelwer-
te (+ durchschnittliche Abweichungen) aus einenbuplikaten durchgefiihrten Experiment
(n =2).

Thrombin wurde bei Angiogenese-Induktion mit bFGFdu bei
unstimulierten BREC getestet, dabei erfolgte aliByndie Zugabe ins Medium
bzw. in die Matrix. Keine der getesteten Konzemran bewirkte bei
unstimulierten BREC eine Bildung von Sp (Daten highzeigt). Die Erhéhung
der routinemafig verwendeten Thrombin-Konzentration 10 nM auf 40 bzw.
80 nM bei Matrixapplikation blieb ohne Einflussfadie bFGF-stimulierte
Angiogenese-Rate (100% gegenuber 103 bzw. 114%achNi8 h war eine
Reduktion der Sp von 100% auf 62% bei Fibrinmatnstellung mit 10 nM
Thrombin festzustellen. Demgegeniuber nicht sigaifik unterschiedliche Sp-
Raten ergaben sich bei Einsatz von 40 und 80 nMmhim ( 62% und 73%).

Wurde Thrombin dem Medium zugesetzt, liel3 sich n@dh h eine

(statistisch nicht signifikante) Angiogenéserstarkung durch die 10 nM-
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Konzentration auf 146% beobachten. Demgegentbeedtewsich die Sp-Rate
bei Zusatz von 40 und 80 nM Thrombin in das Medium Bereich des
Referenzwertes (97% bzw. 111% - Ergebnisse sielire 2&). Nach 48 h war eine
signifikante Erhéhung der Angiogenese-Rate von &2#6219% bzw. 203% bei
Verwendung von 40 und 80 nM Thrombin im Medium zrzeichnen. Die 10
nM-Konzentration von Thrombin zeigte bei dieser Agggionsart keinen Effekt

(78%).
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Abb. 28: Einfluss von Thrombin in dbfatrix (rot, & u.4) bzw. im Zellkulturmedium
(grin @ u.0) auf Angiogenese im SpA nach 24h (nicht farbiifefymbole) und nach
48h (farbgefilite Symbole) Versuchsdauer. Sigaiiikist fur betreffende Werte mit p <
0,05 durch * symbolisiert. Gezeigt sind Mittelweftg- durchschnittliche Abweichungen)
eines in Duplikaten durchgefiihrten Experiments @).

3.2.4. Einfluss von pH und Zink

pH-Wert-Anderungen auf die Sp-Ausformung unteim8tation mit
bFGF wurden untersucht. Dazu wurden verschiederianMpa von 1N NaOH
und 1 N HCI zur Fibrinmatrix oder in dasTestmedigegeben. Der Ausgangs-pH
des Fibg betrug 7,4. Ins Fibg appliziertes HCl bktgi mit ansteigenden
Volumina eine makroskopisch aufféllige Tribung déatrix. NaOH bewirkte
eine Transparenzerhéhung der Matrices. Bei 5ul K€s$ultierender pH: 3,4)
bzw. NaOH ( pH: 10,85) blieben die Matrices trotedmbingabe liquide, daher
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konnte keine Auswertung erfolgen. Bereits 0,5 pll Ki@sultierender pH: 7,25)
verringerten die Sp bei Matrix-Zugabe auf 50% desgangswertes (100%), bei
2 ul (resultierender pH: 6,85) wurden noch 39 % 8prgesehen. NaOH zeigte
sowohl bei Zugabe von 0,5 pl ( pH: 7,70) ins Fikala auch beim Untermischen
von 2 ul (pH: 9,65 ) eine Verstarkung der Angioganeauf maximal 155%.

Der Ausgangs-pH des MCDB 131-Mediums lag bei 7y88nn HCI dem
Testmedium beigefugt wurde, hemmten 0,5 pl die Sgtdhung nicht (100%),
2ul nicht signifikant (80%) und 10 pl signifikan®@%). Die pH-Messung der
zugegebenen Volumina ergab bei 0,5 pl HCI direldhnAaugabe einen pH von
7,80. Bei 2 ul HCI stellte sich initial ein pH vah53 und fir 10 pl ein pH von
6,45 ein. Die Sp-Zahlen stiegen, wenn NaOH zum Mmdigegeben wurde
(0,5ul: 95%; 2 pl: 122% und 10ul: 150%). Der pH-Wdes Mediums wurde
durch 0,5 pl NaOH auf 8,25 , durch 2 ul auf 8,65 wlurch 10 pl auf 9,65
angehoben (siehe Abb. 29).
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Abb. 29:HCl wurden in die Matrix @ ) oder zum MediunA( gggeben. Parallel wurdéaOH in

der Matrix @ ) und im Medium& ) getestet. BREC wurden in diesem Ansatz mit bFGF stimu-
liert. Im Diagramm sind Mittelwerte (+/- Standardadichungen) aus drei Experimenten dargestellt,
in denen die Stimulation jeweils in Duplikaten odgfe (n = 6). Signifikant von der nicht -pH-Wert
behandelten Kontrolle abweichende Daten sind rp % 0,05) bzw.** (p < 0,01) gekennzeichnet.

Unterschiedliche = Konzentration  an FBS  beeinflussternm
Zusatzexperiment die Sp-Rate bFGF-stimulierter BRi@ch 10 pl HCI bzw.
NaOH. Die im vorherigen Absatz aufgefuhrten pH-Megebnisse direkt nach
HCI- bzw. NaOH-Zugabe ins Medium wurden dunahterschiedlichen FBS-



61

Gehalt nicht veréandert. Nach Beendigung des Exmarismwurden das Medium
auf Raumtemperatur abgekuhlt und einer zweiten pE4$dvdng unterzogen, dabei
wurde der pH-Effekt in unterschiedlichen Serumkamionen getestet. Der
Wert bewegte sich je nach FBS-Gehalt zwischen pH {20% FBS) und pH 7,93

(0,5% FBS), somit zeigten sich relativ geringe &ifinzen. Am Versuchende
ergaben Messungen fur die mit 10 pl NaOH versetktedien unabhangig vom

FBS-Gehalt einen pH-Wert von 8,40.

Im Experiment wurde als Bezugswert (100%) die SpeRei Stimulation
mit bFGF in 0,5% FBS nach 24 h Versuchsdauer ahgasdm Verhéltnis dazu
traten unter 5% FBS 134% Sp und unter 20% FBS 1@&Yauf. Die Zugabe von
10 pl HCI bewirkte in 0,5% FBS die Reduktion auh ébrittel (34%) der
ursprunglichen Sp-Zahl , wahrend in 5 und 20 % KBS Sp-Rate um jeweils
50% abgeschwacht war. 10 ul NaOH bewirkten sowlfl,5% als auch in 5%
FBS eine erhohte Sp-Rate (131% bzw.161%), so dabgzegen auf den
unterschiedlichen Ausgangswert - eine jeweiligagéteing um ca. 30% erfolgte.
Demgegenuber zeigte sich in 20% FBS bei NaOH-Zusate Abnahme der
Angiogenese auf 80% ( Abb. 30).

1 NaoH
5% | Hcl
FBS | NaOH
20% - Hel
FBS | NaOH

1 1
0 50 100 150 200
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Abb. 30: Wirkung vonHCI (griine Balkenund NaOH (rote Balkenauf bFGF-induzierte Angio-
genese in Abhangigkeit von der Serumkonzentratoiedium. Schwarze Balken ohne Saure/Ba-
sen-Zusatz. Das Diagramm zeigt Mittelwerte (+ctachnittliche Abweichungen) eines in Dupli-
katen durchgefihrten Experiments (n = 2).

Es wurde der Einfluss des pH auf unstimulierte BRIgEtestet.

Ubereinstimmend ergab die Auswertung alleriomsgterten Anséatze nach 24 h
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keinerlei Sp-Ausformung. Nach 48 h und 72 h wurdenSp-Raten auf den nach
24 h ausgewerteten, mit bFGF bei 0,5% FBS stintelierAnsatz (100%)
bezogen. Mit steigendem Gehalt des Mediums an FB&besich nach 48 h die
geringe Sp-Rate in den nicht-pH-behandelten Versueltrices von 7% Sp in
0,5% FBS und von 42% Sp in 20% FBS. Unabhéngig ¥@B-Anteil zeigten
sich nach HCI-Zugabe kaum Sp. Durch NaOH in 0,5% FeBgab sich eine Sp-
Rate von 28%, wahrend in 20% FBS anscheinend wesigam Vergleich zur
Referenzzahlung zu beobachten waren. Die Auswerhagh 72 h bestatigte
diesen Trend. Ohne Saure/Base-Zusatz waren in 6% 4% Sp, in 5% FBS
48% Sp und in 20% FBS mit 180% Sp fast das DoppltebFGF-Stimulation
nach 24 h zu beobachten. Unter HCI zeigte sich bhiwagig vom FBS-Gehalt
nahezu keine Angiogenese. NaOH bewirkte nach T20h5% FBS eine Zunahme
auf 85% Sp, in 5% FBS erfolgte keine NaOH-vers&&p-Bildung und in 20%
FBS eine fast komplette Sp-Inhibition ( Abb. 31).

20%FBS 72h
5%FBS 72h

0,5%FBS 72h
20%FBS 48

5%FBS 48h

0,5%FBS 48

1 T T T T
0 50 100 150 200

»Sprouts” (% der Kontrolle)

Abb. 31: Auswirkung von pH-Modulation auf unstinautie BREC. Gezeigt sind Mittelwerte
(+durchschnittliche Abweichung) eines ExperimeBtshwarze Balken ohne Séure/Basen-Zu-
satz,rote Balkernsymbolisieren Zugabe vowaOH, griineBalkervon HCI. Bezugswert ist die
Sp-Rate bei bFGF-stimulierten BREC in 0,5% FBS rizkh.

Der Effekt verschiedener Konzentrationen von Zinkrde im SpA getestet.
bFGF-induzierte Angiogenese (100%) wurde durch gekemmt. 5 bis 100 uM
Zink ergaben eine dosisabhangige Reduktion der &pn@nimal 6% des

Ausgangswertes bei Verwendung der hochsten Dosib.(32).
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= Abb. 32: Einsatz von Zink (Zflim Sprout-Assay bei bFGF-stimulierten BREC. @@stellt sind
fur 30 uM zZrt* Mittelwerte (+/-Standardabweichungen) aus zwpasaten Experimenten (n =6).
Im Ubrigen sind Mittelwerte aus einem in Dupliat durchgefiihrten Experiment gezeigt (n = 2).
Signifikanz in Relation zum zinkfreien Ansatz durc(p < 0,05) und ***(p < 0,001) symbolisiert.
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3.2.5. ECGF/H als angiogener Faktor

ECGF/H wurde in aufsteigenden Dosen appliziers 200%-Wert wurde
nach 24 h Versuchsdauer die parallel erfolgte Satian mit bFGF (5 ng/ml)
angesehen. 1,5 pg/ml ECGF/H fuhrten zu einer mattleSp-Rate von 85%.
Durch héhere Konzentrationen liel3 sich die erzigitbgiogenese auf 155% (7,5
png/ml ECGF/H) bis 170 % (30 ng/ml ECGF/H) steigéhbb. 33).
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Abb. 33: Dosis-Wirkungskurve mit ECGF/H im Sp-Ags&ezeigt sind Mittelwerte (+/-

Standardabweichungen) aus verschiedenen Experim@gnte4; davon ausgenommen ist
der Wert fur 7,5 pug/ml ECGF/H, dort gilt n = 2)g8ifikante Unterschiede gegeniber der
unbehandelten Kontrolle durch * (p < 0,05), ** (0<01) und *** (p < 0,001) angegeben.
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Beim Vergleich von bFGF, VEGF und ECGF/H miteinan@ia jeweils
submaximaler Wirkstarke) wurde bFGF-induzierte Avgginese nach 24 h als
Bezugswert aufgefasst (100%). VEGF bewirkte eifevéchere Sp-Rate (60%),
dabei erfolgte die Auswertung nach 72 bzw. 96 h 202% war ECGF/H mehr
als doppelt so effektiv wie bFGF (Abb. 34).

ECGF/H
VEGF
bFGF

0 100 200
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Abb. 34: Wirkungsstarkenvergleich v&iCGF/Hmit bFGFundVEGF im Sp-Assay mit BREC.
Gezeigt sind Mittelwerte (+/- Standardabweichungaurg zwei Experimenten mit je zwei An-
satzen pro Substanz bzw. Stimulation (n = 4). Dimikanztests erfolgten gegeniber bFGF,
p < 0,05 wird durch * angegeben.

Es zeigten sich vereinzelt Unterschiede in der Molpgie der Sp.
Wahrend VEGF und bFGF den bekannten Sp-Typ indierierwaren die
ECGF/H-bedingten Sp zum Teil breiter. Dies war duvtS-nahe Verschmelzung
einzelner BREC-,GefalRknospen’ bedingt (Abb. 35).tithereiche, die diesen
seenartigen Sp-Konglomerate aufwiesen, wurden niohtdie Auswertung
einbezogen. Es =zeigte sich jedoch Uberwiegend dieeits beobachtete
Angiogenese mit gut differenzierbaren Sp nach EEGEHimulation.

Abb. 35: Vereinzelt zu beobachtende abweichendgphMuogie der ECGF/H- induzierten Angio-
genese: Microspharennahe Ausbildung von seenartj§erouts”. Derartige ,Sprouts” wurden
nicht in die quantitative Auswertung einbezog
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3.2.6. Einfluss von Fibrinogen, Thrombin, Aprotinin und von ECGF/H auf
BREC-Proliferation

Fibg, Aprotinin und Thrombin wurden im Proliferatigexperiment bei
unstimulierten und bFGF-behandelten BREC getesist.100%-Vergleichswert
wurden unbehandelte BREC angesehen. bFGF steidierté/achstumsrate auf
199%. Weder auf unstimulierte BREC noch bei bFGlgahe Ubten die
Matrixsubstanzen eine signifikante Wirkung aus @Fild14% bzw. 209%;
Thrombin: 104% bzw. 205%; Aprotinin: 1114% bzw302 - siehe Abb. 36).
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Abb. 36: Einsatz der Matrixsubstanzen des Sp3yA§Earombin, Fibrinogen, Aprotinin) im
BREC-Proliferation-Assay. Unstimulierte BRECQrcluschwarze Balken dargesteditimu-
lierte BREC rof{10 ng/ml bFGF) Gezeigt sind die Mittelwerte (+ Standardabwencian)

aus zwei separaten, in Triplikaten durchgefiihEgperimenten (n = 6).

ECGF/H wurde in Konzentrationen von 3 pupg/ml bis 1%®/ml im
Proliferationsassay eingesetzt. Die unstimulierteontkolle wurde als
Referenzwert (100%) aufgefasst. Konzentrationsadfigdreigte ECGF/H einen
proliferativen Effekt (150%, 310%, 340%, 550%). der Dosis von 30 pg/ml
hatte ECGF/H einen vergleichbar starken Effekt {8LWie das parallel getestete
bFGF (350%). In der héchsten Konzentration (150i@gCGF/H) hatte sich die
gemessene Proliferationsrate der BREC fast vertsstitAbb. 37).
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Abb. 37: Dosis-Wirkungstest mECGF/H bei BREC-Proliferation. Zum Vergleich wurde
die Wirkung von 20 ng/ml bFGF parallgetestet(rote Saule)Das Diagramm zeigt Mittel-
werte(+/- Standardabweichungen) eines Experimeéatsin Triplikaten durchgefihrt wurde
(n = 3). * entspricht p < 0,05; ** entspricht p 0@ gegenliber der unbehandelten Kontrolle.

3.3. Produktion und Vergleich verschiedener Angiosittin-Varianten
3.3.1. Validierung der Angiostatin-Produktion durch uPA/SHD

Bei Plg-Inkubation mit uPA und verschiedenen SHBtse&nden Banden
bei etwa 52, 42 und 36 kDa. Es zeigte sich, das<C NA der gewahlten
Konzentration von 100 puM das Ausgangsprotein \atidig abbaute. Der
schwacheren Wirkung der uPA/GSH-Behandlung entbgret war ein
Zwischenprodukt der AS-Generation bei 65 kDa ausmiman. Die nach
UPA/NAC bei 36 kDa auftretende Bande war bei dek/@SH-Inkubation nicht
vorhanden. Sowohl die unbehandelte Plg-Probe wah alie Plg-Ansatze, die
ausschlieBlich mit NAC oder GSH inkubiert wurdeejgten die unveranderte

Wanderung des Ausgangsproteins bei 80 —90 kDa (3&)h.
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Abb. 38: Produktion von uPA/SHD-AnNgiostatin dudcfkubation von Plg mit uPA
und NAC oder GSH. Die Durchfiihrung der SDS-Galllophorese erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen mit anschliel3endéestern-Blot.

Zur Ermittlung der optimalen NAC-Dosis wurde die 8AKonzentration
variiert. Bei Inkubation von Plg allein und von Rigisolierter Anwesenheit von
100 uM NAC ergaben sich die bekannten Protein-Barweke 80 und 90 kDA. Bei
Zusatz von uPA traten mehrere, nicht abgrenzbared®&a mit Wanderung
zwischen 120 und 45 kDa auf. Plg-Behandlung mjt1m, 400 und 1000 pM
NAC in Kombination mit uPA ergab drei separate @&ambei etwa 52, 42 und 36
kDa. Bei 10 uM NAC wanderten erhebliche Proteinnengeiterhin bei 80 kDa,
Plg wurde nur unvollstandig konvertiert. Bei Verwleng von 100 puM NAC
zeigte sich die Bande bei 36 kDa am starksten (AdNAC schwachten die drei
genannten Banden leicht, 1 mM NAC deutlich ab. Besatz von 10 mM NAC
war kein Protein mehr zu detektieren. Analog daeigte sich eine deutliche
Verschmélerung der Plg-Bande, wenn Plg isoliert bfit mM NAC inkubiert
wurde (Abb. 39).
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Abb. 39: Dosis-Wirkungsexperiment mit NAC berderstellung von uPA/SHD-
Angiostatin. Die ersten drei Spalten sowie dikdi Spalte des Western-Blots zeigen
Kontrollen. Mittig sind die unterschiedlichen NACGNzentrationen aufgetragen.

Verschiedene uPA-Praparationen bzw. Formen (dopfiglkes uPA 1 und
2, d1-uPA und d2-uPA, sowie einkettiges rekombirrergestelltes uPA, sc-uPA)
wurden auf ihre Fahigkeit zur AS-Herstellung untets. Ubereinstimmend
veranderten die drei uPA-Formen ohne NAC-ZusatzRigzu Banden zwischen
120 und 52 kDa. Alle Plg-uPA-NAC-Inkubationen regrten in Banden bei 52,
42 und in der in diesem Experiment Ubereinstimmieedjeder uPA-Form fast
nicht sichtbaren 36 kDa-Bande. Dabei traten die d@anbei d2-uPA am
deutlichsten hervor ( Abb. 40).
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Abb. 40: Einsatz verschiedener uPA-Formen bei dastéllung von uPA/SHD-Angiostatin.
Die ersten beiden uPA-Formen sind doppelkettigerféor unterschiedlicher Hersteller (d1-
uPA und d2-uPA). sc-uPA ist eine rekombinant hetgj#te, einkettige Variante. Das Aus-
gangsprotein Plg wurde in Kontrollansatzen igblbzw. nur mit NAC bzw. nur mit den
verschiedenen uPA-Formen inkubiert (linke Spalten)

uPA wurde in verschiedenen Konzentrationen mit NAGOUM) zur AS-
Gewinnung eingesetzt. Der Kontrollansatz ohne uBifalleiniger Plg-Inkubation
mit NAC ergab ein unveréandert bei 80-90 kDa wandesnPlg. Alle getesteten
uPA-Dosen zeigten Plg-Konversionsaktivitdt. Wahresed 0,1 nM uPA Plg-
Spuren erhalten blieben, zeigten sich keine Unbégde der Konzentrationen 1,
10 und 20 nM. Bei Verwendung von 100 nM uPA kamenRBhanden bei 52 und
42 kDa schwacher zur Darstellung ( Abb. 41).
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Abb. 41: Dosis-Experiment mit uPA bei der Herstegwvon uPA/SHD-AnNgiostatin.
Der dargestellte Western Blot zeigt in der erstpalt® Plasminogen nach isolierter
NAC-Behandlung. Nebenstehend sind die Ergebnisseigender (um Faktor 1000
variierter) NAC-Dosen zu erkennen.

3.3.2. Herstellung von uPA/SHD-Angiostatin

Durch Inkubation von Plg mit uPA (sc-uPA) und NAG SHD wurde
Angiostatin in grof3eren Mengen hergestellt. Nachn 2idurde das Experiment bei
37°C gestoppt. Aus zwei verschiedenen Reaktion8gefavurden jeweils 15 ml
Probe entnommen und durch ,Coomassie’-Farbung ysieal. Als
Kontrollsubstanzen dienten Substanzen aus den evsuehen (Plg ; Plg mit
NAC; Plg mit uPA; Plg mit uPA und NAC). Das Wandegsverhalten der
generierten Banden stimmte mit den Vorversucherreibeg Ergebnisse nicht
gezeigt).

Bei der nachfolgend durchgefiihrten Affinitdtschedagraphie mit Lysin-
Sepharose ergab sich etwa 90 min nach Beginn deioklein Proteinaustritt in
den Fraktionen 44-56 (nicht gezeigt). Die Elutiomrde 5 h fortgesetzt, ohne dass
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weiterer Proteinaustritt gemessen wurde. In der lysea durch Coomassie-
Farbung nach SDS-Elektrophorese waren Banden vdsnss22 kDA fiur die ge-
nannten Fraktionen festzustellen. Das zum Verglpintallel getestete uPA/SHD

der Vorexperimente zeigte identisches Wanderungsiten (Abb. 42).

Plg uPA/ uPA/
Mr SHD- SHD-
(kDA) AS nach AS vor
102 Chrom. Chrom.
78
49 I
34
28  —

Abb. 42: SDS-Elektrophorese: Vergleich des chrognatpohisch aufgereinigten uPA/SHD-
Angiostatin (Mitte) mit dem uPA/SHD-AS der Vorexpeente (rechts). Links ist zur Kon-
trolle Plasminogen gezeigt.

Die Fraktionen 42-53 wurden zu einem ,Pool’ zusamgefasst. Durch
Volumenkonzentration wurde das Volumen auf 4,5redluziert. Die nach 72 h
Dialyse gegen PBS (pH 7,4) durchgefuhrte BestimmdargProteinkonzentration

ergab einen Wert von 0,55 mg/ml (nicht gezeigt).

3.3.3. Vergleich verschiedener Angiostatin-Variante

AS wurde durch Elastase-Proteolyse von Plg ausahem Plasma
hergestellt und lag nach Affinitatschromatograptiiech Lysin-Sepharose und
lag nach anschlieBender Volumeneinengung in efmrzentration von 1,4
mg/ml vor (Thomas Schmidt, Biochemisches Instituér dJustus-Liebig-

Universitdt Giessen). Zur AS-Herstellung rdes Plg einer Proteolyse mit
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Pankreas-Elastase unterzogen, nachfolgend wurdemekographisch die Lysin-
bindenden Proteine gewonnen. Die eluierten Proteimarden nach

Volumeneinengung durch Gelfiltration aufgetrennt ndu durch SDS-

Elektrophorese untersucht. Durch SDS-Elektrophoreseden die AS-Formen
verglichen. Es zeigten sich unter nicht-reduzieeen@edingungen fir EIL.-AS
(Protein 1) Banden bei 35 und 32 kDa. El.-AS (Rrof) wanderte bei 29 und 26
kDa. uPA/SHD-AS stellte sich mit Banden bei 52 u##@ kDa dar. Bei

reduzierendem Probenpuffer fanden sich die Prote@reEl.-AS-Praparation bei
42 kDa und 38 kDa wieder. uPA/SHD-AS wandert urReobenreduktion bei
etwa 65 kDa (Abb. 43).

) n
2 & 3 2 8 X
2 2 Z 6 @ g
< < 0 Mr < < O
g g < (kDa) 8 B &
w [T D T w )

102

78

49

34

28
Nicht reduziert Reduziert

Abb. 43: Elektrophoretischer Vergleich von El.-A8d uPA/NAC-AS bei nicht-reduzierendem
und bei reduzierendem Puffer. In den linken diekEophorese-Kammern wurde nicht-reduzie-
render Probenpuffer, rechts reduzierender Sulistffer verwendet.

Zum weiteren Vergleich der AS-Praparationen miteinander wurden d
jeweiligen N-terminalen Aminosauren sequenzierte Biestimmung der ersten
zehn Aminosauren ergab fir uPA/SHD-AS zwei geriggjuverschiedene N-
terminale Anfangssequenzen: KVYLSEXKTG bzw. VYLSEX&N und
entsprechen damit den Aminosauren 97-106 bzw. 98d&8 Plg. Dieses Resultat
zeigte sich fur beide Banden (bei 52 undkBA unter nicht-reduzierenden
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Konditionen). Beide Proteine des EI-AS (42 und BBa unter nicht-
reduzierenden Bedingungen) wiesen YLSEXKTGNG alsTeminus auf
(Aminosauren 99-108 des Plg). Zusatzlich wurde dds kDA-Protein der
Elastase-Praparation  analysiert, dabei ergab sicie d\-terminale
Aminosaurenfolge VQDXYHGDGQ (374 bis 383 des PIg).

Es wurde der Plg-Rest teilsequenziert, der nachpalbshg von EI.-AS
aus Plg verblieb. Dabei ergaben sich mit VAPPPVRLIAPPPVVLLPD und
LLPDVETPSE drei unterschiedliche Aminosaurefolgeie entsprachen den
Aminosauren 462-471, 463-472 und 469-478 des humBige Der Versuch, den
Plg-Rest nach Abspaltung von uPA/SHD-AS zu seqeesz, blieb erfolglos. Es
waren nur schwache und uneinheitliche Aminosaurbfel§en zu erkennen, die

keine Zuordnung zur Sequenz des humanen Plg zuliglb. 44).

1 21 41
MEHKEVVLLL LLFLKSGQGE PLDDYVNTQG ASLFSVTKKQ LGAGSIEECA AKCEEDEEFT
81 101

61
CRAFQYHSKE QQCVIMAENR KSSIIRMRD VVLFEKKVYL SECKTGNGKN YRGTMSKTKN

121 141 161
GITCQKWSST SPHRPRFSPA THPSEGLEEN YCRNPDNDREPWCYTTDPE KRYDYCDILE

181 201
CEEECMHCSG ENYDGKISKT MSGLECQAWD SQSPHAHGYPSKFPNKNLK KNYCRNPDRE

241 261 281
LRPWCFTTDP NKRWELCDIP RCTTPPPSSG PTYQCLKGTENYRGNVAVT VSGHTCQHWS
301 321 341
AQTPHTHNRT PENFPCKNLD ENYCRNPDGK RAPWCHTTN®VRWEYCKIP SCDSSPVSTE
361 381 401
QLAPTAPPEL TP\X/QDCYHG DGQSYRGTSS TTTTGKKCQS WSSMTPHRHQ HKAWYPNAG

421 441 461
LTMNYCRNPD ADKGPWCFTT DPSVRWEYCN LKKCSGTEASVYAPPPVV L _PDVETPSEED
481

CMFGNGKGYR GKRATTVTGT PCQDWAAQEP HRHSIFTPETNPRAGLEKNY CRNPDGDVGG

541 561 581
PWCYTTNPRK LYDYCDVPQC AAPSFDCGKP QVEPKKCPGR/VGGCVAHPH SWPWQVSLRT

601 621 641
RFGMHFCGGT LISPEWVLTA AHCLEKSPRP SSYKVILGAHQEVNLEPHVQ EIEVSRLFLE

661 6%3 701
PTRKDIALLK LSSPAVITDK ACLPSPN YVVADRTECFITGWGETQGT FGAGLLKEAQ

721 741 761
LPVIENKVCN RYEFLNGRVQ STELCAGHLA GGTDSCQGDSGGPLVCFEKD KYILQGVTSW
781 801

GLGCARPNKP GVYVRVSRFV TWIEGVMRNN

Abb. 44: Vergleich der Aminosauresequenzen derdstefiten Angiostatin-Formen. Abgebildet
ist die Aminosaurenfolge von humanem Plasminoghe fettgedruckten Angaben beziffern die
Aminoséuren zu Beginn der jeweiligen daruntegdstellten 10er Reihe (Leerzeichen am Be-
ginn jeder 10er Reihe). Diet unterlegten Buchstabestellen zwei alternative Anfange des her-
gestelltenuPA/SHD-ASdar, dierote Unterstreichungeigt die sequenzierte Aminosaurenfolge.
Blau hervorgehoben ist der Beginn des generigfleAS, dieblaue Unterstreichungymboli-
siert die nachgewiesene Sequenzabfolge. pipér unterlegte Buchstalmarkiert derStart der
Aminosaurenfolge_(pinkdesbei 14 kDA wandernden Proteider Elastase-Préparatigbriine
Buchstaben/Unterstreichungezeigen zwei nachgewiesene Anfangssequenzehldesinogen-
restes nach Elastase-Praparatigime

ist hervorgehoben. Bezuglich der Aminosdurennomenkiziéd
he Abkiirzungsverzeichnis.
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3.4. Angiogenese-Inhibitoren im ,Sprouting’Assay

3.4.1. Zyklisches RGD-Peptid und TGF-1

cRGD und TGF-1 wurden als potentielle Angiogenese-Inhibitoren im
SpA getestet. Das Wachstum der Sp wurde mit bF@kziert (100%-Wert).
TGF- 1 und cRGD reduzierten die Sp-Rate auf 26% bzw.(8Bb. 45). Die als
Gegenprobe verwendeten Pufferlésungen zeigten keimbitorische Wirkung
(TGF- 1-Puffer: 91%; cRGD-Puffer: 156%).

T cRGD
|***
TGF- 1 ek
bEGFE | cRGD-Puffer
TGF- 1-Puffer
1 || || ||
0 &N 100 150

~Sprouts” (% der Kontrolle)

Abb. 45: Einsatz von cRGD und TGH- und deren Pufferldsungen im Sp-Assay. Dasfaram
stellt Mittelwerte (+Standardabweichungen) aus Bgderimenten dar (in Duplikaten durchgeflhrt;
n = 6). Die Puffer-Lésungen wurden in einem &nmment parallel getestet (n = 2). Sternsymbole
geben signifikante Inhibition gegeniiber bFGF arnc((h001: ***).

Beim Einsatz verschiedener cRGD-Dosen vermindedténug/ml cRGD
die Sp-Entstehung um etwa ein Drittel. 1 pg/ml cRG&duzierten die
Angiogenese-Rate auf 27%, 5 und 10 pg/ml cRGD ijswauf 10% des
Ausgangswertes (100%). TGH- bewirkte ab der Dosis von 1,0 ng/ml eine
Inhibition der Sp-Bildung auf 57%. Mit der hochstgetesteten Dosis (40 ng/ml
TGF- 1) lieR sich eine Sp-Rate von etwa einem FinfteB%)L des

Ausgangswertes messen (Abb. 46).
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Abb. 46: Dosis-Wirkungsexperiment mit und TGF- 1 bei Stimulation der BREC
mit bFGF. Das Diagramm zeigt Mittelwerte (+/- Starghbweichungen) aus zwei in Du-
plikaten durchgefiihrten Experimenten (n = 4). &ém GF- 1-Konzentration von 0,5
ng/ml und 40 ng/ml gilt n = 2. Signifikantes Abwken der Werte vom bFGF-Ausgangs-
wert ist durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und **{p < 0,001) angezeigt).

,Sprouts” (% derKontrolle)

Beim parallelen Funktionstest (jeweils 10 pg/minwaRGD mit linearem
RGD-Peptid (linRGD) und linearem RGE-Peptid (linRGRhibierte cRGD die
bFGF-induzierte (100%) Sp-Entstehung auf 8% un®@D auf 28%. lINRGE
(91%) beeinflusste die Ausbildung der Sp nichh#igant (Abb. 47).

linRGE H
inRGD | *
bFGF+ cRGD [+
|| 1 1
0 50 100

»Sprouts” (% derKontrolle)

Abb. 47: Tests zur Spezifitéat der antiangiogerRRGD-Wirkung. Zyklisches und lineares RGD-
Peptid (cRGD; inRGD) wurden parallel mit dem sieteiner Aminoséaure unterscheidenden RGE-
Tripeptid bei bFGF-stimulierten BREC eingesetie Balken symbolisieren Mittelwerte (+ Stan-
dardabweichungen) aus zwei Experimenten (jeweBuplikaten, n = 4). Signifikante Verminde-
rung der Sproutrate gegeniiber bFGF durch * (p 8)aw. ** (p < 0,001) angegeben.

Die inhibitorische Potenz von cRGD lieR sich unaighg von den
Stimulationsbedingungen (bFGF, VEGF, ECGF/H) repmeren. Bei
Stimulation der BREC durch ECGF/H blieb der erw&rtantiangiogene Effekt
durch TGF-1 aus. Es wurde in zwei Experimenten verschiedemez&ntrationen

von ECGF/H bei gleichzeitigem Zusatz von 10 ngl@lF- 1 getestet.
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Nach Stimulation mit ECGF/H (100% Bezugswert: isgch 5 ng/ml
bFGF) waren nach 24 h durch TGE-keine Anderungen der Angiogenese-
Aktivitat zu sehen (statistisch nicht signifikariehohung um 50%, 22%, 13%
und 22% gegenuber der Vergleichsrate bei 1,5; @/|1 15 pg/ml und 30 pg/ml
ECGF/H). Bei erneuter Auswertung nach 48 h entmettie TGF-1- Ansétze in
der 1,5 pg/ml ECGF/H-Konzentration anscheinend nabr(143% gegenuber
66% Sp bei Fehlen von TGR). Die statistische Uberpriifung ergab dabei einen
errechneten t-Wert knapp unterhalb des Signifikereaus bei n = 4. Fir die
verwendeten héheren ECGF/H-Konzentrationen (7,5uddb 30ug/ml ECGF/H)
ergaben sich in An- bzw. Abwesenheit ebenfalls &estatistisch signifikanten
Unterschiede (179 gegenuber 95% Sp, 178 % gegerdidd® Sp und 171%
gegenuber 151% Sp — siehe Abb. 48).

% 200 200
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ECGF/H (pg/ml)

Abb. 48: Dosis-Wirkungstests mit ECGF/HAbbwesenhei(blaue Kurvenund Anwesenheit von 10

ng/ml TGF- 1 (rote Kurven)Linke Bildhéalfte zeigt Mittelwerte (+/- Standatgaeichungen) nach 24 h
und rechte Bildhéalfte nach 48 h Versuchsdauer. Dsited in zwei Experimenten ermittelt (n = 4), da-
bei gilt fur die 7,5 und 15 pg/ml ECGF/H-Werte 2 £Mittelwerte +/- durchschnittliche Abweichung).

Die zwei AS-Formen und Kringle 5-Fragment wurden $timulation mit
3-5 ng/ml VEGF in 0,5% FBS-haltigem Medium untetsudls Kontrollinhibitor
verringerte cRGD (6%) den Sp-Wert auf ein Niveaas dinterhalb dem der
unstimulierten Kontrolle lag (13%). Weder uPA/SHIZA108%), El.-AS (119%)
noch Kringle 5-Fragment (111%) verringerten dieFSyie (Abb. 49).
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Abb. 49: Funktionstests mit den AS-Varianten undngfe 5-Fragment im SpA nach Stimulation mit
VEGF in 0,5% FBS. Applikation von cRGD als Kontsabstanz. Im Diagramm sind die Mittelwerte
(+ Standardabweichungen) aus zwei in Duplikatecltygfihrten Experimenten (n = 4, fur uPA/SHD-
AS gilt n = 2) dargestellt. Signifikante Inhiliti durch *** (p < 0,001) im Vergleich zum VEGF-An-
satz angegeben.

Die gleichen Substanzen wurden bei veranderten ykesalitionen
getestet (Stimulation mit 5 ng/ml bFGF in 0,5-5985). Der unstimulierte
Ansatz zeigte keine relevante Sp-Rate , die Inbiitdurch cRGD (11%) war
hoch signifikant vorhanden. Bei Einsatz von uPA/SA® (105%), EIl.-AS
(109%) und Kringle5-Fragment (113%) wurden Sp-Ra@gmielt, die nicht
signifikant von dem Wert der bFGF-Stimulation (1008bwichen (Abb. 50).

TKringle5-Fragm.

El.-AS
bFfF UPA/SHD-AS
cRGD .

I T T T T
0 25 50 75 100

~Sprouts” (% der Kontrolle)
Abb. 50: Einsatz der AS-Varianten und Kringl&gment im SpA nach Stimulation mit bFGF
in 0,5-5% FBS. CRGD diente als Kontrollinhibit@ras Diagramm stellt Mittelwerte (+ Standard-
abweichungen) aus drei in Duplikaten durchgefihBeperimenten (n = 6). Durch *** (p < 0,01)
wird signifikante Inhibition im Vergleich zum VEGAnsatz angezeigt.

Bei weiterer Modifikation der Assaydurchfiihrungif@tlation mit bFGF in 0,5%
FBS, Sp-Induktion mit VEGF in 5% FBS, Verwendungnvd&CGF/H,
Auswertung nach langeren Zeitrdumen, Zugabe vonFokGder Dosis von
1ng/ml) waren keine prinzipiellen Abweichungen vden gezeigten Resultaten
zu sehen. Im Dosis-Wirkungsexperiment zeigtededer getesteten Dosen der
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Angiostatine einen signifikanten Effekt auf die Aogenese der BREC, wéhrend
das als Kontrolle applizierte cRGD inhibitorischrAbb. 51).

T e e

Angiostatine (pg/ml)
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Abb. 51: Dosis-Wirkungsexperiment mit Angio-
statin-Formen im Sp-Assay. Das Diagramm oben bFGF
zeigt die Mittelwerte (+/- Standardabweichungen)

eines Experiments (n=3 fur EL-AS; n=4 fu

UPA/SHD-AS). Getestet sind uUPA/SHD-AS (rot, —

A)und EI.-AS (blal ). Im Diagramm resh I r

zeigt cRGD bei paralleler Testung eine signifikan- 0 50 100

te Reduktion der Sp (*: p <0, 05) . i Sprouts" (% der Kontrolle)

Der Einsatz der Endostatin (ES)-Formen im SpA gtéokunachst in 0,5%
FBS bei VEGF-Stimulation (3 - 5ng/ml). Als Kontrelldienten die Werte der
unstimulierten (20%) und der cRGD-behandelten (IBREC. Keine der
untersuchten ES-Formen veranderte die Sp-Rate okei(Abb. 52).

kurzes ES —_—
VEGE kurzes ES
+ langes E
cRGD [ ***
I | | | | |
C 25 50 75 100 125

~Sprouts” (% der Kontrolle)

Abb. 52: Einsatz verschiedener Endostatin-Formé) ¢(&ach Stimulation mit VEGF in 0,5% FBS. cRGD
parallel getestet. Dargestellt sind die Mittelwgrt&tandardabweichungen) aus drei in Duplikatem ode
Triplikaten durchgefiihrten Experimenten (n = 7; Kurzes ES 2 gilt n = 4). Durch *** (p < 0,001} is
eine signifikante Hemmung im Vergleich zum VEGFsAtz kenntlich gemacht.
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Bei bFGF-induzierter Angiogenese in 5% FBS war wellgch langes ES
(106%) noch bei Zusatz der kurzen ES-Formen (1112.bl06%) eine
inhibitorische Wirkung zu beobachten. cRGD vererg die Sp-Entstehung auf
11% des bFGF-Ansatzes (100%, Referenzwert - Abp. 53

T kurzes ES

kurzes ES
bF+GF langes E
cRGD ™

1 | 1 | | 1
0 25 50 75 100 125
~Sprouts” (% der Kontrolle)
Abb. 54: Tests mit Endostatin-Formen im SpA nacBBFstimulation in 5% FBS (cRGD als
Kontrollinhibitor). Die Graphik zeigt MittelwerterStandardabweichungen) aus drei in Duplika-

ten durchgefiihrten Experimenten (n = 6; flir kuiz8s2 gilt n = 4). Signifikante Inhibition ist
durch *** (p < 0,001) kenntlich gemact

Bei veranderten Stimulationsbedingungen (wie beikEionstests mit AS;
s.0.) wurde auf antiangiogene Potenz von ES untbts Im Dosis-
Wirkungsexperiment wichen sowohl bei kurzem ES (89890, 103%) als auch
bei langem ES (89%, 92%, 115%) die Sp-Raten n#ighifikant von der
ECGF/H-stimulierten Kontrolle ab (100%, ReferenzijvesRGD (30%) diente als
Kontrolle (Abb. 54).

1251

ECGF/H
75" +cRGD

ECGF/H

1 I 1
0 01 1 0 50 100
Endostatin (ug/ml) Sprouts (% d. Kontrolle)

»Sprouts” (% der Kontrolle)
a1
o

Abb. 54: Dosis -Wirkungsexperiment mit langem ESi(g@ ) und kurzem ES (ra#, )nach Stimu-
lation mit ECGF/H im SpA. Das Diagramm links zéldittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus
zwei in Dupilkaten durchgefiihrten Experimenten 4). Im Balkendiagramm rechts sind die Kon-
trollen dargestellt: cRGD, unstimulierte BREC. $figante Inhibition durch ** (p < 0,01) angezeigt.
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Erganzende Dosis-Experimente wurde mit ES-Formen Stienulation
durch VEGF und bFGF unternommen, ohne dass abweleheResultate

beobachtet wurden (nicht gezeigt).

3.4.3. Einfluss von Angiostatin und Endostatin auProliferation von BREC

AS und ES wurden im Proliferationsexperiment eieggs Als 100% -
Bezug wurde die Wachstumsrate unstimulierter BREfgedasst. Weder EI.-AS,
uPA/SHD-AS noch Kringle 5 — Fragment bewirkten #igante Veranderungen
der Zellzahl (106%, 121%, 101%). Auch die lange F6®m und die zwei
Varianten des kirzeren ES beeinflussten die Pratifensrate unstimulierter
BREC nicht (114%, 108%, 94%). TGH-verringerte das Zellwachstum auf 58%
und cRGD auf 76%. bFGF wirkte proliferationsversgixd und erhdhte die
BREC-Zahl auf 186%. TGF1 (84%) und cRGD (116%) zeigten in Anwesenheit
von bFGF eine deutliche Hemmung des EZ-Wachstuntl.-AS (225%),
UPA/SHD-AS (226%) , Kringle 5-Fragment (206 % gandes ES (191% und die
kurzen ES-Formen (180% und 195%) blieben ohne E{f&lib. 55).

kurzes ES2
kurzes ES
langes ES
Kringle5-Fragm.
uPA/SHD-AS
El.-AS

TGF- 1
cRGD

| | | | |
0 50 100 150 200
Proliferation (% der Kontrolle)

Abb. 55: Endostatin-Formen (ES), Angiostatin (AS)rMinten und Kringle 5-Fragment wurden
bei Stimulation mibFGF (rote Balkenlind bei unstimulierten BREC (griine Balkeggtestet.
TGF- 1 und cRGD wurden parallel appliziert. Als Verglesavert (100%) wurde das Wachstum
unbehandelter Zellen angesehen. Das Diagramm lgdiigiwerte (+Standardabweichungen) ei-
nes in Triplikaten durchgefuhrten reprasentativ@pegiments (n = 3). Sternsymbole zeigen sig-
nifikante Hemmung gegeniber der bFGF-Stimulasiorf* : p < 0,05; **: p < 0,01).
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In Dosis-Wirkungsuntersuchungen wurden EL.-AS umAABHD-AS in
Proliferationsexperimenten mit BREC eingesetzt. erwendeten EI.-AS-
Konzentrationen von 1 pug/ml (94%), sowie 5 (87%9),(29%), 15 (92%) und 20
ng/ml (117%) verédnderten das Wachstum unstimulieBREC (100%) nicht
signifikant. bFGF-Stimulation erhdhte das BREC-Wsiam auf 256%. Auch
hier erzielte keine der eingesetzten El.-AS-Konzgitnen Effekte. Ein &hnliches
Bild ergab sich in Funktionstests mit uPA/SHD-ASegéniiber dem Wert der
unstimulierten Kontrolle (100%) blieb jede der awgedeten Dosen (1, 5, 10, 15,
20 pg/ml) ohne Einfluss (106%, 109%, 108%, 108%(%) Auch bei bFGF-
behandelten BREC erzielten die genannten uPA/SHEKARzentrationen
Wachstumsraten, die um den Referenzwert (280%) ackien (Abb. 56).
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Abb. 56: Dosis-Wirkungsexperiment miP A/SHD-Angiostatin (blauyind Elastase-Angiostatin (rot)
bei Proliferation unstimuliertef &, ) und bRGfmulierter @ A ) BREC. Darstellung derittel-
werte (+/- Standardabweichungen) eines in Tripikadurchgeflihrten Experiments (n = 3).

Langes und kurzes ES wurden in Konzentrationen0464 bis 1,2 pg/ml
im Proliferationsexperiment untersucht. UnstimuéeBREC (100%) wurden
weder durch langes ES (93-98% des Referenzwertes) durch kurzes ES (86-
102% des Bezugswertes) signifikant in ihrer Wadmstate beeinflusst. Nach
bFGF-Zusatz erhéhte sich die Proliferation auf %65anges ES zeigte keinen
Effekt - in den eingesetzten Konzentrationen ergsibh ein relatives
Zellwachstum, das zwischen 163 und 182% schwankteDosisexperiment mit
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kurzem ES war der Bezugswert der bFGF-Stimulatio#?4. Bei Einsatz von ES
ergab sich eine Wachstumsrate von minimal 154% ((@/ml kurzes ES) bzw.

157% (4 pg/ml kurzes ES) - siehe Abb. 57.
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Abb. 57: Dosis-Wirkungsexperiment ritngem ESgrin) undkurzem ES1 (rotpei Proli-

feration unstimulierted ©, ) und bFGF-stimttigr (@ ® ) BREC. Darstellung der Mittel-
werte (+/- Standardabweichungen) eines in Tripdikadurchgefiihrten Experiments (n = 3).
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3.4.4. Wirkung der Angiostatine und Endostatine auHUVEC-Proliferation

Die Wirkung der Angiostatine, von Kringle 5-Fragmesowie der
Endostatine auf die Proliferation von HUVEC wurdetarsucht. Dabei erfolgte
ihr Einsatz bei bFGF-stimulierten und unstimuliartesUVEC. Als Referenzwert
wurde die Wachstumsrate unstimulierter HUVEC anigese(100%). Keine der
getesteten Substanzen verringerte die Proliferatie unstimulierter HUVEC,
die gemessen relativen Werte schwankten zwischdruh@ 114%. Bei erfolgter
bFGF-Stimulation erhdhte sich die Zellzahl auf 188%eder EI.-AS (170%),
UPA/SHD-AS (183%), Kringle 5-Fragment (177%) noahdes ES (195%) oder
kurzes ES (177%) wirkten signifikant antiprolifavaauf HUVEC (Abb. 58).
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Abb. 59: Im Proliferationsexperiment mit HUVEC werddie verschiedenen Endostatin-Form-
en, die Angiostatin-Varianten sowie das Kringleragment getestet. Gezeigt sind die Mittelwerte
(+Abweichungen) eines reprasentativen Experiméitsroten Balkersymbolisieren bFGF-Stimu-

lation. Die schwarze Balken zeigen unstimulierte\HBC. Unstimulierte HUVEC ohne jegliche
Testsubstanz dienten als Referenzwert (100%).
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4. Diskussion

4.1. Charakterisierung der BREC

Bei der Erstbeschreibung von in vitro Angiogeneseirde Wert auf die
eindeutige Charakterisierung der verwendeten ZalsnEZ gelegt (Folkman J
und Haudenschild C, 1980). Dies geschah, um Angiege als Phdnomen
isolierter EZ-Aktivitdt nachzuweisen, das unabhgngon anderen Gefaliwand-
bildenden Zellen wie glatten Muskelzellen, Perinytend Fibroblasten stattfinden
kann. Einige Veroffentlichungen zeigen, das auathtréndotheliale Zellen Sp
ausbilden kénnen, die mit EZ-Sp verwechselt welktimen (Brown et al., 1996
und Nehls et al., 1994). Insbesondere glatte Musieh der Gefallwand kénnen
Sp-artige Strukturen ausbilden. Es wurde in deliegenden Arbeit Wert auf die
Charakterisierung der verwendeten Zellen als EZgiel die mikroskopisch,
durch  Proliferationsversuche mit typischen Wachsfaktoren und
immunzytochemisch vorgenommen wurde. Morphologisehd durch ihr
Wachstumsverhalten prasentierten sich die BRECE&s indem sie die fur
mikrovaskuldre EZ typische inselartige Proliferaticeigten und sich bei
Konfluenz im bekannten Kopfsteinpflaster-Mustergendtierten (Folkman et al.,
1979). Mikroskopisch wiesen die Petrischalen keingesentlichen
Kontaminationen mit anderen Zellen auf.

In Proliferationsexperimenten fihrten bFGF und def-spezifische
VEGF zu einem signifikant gesteigerten BREC-WaatmstAls gut definierte EZ-
Mitogene zeigten bFGF und VEGF damit die erwar®@tekung. Fur TGF-1 liel3
sich eine antiproliferative Wirkung nachweisen (V\@haudhury and D’Amore,
1991). Durch Nachweis des VWF und von CD31 in #afivierten BREC
bestatigte sich  deren  endotheliale  Herkunft.  Durclgleichzeitige
Zellkernanfarbung konnte demonstriert werden, desssich um weitgehend
Kontaminanten-freie Kulturen handelt, da keine Mukiachweisbar waren, in
denen CD31-Detektion fehlte. Da Muskelzellen derféa@wand Sp-ahnliche
Strukturen ausbilden kénnen, erfolgte die immunayeamische Untersuchung mit
spezifischen, gegen Glattmuskelzell-Aktin gerichteAntikbrpern. Dabei ergab
sich kein Hinweis auf deren Vorhandensein in defeBRKulturen.
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Der Begriff der Kontext-abhé&ngigen Angiogenese besibt die Wirkung
angiogener Regulatoren in Bezug auf das Milieugindsie eingesetzt werden
(Mandriota und Pepper, 1997). In vitro Angiogenbtzdelle bieten gegeniber in
vivo Experimenten die Moglichkeit einer differenzen Kontextbeschreibung.
Aufgrund der genannten Experimente sind die BREL Kaddntaminanten-arme
EZ-Kultur charakterisiert, damit ist der Kontext diieser Hinsicht gut definiert.
Im Rat Aorta Ring Assay und ahnlichen Testsystelfvgh Parish et al., 1996)
sind im Anschluss an jede erfolgte Stimulation piprell aufgrund der
Heterogenitat des in die Matrix eingebrachten Geasgebaufwéandige
immunzytochemische Zusatzexperimente erforderlislenn man den EZ-
Charakter der erfolgten Angiogenese-Antwort belegensill. Solche
zeitaufwandigen Zusatztests entfallen im hier vergden SpA und

unterstreichen seine Eignung als Angiogenese-Assay.

4.2 Etablierung des ,Sprouting’ Assay mit BREC

Die Praktikabilitat des SpA nach Nehls unter Vardieng von MS wurde
bisher nur fir bovine pulmonale EZ (Nehls und Didrahn, 1995), fur bovine
Nebennierenrinden-EZ (Koblizek, et al., 1998) und Her Schweine-Aorta
(Nehls et al., 1998) experimentell nachgewiesen. e Wverschiedene
Veroffentlichungen der letzten Jahre zeigen, ist®i&tz “Endothel ist Endothel”
nicht haltbar (Williams, 1993). Abgesehen von schoikroskopisch und im
Wachstumsverhalten erkennbaren Unterschieden ddagsén sich individuelle
Merkmale fir EZ makrovaskularer, mikrovaskularerdukapillarer Herkunft
ausmachen. Durch ihre differenzierte Ausstattung Wiachstumsfaktoren,
Proteasen und Rezeptor- und Adhasionsproteinebtesigh fiir verschiedene EZ
ein potentiell sehr verschiedenes Verhalten in, sittKultur und damit auch in
funktionellen Assays (Camera et al.,, 1998; Mutinakt 1997; Sheibani und
Frazier, 1998; Vailhe et al., 1998). Es wurde ggizedlass unter identischen
Assaybedingungen bovine aortale EZ durch bFGF pdA&bildung stimuliert
werden konnten, wahrend der Faktor bei humanenawdgkularen EZ keinen
Effekt zeigte. Als Ursache wurde die stark unteiesdiiche Induzierbarkeit der
EZ-Proteasen benannt (Abe et al., 1993). Zinkl.etl@monstrierten 1995, dass

EZ vom selben Individuum in vitro deutlich versahémes Verhalten zeigen
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konnen, je nach Organ, aus dem sie isoliert wurBémn.modulierende Rolle der
Extrazellularmatrix bei der Auspragung des EZ-Pljre ist dabei mehr und
mehr in den Blickpunkt gerlickt (Madri und Pratt38&9Madri et al.; 1988; Ingber
und Folkman, 1989).

Die Experimente der vorliegenden Arbeit demonstne die
Verwendbarkeit von BREC im SpA nach Nehls. Die Aaagsder Zellen auf die
MS stellt einen sensiblen Zwischenschritt dar, @aBREC nach vier Stunden als
Ausdruck einer inkompletten, vulnerablen MS-Hafturmgoch gerundete
Morphologie aufweisen. Dabei bestehen Parallelenilmem Wachstum in
Zellkulturschalen. Auch dort war eine befriedigertdaftung der Zellen oft erst
nach mehreren Stunden zu beobachten. Mdglichernmskngt die Wirkung
solcher nicht-permanenter Matrixbindungskrafte whe langsame Ausbildung
permanenter Zellbindungen das besonders hohe argiogotential von BREC,
das sich im MS-SpA zeigte (s.u.). Die zuverlassigusierbare Sp-Bildung steht
in sehr gutem Kontrast zur Negativkontrolle. Als Srden nur zellulare
Prozesse mit einer Mindestlange von 150um gewddieser Definition liegt die
Uberlegung zugrunde, dass Sp als Angiogenese-Aguitvamultizellulare
Strukturen sein mussen. Anderenfalls handelte es sm zytoplasmatische
Auslaufer oder migrierende Endothelzellen. Dasdfntm der Plurizellularitat ist
ab der genannten Lange gegeben (Nehls et al., 1995)

Parallel im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgenmmne Experimente,
den SpA mit HUVEC und bovinen kapillaren Hirn-EZ etablieren, schlugen
fehl. Dies bestatigt erneut die Divergenz von R@seh mit verschiedenen EZ-
Typen in vitro, auf die bereits hingewiesen wordgnAbe et al., 1993). In vitro-
Modelle, die nur die Proliferation bzw. Migratioroiv EZ analysieren, erfassen
nur Teilspekte der Angiogenese (Jain et al., 19%&. konnte demonstriert
werden, dass Gefal3bildung in vitro auch ohne FRmlifon auftreten kann
(Sholley et al., 1984).

Nehls und Drenckhahn zeigten 1994, dass EZ-Migmatind Ausbildung
von Sp als ungleichsinnige Prozesse aufgefasstemekdnnen, da Fibronectin-
Zusatz zur Fibrinogenmatrix die Migration von EZnrmate, aber gleichzeitig die
Sp-Entstehung forderte. Bei der Sp-Entstehung imgd§8itzten Assay muss
EZ-Migration auftreten, da die Sp in zuvor kompletilfreier Matrix auftreten.

Die Ausbildung von Interzellularkontakten in Sp#turen und die veranderte
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Matrix konnen jedoch offensichtlich die Migratioreiterer EZ verhindern bzw.
deren Migration in Richtung der sich ausbildendem I8nken (Nehls und
Drenckhahn, 1994). Diesem Verstandnis zufolge Hhéandes sich bei

Migrationsassays um relativ undifferenzierte Angingse-Modelle, die wichtige
Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktion nicht erfagn.

Im SpA mit BREC ist die Komplexizitdt angiogeneroPesse mit
Proteolyse der Extrazellularmatrix, Migration, Rfesfation, Ausbildung
mehrzelliger Sp mit Lumina und die Verzweigung @&p-Auslaufer und ihre
Vernetzung miteinander gegeben. Zwar wurde in ini8&adien der Sp-Bildung
durch BREC der Anteil der Proliferation und Projs®l am angiogenen
Geschehen nicht direkt nachgewiesen. Aufgrund degpmologischen Aspekts
mit seiner Vielfalt an Sp und deren Ausdehnung m@dsch ihre Beteiligung an
den Spatstadien gefordert werden.

Wie weiterhin die Anwesenheit von mehreren Nukiteidarhalb einer Sp
beweist, handelt es sich bei den schon nach 24 benbachtenden Sp um
multizellulare Strukturen. Damit ist ein wesentkshKriterium an den Assay als
Modell physiologischer Angiogenese erflllt. Mehtged Sp erfordern im
Gegensatz zu zytoplasmatischen Vorschilben einzelb&omplexere Zell-Zell-
Kommunikation. Phagozytose, Vakuolenbildung und ptpse sind beschriebene
Mechanismen bei der Entstehung von Sp (Meyer £1897).

bFGF ist hauptverantwortlicher aF des initial vendeten
~Stimulationscocktails®. Auch fur VEGF lie3 sich ¢ta 48 h eine angiogene
Wirkung feststellen. Der TNF- erhéhte weder bei kombinierter noch bei
isolierter Applikation die Sp-Zahl. In Dosis-Wirkgsexperimenten erreichten
sowohl bFGF als auch VEGF bereits mit 5ng/ml daskWaximum. Dies deutet
auf die Spezifitat der bFGF- bzw. VEGF-Wirkungem. Vergleich mit anderen in
vitro Angiogenese-Modellen bestéatigt sich das imiiell differenzierte
Ansprechen von EZ verschiedener Herkunft auf Sgetirde Stimuli. Bei
bovinen pulmonalen EZ erfolgte die Sp-Induktion aturdeutlich hdhere
Konzentrationen von bFGF (30 ng/ml) und VEGF (10§/md) (Nehls und
Drenckhahn, 1995). Identisch hohe Dosen von ausfiith kombiniert
angewendeten VEGF und bFGF waren im Modellsysteinhoninanen Retina-

Explantaten notwendig (Knott et al., 1999).
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Gefal3praparate aus humaner Plazenta entwickeltégr @0%-Serum-
Anteil im Medium eine sehr ausgepragte spontaneidgemese (Brown et al.,
1996). Im Gegensatz dazu zeigten humane mikrovaskZ in einem sekundar
3-D Assay nur dann eine angiogen bedingte Invagien unterliegenden
Fibrinmatrix, wenn neben bFGF (100 ng/ml) und VE®GB ng/ml) gleichzeitig
TNF- (4 ng/ml) zugegeben wurde (Koolwijk et al.,199B)eser synergistische
Effekt von TNF- trat im BREC-SpA nicht auf und deutet - ebense die
vorgenannten Unterschiede zwischen einzelnen Assays auf die
Kontextabhangigkeit angiogener Regulatoren. Dewusfallende Vergleiche
verschiedener Assays hinsichtlich der mit ihnenedtem Ergebnisse sind weder
neu noch Uberraschend (vgl. Jain et al., 1997).nDem folgt daraus, dass die
Allgemeingultigkeit angiogener Mechanismen und ewindere potentieller
Therapieprinzipien nicht a priori angenommen werdknf, sondern fir den

betreffenden Kontext nachgewiesen werden muss.

4.3. Vorteile des BREC- ,Sprouting’ Assay

In vivo lauft Angiogenese unter 3-D Bedingungen Zbnehmend wird
die Ubertragbarkeit von zweidimensionalen 2-D Amgioese Assays in Frage
gestellt (Goto et al., 1993; Madri et al, 1988; Mebnd Drenckhahn, 1995;
Scherberich und Beretz, 2000; Vernon et al., 1984jiams, 1993). Da die
meisten unserer Erkenntnisse Uber EZ-Funktion a3 Rssays stammen
(Williams, 1993), besteht ein Bedarf an 3-D Systemk den letzten Jahren
haben die Bemuhungen zur Etablierung von in vitnogidgenese Modellen
zugenommen (Benelli und Albini, 1999; Brown et 41996; Chen et al., 1997;
Hata-Sugi et al., 2002; Vailhe et al., 1998; Vernma Sage, 1999). Unter den 3-
D Angiogenese-Modellen ist bisher nicht zwischemmgrer und sekundéarer
Dreidimensionalitat differenziert worden. Die hé@di verwendeten Assays sind
nur sekundar 3-D, dabei werden EZ zunachst auf €mB.) Fibrin- oder
Collagenmatrix ausgesat , die sie nachfolgend umtesbildung von Sp
Jnfiltrieren” (Koolwijk et al., 1996).

Der hier vorgestellte Versuchsaufbau ist primar ,3da die EZ vom
Moment der Fibrinogen-Inkorporation an von Matmis@ zum kleineren Teil von

der Mikrosphare) umgeben sind. Neuere Publikatiomeisen darauf hin, dass EZ
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signifikante Unterschiede in der Expression von @glansmolekilen zeigen, je
nachdem ob sie auf oder in eine bestimmte Matmgedracht werden (Feng et
al., 1999). In Bezug auf physiologisch auftreteahgiogenese sind primar 3-D
Assays vergleichbarer und damit besser Ubertragbag. ,Spharoid-Assays*

werden als 3-D Angiogenese Modelle beschrieben, denen auch

Kokulturexperimente zwischen EZ und glatten Musé&ién durchgefuhrt werden
konnen (Korff et al., 2001). Die Quantifizierbarkgbn Angiogenese Assays ist
ein kritisches Qualitatsmerkmal (Guedez et al.,2QIin et al., 1997). In 2-D
Modellen bilden sich die Sp auf einer EZ-Schichg.dda die Sp sich somit ober-
oder (bei sekundar dreidimensionalen Systemen)rhaite einer préaformierten
EZ-Schicht ausbilden, ist die Quantifizierung sobng (Williams, 1993).

Bei Verwendung von Mikrosphéren im gezeigten Assasultiert eine
sehr klare Unterscheidbarkeit zwischen praexistentand sich neu
herausbildenden Strukturen. Damit kann die qudaéaAuswertung auf elegante
Weise und ohne die Notwendigkeit komplizierenderld&ialysesysteme
vorgenommen werden. Die Geschwindigkeit der SptBifglim Assay mit BREC
weist dessen gute Eignung als Screeningmodell &ktdfen mit Angiogenese-
regulierenden Eigenschaften aus. Schon nach 2édinis Auswertung maoglich.
Bei Verwendung von bovinen pulmonalen EZ und Zeden Schweine-Aorta im
MS-SpA war die Quantifizierung erst nach 72 h mégl{Nehls und Drenckhahn,
1995; Nehls et al.,, 1998). In anderen beschriebenpeamtitativen, primar 3-D
Assays betragt dieser Zeitraum 5 Tage (Nicosia @tishetti, 1990) oder ein bis
drei Wochen (Brown et al., 1996). Gleichzeitig ziglie Sp eine befriedigende
Langlebigkeit von 1 bis 2 Wochen, die jedoch vomh&@tan FBS im Medium
beeinflusst wird. Daher kdnnen auch Effekte untenswerden, die Spatstadien
der Angiogenese oder die Uberlebensfahigkeit dereSffen.

Die Durchfuhrbarkeit des BREC-SpA im serumarmen .bZmeien Milieu
ist ein Vorteil. Unbekannte Testsubstanzen entialbedglicherweise nur in
Anwesenheit von Co-Faktoren bzw. in Abwesenheit Vamagonisten ihre
angiogene bzw. antiangiogene Aktivitat. Serum k#&uwmFaktoren, aber auch
Antagonisten der Angiogenese enthalten. Im BREC-SigR sich bei allen
getesteten FBS-Konzentrationen eine Sp-BildungZietan. Die Steigerung des
Serum-Gehaltes fuhrt zu einer Vermehrung der Sp. (Ngosia et al, 1990),

jedoch unterliegt diese Wirkung einer Sattigung. $imne einer Eignung als
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schnelles, zuverlassiges Screeninginstrument weisah 24 h besonders die
0,5% und 5% FBS-Varianten Uberzeugende Differerzxgschen unstimulierten

und stimulierten Zellen (jeweils ca. 500-facher Warach Stimulation).

Zusatzliche Auswertung nach 48 h zeigt insbesontlerelie 5% FBS-Ansatze
mit etwa 2500-facher Sp-Bildung gegentiber der Nelgantrolle ein breites

Fenster zur Evaluation von Substanzen mit gerikgiekpotenz.

Auch die Experimente in 0,5% FBS konnten aufgrumd deutlichen
Kontrastes zwischen unstimulierten und stimulielBREC Uberzeugen. Da die
Erh6hung auf 10% FBS die Sp-Antwort eher abschwathverstéarkt, erscheint
der routinemalige Einsatz dieser Konzentrationtrsaimvoll. Dies gilt auch fur
die serumfreie Variante. Sie liefert zwar nach 48signifikante Resultate.
Allerdings sind die Differenzen zwischen unstimdik& und stimulierten
Ansatzen deutlich geringer als bei den Gbrigen kibestitionen. Unterschiedliche
FBS-Chargen mit potentiell in variabler Menge attdnen aF kénnen die Sp-
Bildung verandern. Insofern sind in vitro AngiogeaeAssays, die einen sehr
hohen FBS-Gehalt voraussetzen, methodisch unterlegis heute gibt es nur
sehr wenige Assays, in denen eine Angiogenese-timaukbei 0% Serum
beschrieben ist (Brown et al., 1996 und Nicosialgt1990). Die Variabilitat des
FBS-Anteils unterstreicht die besonders gute Eigniles BREC-SpA.

4.4. Der BREC-,Sprouting’ Assay als Modell retinale Angiogenese

Insbesondere durch den Erkenntniszuwachs in dgio§enese-Forschung
der letzten Jahre ergeben sich neue Perspektivefrideeitigen Therapie von
Augenerkrankungen mit pathologischer GefaRveramdeftiammes et al., 1996;
Cursiefen und Schénherr, 1997). Aufgrund der Vexugry von retinalen EZ
kann der hier vorgestellte Assay als Modell flinae Neovaskularisationen bei
diabetischer Retinopathie, Frihgeborenen-Retingpatimd altersassoziierter
Makulopathie dienen. Gegenluber anderen in vitro éfled vaskularer
Retinopathien hat der BREC-SpA mehrere VorteilehBisdelt es sich um einen
primar 3-D Assay. Ein kirzlich ebenfalls vorgegdedl 2-D Modell zur
Erforschung von Retinopathien beinhaltet das Auss@éen BREC auf eine
Fibrinogenmatrix (Vailhe et al., 1998). Der Meclanus der Sp-Ausbildung

beruhte unter solchen 2-D Bedingungen auf eineiftfichigen Abldsung ganzer
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Zellverbande. Die dadurch entstandenen, als ,Laktmbezeichneten zellfreien

Areale wurden nach einiger Zeit von elongiertentemander in Kontakt

stehenden BREC umsaumt. Im betreffenden Assay whidenabbauprodukte

gemessen und als Indiz einer proteolytisch bedin§e-Entstehung gewertet, da
sie zeitgleich mit den elongierten BREC enstandéilifje et al., 1998). Da zur
gleichen Zeit massive Zellablésung stattfand, dieeh als Reaktion auf zu
exzessive (,suizidale") Proteolyse durch die abgielid EZ auftreten kann,
erscheint diese Interpretation fragwirdig. Die Utagbarkeit der Zellverlust-

bedingten Sp-Entstehung auf Angiogenese in sital wirgezweifelt (Boulton et

al., 1990). Zusatzlich sind primér 3-D Modelle autdm physiologischen Milieu

in der Retina vergleichbarer (s.0.).

Wie bereits ausgefihrt, kann Endothel unterschibdli Organ- und
Speziesherkunft in funktionellen Assays stark dpenende Resultate zeigen.
Insofern wéare der Einsatz von humanen retinalen d&8 beste in vitro
Testsystem, um potentielle Angiogenese-Hemmstaiféesten, deren geplantes
Anwendungsgebiet das menschliche Auge ist. Die &fgsig mit menschlichen
Retina-Zellen in gréReren Mengen kann jedoch probtesch sein. Als
aufwéandiges, aber qualitativ gutes Modell ist kigtzlein SpA mit menschlichem
Retina-Material vorgestellt worden (Knott et al999). In jenem System wird
komplettes Retina-Gewebe zwischen zwei verschiedebagen von Fibrin
eingebettet und durch bFGF- und VEGF-Stimulationr Z&p-Ausformung
angeregt. Gro3te Vorteile dieses Systems sind dsolegische Komplexizitat,
seine Dreidimensionalitdt sowie die Tatsache, dasssich um menschliches
Material handelt. Dadurch entfallen Ubertragbagmivbleme aufgrund von
Speziesunterschieden. Als Nachteile sind Schwierigk bei der Versorgung mit
Retinae, die lange Versuchsdauer (bis zu 14 d) died komplizierte, nur
qualitative Auswertung mit notwendigen Zusatzexpenten zur ldentifikation
der Sp als endotheliale Strukturen (Knott et &99). Der BREC-SpA wirde sich
mit diesem Modell gut erganzen, indem die Gultigken Resultaten mit bovinen
Zellen in ausgewdahlten Fallen dort Uberprift werdédnnte. Der
Speziesunterschied und die Verdnderung von EZ didmherfristige Kultur in
Petrischalen als Ubertragbarkeitsprobleme fallen hodell mit humanen

retinalen EZ weg.
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Unter den angiogenen Faktoren wird vor allem VEGRe ezentrale
Bedeutung bei der Entstehung retinaler Neovaslaataonen zugeschrieben (Lu
und Adamis, 2002; Wittmer et al., 2003). Fur VEGRdsDaten vorhanden, die
seine vermehrte Expression in der Retina nach hgpb&r Stimulation belegen
(Hata et al., 1995; Pe’er et al.,, 1995). Perizytegtinale EZ und retinale
Pigmentzellen sind als VEGF-Produzenten charalgetri§¢ Hata et al., 1995;
Sone et al.,, 1996). Erhdhte Glucose-Konzentrationgrd darauffolgender
Glucose-Mangel induzieren VEGF-Bildung ( Sone et2996). Durch chronische
Hyperglykamie entstandene Gykosylierungsendproduktieen durch vermehrte
VEGF-Ausschittung angiogen (Yamagashi et al., 19%p)hohte VEGF-
Konzentrationen sind in  Netzhauten von Patienténpathologischer retinaler
Angiogenese nachgewiesen worden ( Aiello et aB4i@damis et al., 1996).

Neben VEGF wird insbesondere die Bedeutung der
Fibroblastenwachstumsfaktoren (aFGF und bFGF)Afigiogenese am Auge
hervorgehoben (Cursiefen und Schonherr, 1997).nRleti Zellen (Zellen der
inneren Kdrnerschicht, Pigmentepithelzellen, Asgtem der Ganglienzellschicht)
sind zur Bildung von bFGF befahigt (Schweigererakf 1987; Zhang et al.,
1993). Kirzlich wurde der synergistische Effekt \awGF und VEGF auf retinale
Angiogenese in einem sekundar 3-D SpA beschrielsiei wurden die
Substanzen auch in Kombination mit ,Insulin-likeo@th Factor I' und ,Plateled-
derived Growth Factor’ appliziert (Castellon, 2002Auch in den hier
vorgestellten Experimenten zeigt sich ein koopeeatEffekt bei gleichzeitiger
Applikation von VEGF und bFGF. Die Stimulierbarkeier BREC zur Sp-
Ausformung durch bFGF bzw. VEGF im hier vorgeseglltAssay zeugt von der
pathophysiologischen Relevanz des Testsystems.

TNF- hat - wie bereits ausgefuhrt - im hier vorgestellModellsystem
keinen angiogenen Effekt. Demgegeniiber konnte nerei Angiogenese-Assay
mit humanen mikrovaskularen EZ, die aus der meigan Vorhaut gewonnen
wurden, eine erhdhte Rate an Sp durch KombinatownbFGF und VEGF mit
TNF- nachgewiesen werden (Koolwijk et al., 1997, vandBergh et al., 2001).
In Operationspréaparaten von Patienten mit pathedbgr retinaler Angiogenese
lieR sich in allen Féllen der Nachweis von VEGHr&n, wahrend TNF-nur in
etwa der Halfte der Félle detektiert werden kongAemstrong et al., 1999).

Diese Beobachtung konnte auf eine untergeordneteelBeng von TNF- fur
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retinale Angiogenese hinweisen. Hypoxische Stinsoligen jedoch in vivo fur
eine erhohte retinale TNFProduktion (Majka et al., 2002), so dass eine
fehlende angiogene Wirkung von TNFnaur fir das hier beschriebene Modell

retinaler Angiogenese (fur diesen Kontext, vgl.mb&onstatiert werden kann.

4.5. Einfluss von Fibrinogen im BREC-,Sprouting’ Assay

Der Einfluss der EZM auf Angiogenese ist seit Jalirekannt (Ingber und
Folkman, 1989; Madri und Pratt, 1986). Fibg wurde verschiedenen
Konzentrationen auf seine Fahigkeit untersucht, agiogene Aktivitdt der
BREC zu beeinflussen. Mit zunehmenden Fibg-Konagiamen liel3 sich die Sp-
Rate vermindern, die in der hdchsten getesteteg-Bilsis (4,5 mg/ml) nur noch
ein knappes Drittel des Ausgangswertes betrug.itSstallein die Variation der
Proteinkonzentration in einer weitgehend uniformbtatrix ein effektiver
Regulator der Angiogenese. Der Serumwert von Fibgagt beim Gesunden
zwischen 1,5-4 mg/ml. Die getesteten Dosen bewegih also im
physiologischen Bereich. Die relativ geringe Erhidnuder Fibg-Konzentration
auf das etwa 2,5-fache und die einhergehendeisbiastReduktion der Sp-Zahl
weist die EZ-Matrix-Interaktion als sensiblen Teiés Angiogenese-Kontextes
aus.

In Tumoren und Wunden ist ein perivaskulares Filigehectin-Gemisch
als potentieller Ausgangspunkt von Angiogenese Ine@féig zu beobachten
(Brown et al., 1988; Zacharski et al., 1983 ). Fkann aus verletzten Gefal3en
austreten bzw. sich aufgrund erhdhter GefaRpertidalpierivaskular anreichern.
Gesteigerte GefalRRdurchlassigkeit kann als Folge WBGF-Wirkung auftreten
(Bayless et al., 1998). Die Synthese von Fibg ddmgimorzellen ist beschrieben
(Simpson-Haidaris und Rybarczyk, 2001). Gesteige&efal3durchlassigkeit
wiederum kann als Folge von VEGF-Wirkung auftre{Bayless et al., 1998).
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Fibg veunicht von den regelmalig
in Spuren enthaltenen Fibg-Kontaminanten Fibronedfitronectin, Faktor XIII
und Plasminogen befreit. Allerdings sind diese afshysiologische
Begleitkomponenten des Fibg bei in situ ablaufensiegiogenese ebenfalls co-

lokalisiert.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen imtkast zu einer
Veroffentlichung, in der erhdhte Fibg-Mengen angiogwirkten. Vailhe et al.
berichteten 1998 Uber ein sekundéar 3-D in vitrot3esem, in dem BREC auf
eine Fibg-Matrix ausgesat wurden. Erst ab Konzéotran von 8 mg/ml Fibg
zeigten sie unter diesen Bedingungen angiogeneviédtii wahrend niedrigere
Fibg-Dosen mit Proteolyse-bedingter Zellablosunghergingen (Vailhe et al.,
1998). In jenem experimentellen Aufbau lieRe sith ekzessive Proteolyse als
fehldosierter und damit ,frustraner” Versuch der B&trachten, Angiogenese zu
initiieren . Nimmt man an, dass der Riickgang deZ&plen im hier vorgestellten
BREC-SpA auf verminderte proteolytische Wirkung emer dichteren Matrix
beruht, lassen sich die Resultate miteinander mkl&ng bringen. Gleichzeitig
unterstreicht die Diskrepanz der notwendigen Filogdéh die bereits diskutierte
notwendige Beriicksichtigung des Assay-KontextesUbereinstimmung mit den
hier prasentierten Resultaten wurde Uber eine Rexduller Anzahl von Sp durch
ansteigende Fibg-Dosis in anderen Experimentehteti(Vailhe et al., 1997).

In einer Kollagen Typ I-Matrix wirkt die Zugabe vdribrin (1mg/ml)
angiogen (Takei et al., 1995). Fibg-Adhasion vonvid&l durch V 3-Integrine
vermittelt (Cheresh etl., 1989; Vailhe et al., 1p9% 3 wird an Spitzen von Sp
exprimiert, wenn Sp in eine fibrinreiche Matrix spnossen (Clark et al., 1996). In
Kultivierungsexperimenten konnte nachgewiesen werdass humane mikrovas-
kulare EZ V 3-mRNA in vielfach héheren Konzentrationen pro@uoen, wenn
sie in einer Fibrinmatrix statt in einer Kollagenmrawachsen (Feng et al., 1999).
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dagsnRNA-Synthese von innerhalb
einer Kollagenmatrix wachsenden EZ deutlich nieglrigvar als die einer auf
Kollagen wachsenden EZ-Population (Feng et al..919Bies zeigt erneut die
notwendige Differenzierung zwischen 2-D und 3-D Aggnese-Assays hin.

Es sind mehrere Mechanismen beschrieben wordeoh diile die EZM
Angiogenese modulieren kann. Die EZM stellt zun&elrse strukturelle Barriere
dar, in die EZ je nach Ausstattung mit proteobtisn Enzymen unterschiedlich
gut eindringen konnen. Proteine der EZM sind dabei der Lage, die
proteolytische Potenz der EZ zu beeinflussen, inderProteasen konzentrieren
und der EZ prasentieren (Chavakis et al., 1998)e Eihnliche Depotfunktion
bzw. lokal gezielte Freisetzung durch die EZM istdits seit einigen Jahren fur
aF bekannt (Vlodavsky et al., 1991). Fibrin undg-kbnnen VEGF binden und
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damit die EZ-Proliferation regulieren (Sahni undarkgis, 2000). Rein
mechanische Eigenschaften fibrillarer Matrices sjidegweiser” angiogener
Aktivitat: Kinstlich erzeugte Spannungskrafte inreb einer Kollagenmatrix
dirigierten durch Ausrichtung der MatrixproteinesdAuswachsen entstehender
Sp (Korff und Augustin, 1999). Mechanische Eigerdtdn von Fibrinmatrices
regulieren ebenfalls Angiogenese-Aktivitat (Vaikteal., 1997; van Hinsbergh et
al., 2001). Fur Fibrinmatrices sind auch pH-bednsfrukturelle Veranderungen
als Einflussfaktor auf angiogene Aktivitat nachgesen (Collen et al., 1998 — vgl.
unten). Dartber hinaus sind - wie oben bereitstentdr EZ-EZM-Interaktionen
auf der Ebene der Integrine bekannt (Ruoslahti &Jai, 1997).

4.6. Thrombin-Effekte im BREC-,Sprouting’ Assay

Fur Thrombin wurden bereits angiogene Effekte besbbn (Van
Hinsbergh et al., 1987; Nehls und Herrmann, 1998). menschlichem
Tumorgewebe lasst sich ein erhdhtes Vorkommen vbronibin feststellen
(Zacharski et al., 1995). Thrombin dient zur Fiberstellung im BREC-SpA.
Erh6éhung der Thrombin-Dosen kann zu einer Zunahree $p-Rate durch
veranderte Matrixstruktur fihren (Nehls und Herrmanl996). In der
vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Dosen Thiomur Fibrinherstellung
eingesetzt. Thrombin wurde anschlieRend sofort lurirudin-Beigabe ins
,Equilibrationsmedium’ antagonisiert.

Es liel3 sich weder ein signifikanter angiogenechnein antiangiogener
Effekt  ansteigender Thrombin-Dosen bei  Matrixzugabéeststellen.
Demgegenuber ist fur bovine pulmonale EZ ein argieg Einfluss hoherer
Thrombin-Matrix-Konzentrationen beschrieben (Nehlsd Herrmann, 1996).
Wurde Thrombin im BREC-SpA dem Medium zugesetztgteees in hdoheren
Dosen nach 48 h eine Steigerung des Ausgangswaufegber das Dreifache.
Aufgrund der Resultate entfallt im BREC-SpA die WNenhdigkeit einer
routinemaligen Thrombin-Antagonisierung durch Hinydla die Standarddosis
(10 nM) weder in der Matrix noch als Zusatz zum tireslium signifikante
Effekte zeigt. Da unter den gewahlten serum-armedirRjungen erheblicher Sp-

Verlust zwischen 24 h und 48 h zu verzeichnen wesjes sich hoherdosiertes
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Thrombin als Angiogenese-modulierender Faktor,dierUberlebensrate von Sp
bei bFGF-Stimulation erhoht.

Matrix-modulierende Effekte durch Thrombin sind humei Zugabe von
Thrombin ins Medium mdglich, da Thrombin durch D#fon die Matrix erreicht.
Noch nicht proteolytisch abgespaltene Fibrinogemkigle konnen somit erreicht
werden und eine weitergehende Fibrinpolymerisatstaitfinden, die wiederum
eine Veradnderung der Matrixdichte nach sich zogdacB8 hoher als die
Standarddosis konzentriertes Matrix-Thrombin bliggdoch in  den hier
vorgestellten Experimenten auch bei Versuchsbedbaghtber 48 h ohne
jeglichen Effekt, dabei wurde das molekulare Veriél des Thrombin zu
Fibrinogen von 1 zu 50 auf 1 zu 6 erhoht. In Anbett des deutlich angiogenen
Einflusses hoher Konzentrationen an Medium-Throm&imicht dies eher fir
einen matrixunabhangigen angiogenen Thrombin-Effekt

In anderen MS-SpA wurde der angiogene Einfluss Tiorombin Matrix-
modifizierenden Eigenschaften zugeschrieben (NetdsHerrmann, 1996). Diese
wurde aus der Beobachtung abgeleitet, dass Hizidgabe die angiogene
Wirkung von Matrix-integriertem Thrombin nicht herem konnte. Allerdings
fehlen ndhere Angaben uUber Dosis und Applikatioimgaekt des Thrombin-
Antagonisten. Ein matrixunabhangiger, angiogenerfliss von Thrombin ist
mehrfach beschrieben worden. Dabei zeigte im ,Cli@tiorioallantoic Assay”
gamma-Thrombin, das keine Potenz zur Fibrinpolysagion besitzt, einen gleich
starken angiogenen Effekt wie gerinnungsaktivebalphombin (Tsopanoglou et
al., 1993). Es wurde die Aktivierung der Proteirdsa C als Mechanismus der
angiogenen Eigenschaft von Thrombin postuliert @tyopoulos et al., 1997).
Thrombin-stimulierten HUVEC zeigen Uber diesen am#llularen Signalweg
sowie Uber Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen eiaehOhte Expression der
VEGF-Rezeptoren flk-1 und flt-1 (Tsopanoglou und r&dgpudakis, 1999).
Thrombin erhdht auch die bFGF mRNA-Expression vdn ®Veich et al., 1991).

4.7. Aprotinin und Applikation der Substanzen im BREC-,Sprouting’ Assay
Aprotinin wurde in ersten Experimenten der Matriugegeben, um

exzessive Proteolyse durch die BREC zu verhindegh Nehls und Drenckhahn,
1995). Zu starke proteolytische EZ-Aktivitdt hatite verschiedenen Assays
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antiangiogene bzw. zellablésende Wirkungen nach g&zogen (Montesano et
al., 1987 und Pepper et al., 1996). Aprotinin z=igh den verwendeten
Konzentrationen keinen signifikanten angiogenenfl&ss. In Aprotinin-freien
Ansatzen im BREC-SpA wurde keine unerwinscht st&taeolyse und keine
Degradation der Fibrinmatrix beobachtet. In ande®&g® wurden BREC auf
Fibrinmatrices zur Angiogenese stimuliert. In jen&@pA war Aprotinin
unentbehrlich, da seine Abwesenheit zu proteolytisedingter Ablésung der
BREC fuhrte (Vailhe et al., 1998). Die Kontrollezessiver Proteolyse fungierte
dort als Stabilisator der Zell-Matrix-Adhasion undamit als angiogener
Mechanismus (Montesano et al., 1987) beschrieben.

Als Ursache der Aprotinin-Redundanz im hier vorghtgn SpA ist der
postulierte Unterschied zwischen primar und sekui®dB Angiogenese-Assays
relevant. EZ-Adhésion an eine Fibg-Matrix wird valer Synthese endogen
produzierter Matrix-Proteine wie Fibronectin und trdnectin sowie von
Integrinen vermittelt (Clark et al., 1996; Dejanaaé, 1990). Die Adhasion an
eine Fibg-Matrix durch deren Vermittlung dauert @twier Stunden (Dejana et al.,
1990). Proteolytische Aktivitat hingegen kann in E€hon nach kirzerer
Zeitdauer auftreten (Pepper et al., 1990). Diesaliche Verhaltnis zwischen
Adhasionsvermittiung und EZM-Degradation kann siabemnach auf
Oberflachen-adharierende EZ anders als auf Matkw+porierte EZ auswirken:
Bei Verlust der Oberflachen-Haftung in 2-D Angiogen-Assays durch zu starke
Proteolyse wirken Protease-Inhibitoren einer Zéflaibing entgegen.

Abweichende EZ-vermittelte Proteolyse wird durclolasions-, Kultur-
und organbedingte Unterschiede im EZ-Phanotyp [fleest. Humane
mikrovaskulare EZ kdnnen auch in Abwesenheit vonofipin auf Fibrinmatrices
eingesetzt werden (Koolwijk et al., 1996). AprotisrAbwesenheit kann nicht nur
zur Zellablésung, sondern auch zum Verdau von ribatrices fuhren
(Montesano et al., 1987); dies macht eine unteesidiche proteolytische Potenz
von EZ offensichtlich. Méglicherweise moduliert audie EZM je nach
Dimensionalitat des Testsystems unterschiedlichrofmn ist in Publikationen
als potenter Inhibitor von in vitro Angiogenese dfeteben worden (Koolwijk et
al., 1996; Lansink et al., 1998; Montesano et 87; Montesano et al., 1990;
Vailhe et al., 1998). Im BREC-SpA ist keine sigkéfnte Inhibition festzustellen.
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Proteolyse konnte im BREC-SpA von untergeordneteddditung sein,
wenn die Fibrinmatrices permissiv genug sind furgiagen aktive EZ.
Proteolysemechanismen kdnnten unter lokaler Kdetaér EZ ablaufen, so dass
eine ,exogene“ Inhibition erschwert wird. Dabei kid® der verlangerte
Diffusionsweg von Aprotinin im primér 3-D Systemrnv&elevanz sein, zumal die
oben zitierten Studien alle in sekundar 3-D Systemergenommen wurden.
Gegen diese Interpretatiepricht, dass auch Matrix-eingebettetes Aprotirém&
potentere Inhibition zeigt. Weiterhin erscheint dieteiligung von nicht-
Aprotinin-sensiblen Proteasen denkbar. In diesesidht ist von Bedeutung, dass
kurzlich Fibg als Substrat von Matrix Metallopratasen nachgewiesen werden
konnte (Bini et al., 1999). Festzuhalten bleibtssddei fehlenden Aprotinin-
Effekten im BREC-SpA routinemafiger Einsatz ders$aibz nicht notwendig ist.

Zur weiteren arbeitstechnischen Vereinfachung wumie partielle
Einbettung der Testsubstanzen in die Fibrinmatriceis ihrer einmaligen,
kompletten Applikation im Testmedium verglichen I(viehls et al., 1996). Es
ergab sich fir die isolierte Medium-Zugabe von bF@Rd VEGF keine
signifikante Anderung ihrer Wirkung. Somit kann disolierte Medium-
Applikation der Wirkstoffen routinemé&Rig erfolgerdies vereinfacht das
experimentelle Procedere.

Bei Einbettung der Wirkstoffe ins Fibrin wird dieerssible Phase vor
Polymerisation verlangert, da vor Thrombinzugab&enschiedenen Matrices die
Pipettenspitze gewechselt werden musste, um keimstsdbstanzen zu
“verschleppen”. Die bei dieser Vorgehensweise [g@nfi beobachteten
inhomogenen Fibrinkissen werden bei alleiniger MediZugabe sehr viel
seltener beobachtet und damit eine Fehlerquellpanifsscher Effekte auf die Sp-
Rate eliminiert. Voraussetzung fir die Beigabe Wginkstoffen ins Medium ist
deren Fahigkeit zur Diffusion, die allerdings fiie dneisten der bisher bekannten
Angiogenese-wirksamen Substanzen gegeben bzw. &iengell klinisch

einzusetzende Stoffe zu fordern ist.

4.8. Der pH-Wert als Faktor im Angiogenese-Kontext

Um die Storanfalligkeit des SpAs zu testen, wuree pH verandert.

Hierbei wurde bewusst das Applikationsvolumen alserglieichsgrof3e
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herangezogen, da sich die anwendungsorientiergesiglung auf die Ermittlung
der Volumina bezog, die - je nach Applikationsforrkeinen oder nur geringen
unspezifischen Einfluss auf die Sp-Bildung austleariber hinaus wird der
resultierende pH von der variablen Temperatur (Reamperatur bei

Fibrinherstellung und 37°C bei EZ-Wachstum), der,@@ltigen Atmosphéare des
Inkubators, der Zeit (Versuchanfang gegentber \Grsode) und den
Puffersystemen des Mediums beeinflusst.

Schon bei der Fibrinmatrixproduktion zeigte sichssl Matrix-Zugabe pH-
wirksamer Substanzen ein gréf3eres Fehlerpoterdiahhltet als deren Zugabe in
das Medium. Bei einem Volumen von 5 pl HCI bzw. NaQ@esultierender pH
bei 3,4 bzw. 10,85) war die Konversion von Fibriaogeu Fibrin gestort, so dass
kein Solide-Werden der Matrix mehr erfolgte. Diesefrascht angesichts der
drastischen pH-Anderungen nicht. Hierbei ist jedecim Bedeutung, dass bei
Funktionstests mit potentiellen Angiogenese-Wirksto deren Applikation in
Volumina erfolgt, die das der genannten Mengenvigge deutlich Gberschreiten.
Beispielsweise wurde zyklisches RGD-Peptid, welcimegssigsaure loslich ist
(aber in den betreffenden Experimenten pH-neutestiswurde), in einem
Volumen von 16 pul eingesetzt. Bei fraktionierter thteMedium-Applikation
hatte dies den Einsatz von 6 pl in der Matrix béeleuAuch die kleineren
Volumina von 0,5 pl HCI bzw. NaOH (resultierendeH 7,25 bzw. 7,70)
bewirkten bei Matrix-Zugabe signifikante Anderungder Sp-Aktivitat. Die pH-
Wirkung war nur in der Phase der Fibrin-Herstellgingch Thrombin gegeben, da
nach 30 min die Matrix-,Equilibrierung’ mit MCDB 113(pH 7,8) erfolgte. Somit
ist das Zeitfenster mdglicher direkter pH-Effekté den EZ-Zustand relativ kurz.
Makroskopisch anderte sich die Struktur der Fibaimmes: Bei HCI-Zugabe
wurde sie milchig-tribe und bei NaOH-Einsatz tramspter und verformbarer.
Absorptionsmessungen mit Fibg-Matrices, die in eeiesdenen pH-Bereichen
polymerisiert wurden, zeigten im Bereich von pH Bi$ pH 7,2 deutlich hdhere
Absorptionswerte (>1,3 bei 350nm) als die im pH w6 bis 8,0 (<1,0 bei 350
nm) (Nehls et al., 1996). Parallel wurde demongir@ass solche pH-bedingten
Anderungen der Fibrinmatrix die Angiogenese-Rateirfussen (Nehls et al.,
1996).

In den letzten Jahren wurden Einflisse von pH-Wederungen auf

Angiogenese vermehrt untersucht (Burbridge ett@B9; Collen et al., 1998; Hall
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et al., 2001; Wahl. et al.,, 2002). Es wurde Ubemminderte Angiogenese im
azidotischen Milieu einer Kollagenmatrix berich(8urbridge et al., 1999). Die
gesteigerte Ausbildung von Sp in pH 7,0 geformtésrimatrices gegendber in
pH 7,4 hergestellten Fibrinmatrices wurde nachgserngCollen et al., 1998). Im
Vergleich mit dem hier vorgestellten primar 3-D Agsnit BREC wurden dabei
humane mikrovaskulare EZ auf eine Fibrinmatrix @&ssg, von deren Oberflache
sie Sp in die Matrix bildeten — also ein sekund& Bngiogenese-Assay (Collen
et al., 1998). Bei Verwendung boviner pulmomaler BZprimar 3-D wurden
antiangiogene Effekte in azidotisch generiertenrifibatrices (pH 7,0) und
angiogene Wirkungen in alkalischem Fibrinmilieu (@t6) festgestellt (Nehls et
al., 1996). Die in der vorliegenden Arbeit darghtte Experimente im primar 3-
D BREC-SpAs zeigen ebenfalls antiangiogene Effekirer im Sauren
hergestellten Fibrinschicht sowie Angiogenese-Hindg durch ,basische’
Matrixproduktion.

Ob Speziesunterschiede der verwendeten EZ, diedpeird-D gegenlber
der sekundar 3-D der Assays oder sich unterschagd8timulationsbedingungen
verantwortlich fur die sich teilweise kontrastieden Ergebnisse sind, bleibt
unklar. Im Hinblick auf die physiologische Situatisind nicht nur die Art der
Matrix-Proteine und ihr Mischungsverhaltnis zueid@n wichtig, sondern fir
perivaskulare Fibrinablagerungermuch dessen Entstehungsmilieu, das unter
anderem durch den pH determiniert ist. Tumoren eveigm Vergleich zu
normalem Gewebe einen niedrigeren extrazellulardnapf (Gerweck, 1998;
Kozin et al., 2001). Dabei ist deffumor-pH laut kernspintomographischen
Studien durchschnittlich 0,2 pH-Einheiten saurertuf®s et al., 1999).
Entsprechend findet Matrixdeposition in Tumorgeweétme azidotischen Milieu
statt und hat Auswirkungen auf den Angiogenese-&dntda die entstehende
EZM Angiogenese reguliert. In kernspintomographeschStudien wurde die
Beziehung des extrazellularen Tumor-pH zum Ausmal3er d
Tumorvaskularisierung untersucht (Bhujwalla et aD02). Der pH der Retina
unterliegt Schwankungen (Dmitriev und Mangel, 200je hier vorgestellten
Experimente belegen, dass retinale Angiogenesendigno pH-Wert beeinflusst
werden kann. Im hier vorgestellten SpA konnte dip-Rate auch durch
Saure/Basen-Zusatz zum Medium beeinflusst werdereinem anderen Assay

hatten nur pH-Modifikationen der Matrix eine Ver&ndng der Angiogenese-
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Rate zur Folge, dabei wurden die Mediumzusétzecjedwr fir die Dauer einer
Stunde appliziert (Nehls et al., 1996).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurtieibesondere unter
dem Aspekt der Assay-Storanfalligkeit durchgefuliamtsprechend wurden die
HCI- und NaOH-Volumina ins endgiltige Testmediunggeen, da auch nicht
pH-neutrale Puffer mit den Testsubstanzen mehrexge Tverbleiben wirden.
Obwohl Anwendung von HCI im Medium eine Angiogenésaibition bewirkte,
fiel diese deutlich schwéacher aus als bei Matrixahey Bei Zugabe von 2 ul HCI
reduzierte sich die Sp-Rate nur auf 80%. Dabeidearrelative Volumen (0,6 ml
bezogen auf das Gesamtvolumen der Matrix bzw. 16exogen auf Matrix und
Medium zusammen) 1,5-fach groBer war als bei Zugadre0,5 pl HCI in die
Matrix, was eine Inhibition auf 50% zur Folge hattebenso bewirkten bei
Mediumzugabe 10 pl HCI trotz initial massiver pHa8eng auf 6,45 eine
geringere Abnahme der Angiogenese-Aktivitat als Bl in der Matrix. Dabei
betrug das relative Volumen der Medium-Beigabe diast Doppelte der ins Fibrin
gegebenen HCI-Menge. Die Experimente mit NaOH itefe in der Tendenz
ahnliche Effekte in Bezug auf die Applikationsart.

Testsubstanzen im SpA sollten somit in bekanntenfglichst
physiologischen Puffern appliziert werden bzw. BufpH-Wert neutralisiert
werden. Bei eingetretenen Effekten vermeintlichengihgenese-wirksamer
Substanzen muss die Mdglichkeit einer Puffer-beeimgergebnis-Modifikation
ausgeschlossen werden. Bei alleiniger Zugabe dstsidlestanzen ins Medium
sind unspezifische pH-bedingte Effekte seltenet. (Mghls et al., 1996). Neben
pH-bedingter Matrix-Modifikation ist Angiogenese-fRéierung auch durch
direkte pH-Effekte auf die EZ beschrieben. Dabekem azidotische Zellmedien
antiangiogen in 3-D Assays, bleiben jedoch ohnekWig in 2-D Assays
(Burbridge et al., 1999). Solche pH-Einflisse wurdsgpekulativ auf die pH-
bedingte Veradnderung der proteolytischen Kapazitdh EZ zurlckgefihrt
(Burbridge et al., 1999). Z.B. liegt das pH-Optimwon Urokinase Plasminogen
Aktivator (uPA) im alkalischen Milieu (Yabushita988).

Die pH-Abh&ngigkeit der Produktion und Wirkung vangiogenen und
antiangiogenen Faktoren wird diskutiert. VEGF-Egitsing ist im sauren pH-
Wert-Bereich verstarkt (Xu et al., 2002). VEGF upleiGF induzierten in 3-D
Angiogenese Assay Sp-Bildung vor allem im aziddiesa Milieu (Burbridge et
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al., 1999). Kurzlich wurde Uber starkere VEGF-Bingskapazitat an EZ unter
sauren Bedingungen berichtet (Goerges und Nugé@®3)2 Der Angiogenese-
Inhibitor AS wirkt verstarkt im Niedrig-pH-Bereialnd kann selbst intrazellulare
Azidose der EZ induzieren (Wahl et al., 2002; Wahd Grant, 2000). VEGF-
Produktion retinaler Mduller-Zellen kann durch komierte pH-Wert-
Erniedrigung und Hypoxie, nicht jedoch durch pH-¥emiedrigung allein
induziert werden (Brooks et al, 1998).

Serumproteine verfliigen Uber Pufferkapazitat. Im BREpA wurde die
Wirkung unterschiedlicher pH-Werte in Abhéangigkedn verschiedenen FBS-
Konzentrationen untersucht (0,5%; 5%; 20%). Ubestginimend zeigte sich fir
alle gewahlten FBS-Konzentration sowohl fur bFGRdmelte als auch fur
unstimulierte BREC der Angiogenese-hemmende Effekt HCI-Zugabe. Die
NaOH-bedingte Steigerung der Sp-Rate war vom FBRabedes Mediums
abhangig. In 0,5% FBS bewirkte NaOH sowohl bei bF@mulierten als auch
bei unbehandelten BREC eine sehr potente Sp-SteigeiMit zunehmendem
FBS-Gehalt fiel dieser Effekt geringer aus bzw. waht mehr vorhanden. In
20% FBS zeigte sich im Kontrast dazu eine sehrlidaaet Abnahme der Sp-
Aktivitdt durch NaOH-Zugabe. Im Hinblick auf die radhmende Angiogenese-
Rate bei hohem Serum-Anteil im alkalischen Milieunds folgendende
Uberlegungen interessant: Da durch héheren SerumaGsowohl die Anzahl der
Uberlebenden Zellen als auch der Gehalt an Plgnruati sollte im alkalischen
Milieu vermehrte perizellulare Proteolyse stattBn. Diese proteolytische
Aktivitat kann auch dadurch verstarkt werden, diess pH-Optimum von uPA bei
9,0 liegt (Yabushita, 1988).

Exzessive Proteolyse von EZM kann antiangiogen ewirkindem sehr
zellnahe EZM als notwendige adh&sionsvermittelrgpgéRsprossstabilisierende
Leitstruktur in nicht ausreichendem Malf3 erhaltezidil(Montesano et al., 1987).
Somit  kdnnte die verminderte  Sp-Zahl unter den getem
Stimulationsbedingungen durch zu starke proteallggsAktivitat erklart sein, die
sich im Resultat antiangiogen auswirkt. Passendieser Hypothese ist die starke
Zunahme der Angiogenese-Aktivitat bei unstimuliertBREC im alkalischen.
Dies lasst sich damit erklaren, dass die protesiiie Potenz einer geringeren
Anzahl von Zellen durch pH-Wert-Modifikation so dteerhéht wurde, dass ein

angiogenes Milieu entsteht.
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Ebenfalls unter dem Blickpunkt der Assay-Storaig@#it wurde ZA3* in
unterschiedlichen Konzentrationen im SpA untersuért® ist nicht selten
Bestandteil von Substanzpuffern. ?Znhatte hier eine potente antiangiogene
Wirkung. Fiir ZA* sind toxische Effekte auf EZ gut bekannt. Dadundtd die
Notwendigkeit einer differenzierten Ergebnisanalybei angiogenen bzw.
antiangiogenen Effekten unterstrichen — es muss eimein unspezifischer

Puffereffekt ausgeschlossen werden.
4.9. ECGF/H ist starkster angiogener Faktor im BREC,Sprouting’ Assay

ECGF/H wurde als aF getestet. Es lie3 sich sewmtenpe angiogene
Wirkung im hier vorgestellten Modell feststellen.ieDErstbeschreibung von
ECGF gelang schon vor tber 20 Jahren (Maciag e1@r9). ECGF existiert in
einer hochmolekularen (>70 kDa) wie auch in einmxdngmolekularen Form
(15-25 kDa), dabei ist die Konversion der hochmolaten in die
niedrigmolekulare  Form mdglich (Maciag et al.,, 288 ECGF findet
insbesondere in der Forschung mit humanen EZ bigiteendung, dies ist auch
auf seine stark mitogene Potenz zurtickzufihreni¢@reet al., 1987). Trotz
seiner Verwendung seit Uber 20 Jahren ist die Sobstelativ schlecht definiert,
es existieren beispielsweise keine detaillierten nri€eisse Uber seinen
Wirkmechanismus. Hypothalamus-Praparationen werdlEn ECGF definiert,
ohne dass andere, im Hypothalamus vorkommende Wewkd-aktoren zuvor
entzogen worden sind. Auch bei dem in dieser Arlegitgesetzten ECGF/H
handelt es sich um einen ,unreinen“ Hypothalamusdkt. Aufgrund der
vorgenannten Probleme sollte der Einsatz von ECGHfdsonderen
Fragestellungen vorbehalten bleiben. Beim Verglemwh ECGF/H mit bFGF und
VEGF war ECGF/H das starkste der getesteten Agenzidem es mehr als die
doppelte Sp-Zahl als bFGF erzielte. Auffallig waie dSp-Morphologie bei
ECGF/H-Stimulation, indem diese teilweise sehr \igditer als die von bFGF-
und VEGF-stimulierten BREC war. ECGF ist bereitsamten publizierten SpA
erfolgreich als aF eingesetzt worden (Folkman uradidénschild, 1980). Trotz
bereits oben genannter Vorbehalte ergibt sich daa ECGF/H-Besonderheiten
(Sp-Anwortstarke und -Morphologie) die Mdoglichkelteobachtete angiogene
Effekte unter abweichenden Stimulationsbedingurmyeaberprifen.



104

Im eingesetzten Faktorengemisch (ECGF/H) ist Hepamn einer
Endkonzentration von 11-225ug/ml vorhanden. Dategine maximale Wirkung
von ECGF/H nach 24 Stunden bereits bei einer Kamnagon von 55 pg/ml
Heparin (enthalten in der 7,5ug/ml ECGF-Dosis) wide Wirkungssattigung
nach 48 h bei 110 pg/ml Heparin (enthalten in 16lidZCGF) zu beobachten.
FUr Heparin sind sowohl anti- wie auch proangiog®¥iekungen beschrieben
(Collen et al., 2001 und Rosengart et al.,, 199®8pafin wurdet getestet, ohne
dass sich eine signifikanter Effekt zeigte (Ergebaei nicht demonstriert)
Antiangiogene Wirkung von Heparin wurden bei Aus$sabumaner
mikrovaskularer EZ auf Fibrinmatrices bei Stimudatimit bFGF und TN
beschrieben (Collen et al., 2001). Auch in 3-D SgiAder antiangiogene Einfluss
auf humane Plazentavenen demonstriert (Jung €Qdll,).

In klinischen Untersuchungen wird ein angiogenexw(b arteriogener)
Heparin-Effekt bei Patienten mit koronarer Herzkitagit durch Forderung der
Kollateralgefassentstehung diskutiert (Bombardini Ricano, 1997). Die
angiogene Wirkung von Heparin konnte im ,Chorioaftac Assay’ am Huhnerei
belegt werden, dabei war der Effekt an die Anwesénkeines basischen
Polypeptids gebunden (Pacini et al.,, 2002). In reiaederen, am gleichen
Testsystem durchgefihrten Untersuchung lie3 siah algiogene Heparin-
Wirkung auf vermehrt exprimiertes Fibronectin zwfiihren (Ribatti et al.,
1997). Im hier beschriebenen SpA zeigte Heparieiral kein signifikantes
angiogenes Potenzial. Angesichts einer auf Uber %20@ngestiegenen
Angiogenese-Rate bei Verwendung des ECGF/H-Gensskaen Heparin nicht
alleinverantwortlicher angiogener Bestandteil selin synergistischer bzw.
potenzierender Effekt des Heparin auf die ECGF-Vfick kann nicht
ausgeschlossen werden. Eine kooperative Wirkung ersi dadurch stark
angiogene Wirkung von Heparin mit basischen Polfigep wurde nachgewiesen
(Pacini et al., 2002).

4.10. Angiostatin-Herstellung durch uPA und SHD
Durch Plg-Proteolyse mit Elastase hergestelltes dmam AS (EL.-AS)

wandert laut Erstbeschreibung in der SDS-Elektropé® in Form von drei
separaten Banden bei 45, 42 und 40 kDa unter néichizierenden Bedingungen.



105

Fir jede der drei genannten Banden ist antipralifee Wirkung auf EZ
beschrieben (O'Reilly et al., 1994). Einige Jamach Entdeckung von AS
wurden alternative Verfahren zur in vitro-Hersatell durch Verwendung von
SHD und PA publiziert (Gately et al., 1997 und Bakis et al., 1997). Teilweise
wurde das exakte elektrophoretische Wanderungsienhdes so generierten AS
nicht dargestellt, da keine Angaben zur Bandenls&abn gemacht wurden
(Gately et al., 1997). Bei der Erstbeschreibunge®imurch uPA und SHD
hergestellten AS (UPA/SHD-AS) wird im Gegensatz ZimAS ein nur aus zwei
Banden bestehendes Plasminogenspaltprodukt prédef@ately et al., 1997).
Bei Verwendung von Thioredoxin und Protein-Disugdmerase nach erfolgter
Aktivierung von Plg zu Plasmin (PIm) wurde AS atgite Bande mit Wanderung
bei 43 kDA unter nicht-reduzierenden Bedingungeohgawiesen (Stathakis et
al., 1997).

Aufgrund der im Kdrper nahezu ubiquitdren Verfluddesir von PA und
SHD ist der Mechanismus der uPA/SHD-AS-Produktiomysiologsich
bedeutsam. In der vorliegenden Arbeit wurden diestédlungsbedingungen von
UPA/SHD-AS uberprift. Zwei verschiedene SHD, NACdUuBSH, zeigten bei
Inkubation mit uPA Plg-Konversions-Aktivitdt. Daentstandene AS trat als
Doppelbande bei 45 und 52 kDA und als eine inkaristachweisbare Bande bei
36 kDa unter nicht-reduzierenden Bedingungen aéfCNvar im Vergleich mit
GSH effektiver hinsichtlich der AS-Produktion, daleurde es im folgenden als
SHD eingesetzt. Die Wirkung des NAC war dosisablgirigei Verwendung von
100 uM NAC war die effektivste AS-Produktion zwobachten. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit publizierten Daten (Gatelyaét 1997). NAC schwachte in
hoheren Konzentrationen die AS-Banden. Parallel beir Verwendung dieser
hohen Konzentrationen eine Verminderung von Plgostelzu beobachten.
Aufgrund dieser Beobachtung erscheint eine Betaiiggvon SHD sowohl an der
Produktion als auch beim Abbau von AS mdglich.

Die totale antioxidative Kapazitdt in humanem Plasndie durch
Schwefelgruppen-Donatoren wie GSH mitbestimmt wedgicht nach neueren
Daten durchschnittliche Werte von etwa 1,5 mm@bmpa et al., 2002). Die bei
in vitro-Herstellung von AS verwendeten hohen Karteationen an SHD kdénnen
unter Zellkulturbedingungen nicht erreicht werdestathakis et al., 1999).

Tumorzellen sezernieren eine sog. ,Plasmin-Redektale fur die Reduktion
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von Disulfid-Bricken verantwortlich zu sein scheiNach dieser Vorstellung
sind im zellhaltigen Milieu SHD Co-Faktoren von aBmin-Reduktasen’
(Stathakis et al., 1999). Ausreichend hohe Konagiotnen an SHD sind in vitro
eine entscheidende Komponente der  AS-Produktioei (fleichzeitiger
Anwesenheit von PA). SHD sind gleichzeitig abernwetlich nur eine von
mehreren Determinanten der AS-Produktion unter iplygischen Bedingungen.

Die Dosis-Wirkungsexperimente mit uPA lieBen Ubaree um Faktor
1000 unterschiedlichen Konzentrationsbereich eiabemnu unveranderte AS-
Entstehung erkennen. Die von Gately et al. (19%fyahlte uPA-Dosis erwies
sich auch in den hier vorgestellten Experimentenwatksam. Die Anwesenheit
von UuPA (bzw. PA) ist unabdingbarer Faktor fur dée&S-Produktion im
vorgestellten System, da Plg-Inkubation nur mitDSHeine AS-typischen
Banden entstehen liel3. Der relativ geringe Einfleiser veranderten uPA-Dosis
spricht jedoch dafur, dass die Regulation der AS&ftehung unter
physiologischen Bedingungen nicht priméar von derkhzentration beeinflusst
wird.

Plg-Proteolyse durch Pankreaselastase wurde absensvitro-Verfahren
zur AS-Herstellung beschrieben. Physiologisch swei jedoch andere
Mechanismen der AS-Produktion vorzuherrschen. Kwordertes Medium von
humanen Pankreascarcinomzellen enthédlt AS-genedere Faktoren. Die
Pankreastumorzellen sezernieren statt Elastasem-B@teasen (vermutlich
uPA), die als verantwortliche AS-produzierende Eneynachgewiesen wurden
(O’'Mahoney et al., 1998). Fir Prostatacarcinompedimd verschiedene Enzyme
mit Aktivitat zur AS-Herstellung beschrieben wordeRrostata spezifisches
Antigen, Cathepsin D und PA wurden als dort veramtiiche AS-Produzenten
nachgewiesen (Gately et al., 1997; Heidtmann et1l8P9 und Morikawa et al.,
2000). Somit ist die AS- Entstehung in einem Turpw. einem Gewebe durch
verschiedene enzymabhangige Systeme reguliert.

Mehrere Metalloproteasen sind zur AS-Produktionabigft. Fur Matrix
Metalloproteinase 3 (MMP 3), MMP 7, MMP 9 und MMP1®&urden
entsprechendes Potenzial beschrieben ( Dong ell@7; Lijnen et al, 1998;
Patterson und Sang, 1997). In Prostata-CarcinonesZ &ssen sich keine aktiven
Formen von MMP-7 und MMP-9 nachweisen, so dasgli@irgenannten Zellen

ein von diesen Enzymen abhangiger AS-Entstehungdibfesmus zunachst



107

nicht wahrscheinlich ist (Patterson und Sang, 19B# Beteiligung einer MMP-
abhangigen AS-Entstehung in verschiedenen Tumoristh durch die Fahigkeit
von Makrophagen zur Tumor-Invasion und zur Set&retvtom MMP jedoch

maoglich (Dong et al., 1997 und Cornelius et al.,989 Auch in nicht-

neoplastischem Gewebe konnte AS-Bildung nachgewiesgden. Makrophagen
sind im Rahmen von Entzindungsprozessen mitveratiiehe AS-Produzenten
(Falcone et al., 1998). Vaskulare glatte Musketzekind AS-Bildner (Stathakis
et al., 1999). Thrombozytenaggregation fihrt zur-A8duktion (Jurasz et.,
2003).

Die zur AS-Bildung befahigten Enzyme wurden naclteeiArbeit in zwei
Kategorien eingeteilt: MMP (s.0.), Cathepsin D URrdstata spezifisches Antigen
gehdren zur Gruppe der Proteinasen, die direktRigsAS bzw. AS-ahnliche
Fragmente generieren konnen (Kwon et al, 2002 BPweite Gruppe der
Proteinasen stellt dieser Einteilung zufolge ASrniehreren Teilschritten indirekt
her. Dazu wurde die hier vorgestellte uPA/SHD-Mengerechnet (Kwon et al,
2002). Als Teilschritt erfolgt erstens die Konversivon Plg zu PIm durch einen
PA. Zweitens reduziert eine Plasmin Reduktase gfgdin(Cys§*>-Cys™** sowie
die Cys'>Cys*°Disulfid-Briicken in Kringle 5. Drittens wird durctdie
reduzierten Disulfid-Briicken eine Spaltung der Amgi>%Lysin>3-
Peptidbricken und von zwei anderen, nicht naheiniggfen C-terminal von
Cys'®? gelegenen Peptidbriicken getriggert. Die Spaltuagnkdabei sowohl
autoproteolytisch wie auch durch Serin-Proteaséolgan. Viertens kdnnen die
so entstandenen Kringle 1-4,5-Fragmente durch MMRewzu Kringle 1-3 bzw.
Kringel 1-4-Angiostatin-Formen prozessiert werd&mwéon et al., 2002 und Lay
et al., 2000).

Nachdem von Stathakis et al. (1997) die Beteiligaimgr PIm-Reduktase
an der uPA/SHD-induzierten Bildung von AS postulierurde, konnten
mittlerweile Annexin Il und ein Enzym der GlykolysBhosphoglycerat-Kinase,
als PIm-Reduktasen identifiziert werden (Kwon et2002 und Lay et al., 2002).
In Ubereinstimmung mit der postulierten Existenznvalrei alternativen
Proteolyseorten nach erfolgter Disulfidbriickenreouk bei der uPA/SHD-AS-
Entstehung lieBen sich bei den hier vorgestellteqpeEmenten bis zu drei
unterschiedliche Banden (52, 42 und 36 KDA untechnreduzierenden
Bedingungen) beobachten. Als Ausdruck einer vaigea Plg-Degradation war
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die 36 kDA-Bande nicht einheitlich nachzuweisen bzwilweise nur sehr
schwach vorhanden.

Die Entstehung von AS-ahnlichen Fragmenten beibakion von Plg mit
uPA in Abwesenheit von SHD wurde beschrieben (Kassd al., 2001). In
diesem Kontext wurde diskutiert, dass ein alkaksgH des Inkubationsmediums
die uPA-initiierte Autoproteolyse von Plg steueBlie Reduktion der Cy$*
Cys*® und Cys®~Cys*-Peptidbriicken soll dieser These zufolge durch
Wasserstoffionen erfolgen kénnen, die die SHD-Whikersetzen.

In dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenensvensaufbau wurden Plg-
Inkubationen zur Herstellung von AS bei einem phh W0 durchgefiihrt, da in
diesem Bereich das pH-Optimum von uPA liegt (Yaltash1988). Bei
Inkubation von Plg mit verschiedenen uPA-Formen eoh®HD lie3 sich
elektrophoretische Wanderungsaktivitat zwischenubd 120 kDA feststellen,
ohne dass eindeutige Banden zu differenzieren wavkthin ist bei den hier
vorgestellten Inkubationsbedingungen ein kombieregH/uPA-Effekt nach der
These von Kassam et al. (2001) mdglich. Allerdisigsl die so produzierten AS-
ahnlichen Banden vergleichsweise schwach und vornderan Plg-
Degradationsfragmenten nicht eindeutig zu differemen. Entsprechend wurden
fur die uPA/SHD-AS-Produktion in gréReren Mengen QIAnd sc-uPA parallel

verwendet.
4.11. Vergleich der Angiostatin-Formen

Zum Zeitpunkt der hier vorgestellten Experimente wader Literatur nur
Uber zwei unterschiedliche Entstehungs- und Praolugivege von AS berichtet
worden (Reilly et al., 1994; Gately et al, 1997)ahk@i existierten keine Daten
hinsichtlich der Vergleichbarkeit der unterschieldlhergestellten AS-Formen. In
der hier vorliegenden Arbeit wurde der Notwendigkeiner solchen Analyse
durch  Vergleich  der elektrophoretischen = Wanderungnd u der
Aminosauresequenzen von EL-AS und von uPA/SHD-A&hgekommen. Nach
Produktion von EL-AS nach herkdmmlicher MethodeelRBn sich
elektrophoretisch unter nicht-reduzierenden Bediggm Doppelbanden bei 35
und 32 kDA sowie bei 29 und 26 kDA nachweisen. &igartete Wanderung von
El.-AS ware laut AS-Erstbeschreibung bei 45, 42 @9 kDA unter nicht-
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reduzierenden Bedingungen gewesen (O’'Reilly et 4894). Das parallel

getestete UPA/SHD-AS zeigte im gleichen ElektropeerExperiment Banden
zwischen 45 und 52 kDA. Bei der Erstbeschreibung u®A/SHD-AS wurde

eine Doppelbande detektiert, ohne dass deren exaktanderungsverhalten
beschrieben wurde, da keine Massenmarkerprotengegeben wurden (Gately et
al., 1997). Zur fast gleichen Zeit wurde die inr@iProduktion von AS durch

einen anderen SHD nach erfolgter Konversion von RIgPIm beschrieben:
,Thioredoxin-AS’. Die ,Thioredoxin-AS’-Wanderungdebei 45, 41 und 38 kDA

unter nicht-reduzierenden Bedingungen (Stathakas.€1997).

Somit waren die bis dahin publizierten Elektroms®a-Daten von AS
leicht (,Thioredoxin-AS’ versus EI.-AS) bis deutticdiskrepant (UPA/SHD-AS
versus EIl.-AS). Die in dieser vorliegenden Arbeitaimander verglichenen AS-
Formen zeigten eine Differenz von 15-20 kDA hindlich ihres
Wanderungsverhalten. Auch unter reduzierenden Kiom#in waren diese
Unterschiede vorhanden, dort waren EI.-AS bei 4@ 3®& kDA sowie uPA/SHD
bei 65 kDA zu beobachten. Es ergaben sich somiekbmassendifferenzen von
maximal etwa 20 kDA.

In den letzten Jahren wurden weitere, von der Rdimhsart von AS
abhangige Molekilmassendifferenzen beschriebenBPigndlung mit Matrix-
Metalloproteinase-9 (MMP-9) resultierte in drei Ban bei 58, 42 und 38 kDA,
Plg-Degradation mit MMP-7 hingegen in einer breiBande zwischen 38 und 45
kDA unter reduzierenden Bedingungen (PattersonSamth, 1997). Cathepsin D
spaltet Plg zu AS-Banden bei 55 und 52 kDA untduréerendem Probenpuffer
(Morikawa et al., 2000). MMP-3 ergibt sowohl bedueierenden wie auch bei
nicht-reduzierenden Konditionen Banden bei 55, A8 80 kDA (Lijnen et al.,
1998). Aufgrund der genannten Differenzen wird Zumend der Begriff AS-
ahnliche Fragmente verwendet bzw. zwischen denekiam Herstellungsarten
unterschieden (Kassam et al., 2001; Lijnen etl8B8; Migita et al., 2001).

Initial wurden die Kringle 1-4 von Plg als AS angbken (O'Reilly et al.,
1994). Es existieren alternative Proteolyse-Ortedee AS-Entstehung, so dass
Kringle 1-4%, Kringle 1-4 und Kringel 1-3 als PlgBauprodukte beobachtet
werden kénnen (Lay et al., 2000). Zunehmend wedierEntstehungswege und
MolekulgréZen von AS-ahnlichen Plg-Fragmenten wat@eden. Kirzlich ist das

Plg-Fragment A& beschrieben worden (Kassam et al., 2001). Adsigt ein 61



110

kDA grol3es Plg-Fragment benannt worden , dassnkebhtion von Plg mit uPA
ohne Zugabe von SHD bei pH 9,0 hergestellt werdeann. As; zeigte dabei,
vergleichbar mit in den in der vorliegenden Arbaéschriebenen uPA/SHD-AS,
elektrophoretische Wanderung mit einer breitefuddn Bande unter nicht-
reduzierenden Bedingungen bei 50 kDA sowie untduzerenden bei 61 und 64
kDA als Doppelbande (Kassam et al., 2001).

In den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrtenisSegiuenzierungen der
AS-Formen sowie der verbliebenen Plg-Reste wur@eAdninoséaurenfolge der
AS-Varianten bestimmt. FiUr EL-AS lieBen sich dikeraativen Sequenzen
Tyrosir>-Valin*®?, Tyrosir®-Alanin*®® und Tyrosif>-Leucir*®® nachweisen. Laut
einer bei Kassam et al. (2001) erstellten tatistthen Ubersicht entspricht El.-
AS der Plg-Region TyrositAlanin**®, wenn die Sequenz des humanen Plg
inklusive des Signalpeptids zu Grunde gelegt wirgl.(Abb. 44, S. 73). Somit
ergibt die hier vorgestellte Plg-Elastase-Protemlgeringfiigige Abweichungen
im erhalten EI.-AS, welches Kringle 1-4 des Plgsentht.

Das Kringle 1-3 umfassende El.-AS wurde als Plgu®eq Tyrosif™-
Valin®*7” bzw. Tyrosif®-Valin®"® beschrieben (Kassam et al., 2001). Das in der
vorliegenden Arbeit bei Plg-Elastase-Proteolysealkéehe 14 kDa-Fragment
beginnt laut N-terminaler Sequenzierung bei Vfin Kringle 3 endet bei
Cysteif*> Die einzelnen Kringle-Domanen umfassen jeweils. d80
Aminosauren, Kringle 4 beginnt bei Cyst&ih(Cao et al., 1996). Somit handelt
es sich beim nachgewiesenen 14 kDa-Fragment unglérih Daraus folgt, dass
El.-AS in dieser Arbeit auch Kringle 1-3 enthallenFragmente aufweist, da der
nachgewiesene Spaltungsort zwischen Kringle 3 ulotaisiert ist. Die Sequenz
von Kringle 1-3 erstreckt sich in Ubereinstimmungt randeren Daten von
Tyrosir’®-Valin®"®(Kassam et al., 2001).

UPA/SHD-AS wurde ebenfalls N-terminal teilsequerizies waren zwei
unterschiedliche N-Termini festzustellen: LySimnd Valirf®. Der Versuch, den
Plg-Rest nach uPA/SHD-Proteolyse zu sequenzienendas C-terminale Ende
des uPA/SHD-AS zu bestimmen, gelang nicht. Sonef lisich die exakte
Molekulgrof3e nicht erfassen. Unter Verwendung hberpublizierter Daten von
durch PA und SHD hergestellten AS-Formen (Stathekial., 1999; Kassam et
al., 2001) und aufgrund einer elektrophoretischeantdérung bei 65 kDA des hier
hergestellten uPA/SHD-AS sollte dessen Ausdehnubig in die Kringle 5-
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Domane reichen. Es sind durch Plasmin-Reduktasgebmilte AS-Formen
beschrieben, deren Aminoséduresequenz von Pyshis Arginir*® reichte
(Stathakis et al., 1999). Dag2benannte AS-ahnliche Protein reicht von Ly5in

bis Lysirf®’

(Kassam et al., 2001). Die genannten AS-Formenepreiganden
zwischen 57 und 65 kDa unter reduzierenden Bediggun so dass bei
vergleichbarer uPA/SHD-AS-Wanderung die vermutetenifosauresequenz
wahrscheinlich ist. Diese Uberlegungen erklaren haucdie festgestellten
Unterschiede zwischen der Wanderung von EI.-AS- uR&/SHD-AS in der
Elektrophorese. Ob die unterschiedlichen Entstebarage von AS auch
differierende biologische Wirkungen bedingen, igitgehend unklar und sollte

Bestandteil weitergehender Untersuchungen seirf,(3@00).

4.12. Der Integrin-Antagonist cRGD als potenter Agiogenese-Inhibitor

Der Integrin-Antagonist cRGD hemmt im BREC-SpA @p-Entstehung
zuverlassig. Puffereffekte konnten  ausgeschloseemden. Integrine sind
transmembrandse, adh&sionsvermitteinde Molekilde Jeellart verfugt tber
ihren eigenen Satz an Integrinen (Hynes, 1992hzRyiell sind EZ in der Lage,
die Integrine alphal-betal X 1), alpha2-betal @ 1), alpha3-betal @8 1),
alphab-betal 6 1), alpha6-betal 6 1), alphaV-betal (v 1), alphaV-beta3
( V 3)und alphaV-beta5 ¥ 5) zu exprimieren (Bayless et al., 2000; Albelda et
al., 1989). Ob und in welchem Ausmal} die EZ-Integriph&notypisch in
Erscheinung treten, hangt vom Zustand der Zellen ab

1994 zeigten Brooks und Mitarbeiter, dads 3 als Marker flr angiogen
aktive EZ dienen kann, wahrend ruhendes Endotlesledi Integrin nur in extrem
geringer Anzahl exprimiert. Integrin-Anwesenheitivat auch in Abhangigkeit
von der gewéahlten Stimulation, da VEGF vor allewh 5-Expression und bFGF
hauptséachlichV 3-Expression bewirken (Friedlander et al., 1995¢ Relevanz
von Zell-Matrix-Interaktion zeigt sich auch auf Hgeder Integrine. Je nach
Matrix werden verschiedene Integrin-Typen der EZmehrt exprimiert. So
herrschen in Typ 1-Kollagen2 1, in Laminin-reicher Umgebung6 1 und in
Fibrin-Matrices V 3 und 5 1 vor (Bayless et al., 2000). 1999 ist durch Feng
und Mitarbeiter nachgewiesen worden, dass auf Kellagenschicht wachsende

EZ weit hohere V mRNA Werte zeigen als die gleichen EZ innerhatiee3-D-
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Kollagenschicht. Dies unterstreicht erneut die BRedeg der Assay-
Dimensionalitat (vgl. oben).

cRGD ist im BREC-SpA bei Stimulation mit bFGF uMEGF und
ECGF/H wirksam. Die antiangiogenen Effekte zeigBwsis-Abhangigkeit und
wiesen damit die Spezifitat der Wirkungen aus. Made Hemmwirkung zeigte
sich ab 5pg/ml cRGD. Auch die lineare RGD-Form (IRGD) wirkte
antiangiogen, allerdings schwacher als cRGD. diiee RGE-Peptid (lin RGE)
hingegen war nicht wirksam. Die antiangiogene Wark&eit von RGD-Peptiden
wurden in den letzten Jahren mehrfach demonst(Bayless et al., 2000;
Hammes et al., 1996; Meerovitch et al., 2003; Pfiffal., 1994). cRGD-
Interaktionen sind mit den EZ-Integrinety 1, V 3, V 5, 21, 25 und

5 1 beschrieben (Ubersicht bei Cardarelli et al.,4098lach VEGF-Stimulation
vorzugsweise exprimiertesvV 5 wird daher ebenso blockiert wie durch bFGF-
behandelte EZ mitV 3-Integrinen. Da im vorgestellten Assay auch ECGF/H
induzierte Angiogenese durch cRGD blockiert werdt@amn, ist auch hier die
Expression von Integrinen notwendig, die mit RGIptRken interagieren.V 3
und 5 1 sind hierbei die wahrscheinlichsten Kandidatemjide Expression in
Fibrinsystemen zu dominieren scheint (Bayless,2G00).

Fibg-Bindung findet aber auch Uber die RGD-Sequsiaer A -Kette an
das 5 1-Integrin der EZ statt, diese Bindung wird durdBRPeptide verhindert
(Suehiro et al., 2000). Zuséatzlich kdénnen RGD-REptEZ-Apoptose durch
direkte Aktivierung des proapoptotischen Proteiasfiase 3 induzieren (Buckley,
1999). Auch die inhibitorische Wirkung von RGD-Fdph auf retinale
Angiogenese wurde mehrfach beschrieben, so dasshiie vorgestellten
Ergebnisse mit bisherigen Erkenntnissen konformegghHammes et al., 1996;
Riecke et al.,, 2001). Die klinische Relevanz salcbaten zeigt sich durch
Untersuchungen an menschlichen Augev. 3 als auch V 5 werden bei der
proliferativen diabetischen Retinopathie exprim{€riedlander et al., 1996).

Auch im Hinblick auf tumorassoziierte Angiogenesevaisen sich
Integrin-Inhibitoren als vielversprechende Strag@uerkle et al., 2002; Kerr et
al., 2002; Tucker, 2002). Dabei stellt die Selakdilvdes Therapiekonzeptes einen
entscheidenden Vorteil dar. Zum einen haben EZnitspezifischen Satz an

Integrinen, zum anderen sind angiogen aktive EZhllrevorzugte Expression
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einiger dieser Subtypen ,markiert®. Integrin-Antaggmus wird in klinischen
Studien getestet (Gutheil et al., 2000).

4.13. TGF- als Prototyp Kontext-abhangiger Angiogenese-Effelet

Im Vergleich mit cRGD ist die hier ermittelte Ali¥ung von TGF-1
etwas schwacher und uneinheitlicher. TGFund cRGD sind gut wirksame
Kontrollinihibitoren des BREC-SpA, der dadurch adiéhdas Screening nach Al
geeignet ist. Wahrend bFGF- und VEGF-induzierteB8gung durch TGF-1
inhibiert werden konnte, blieb der erwartete Effbki Stimulation mit ECGF/H
aus. Die mangelnde Wirksamkeit von TGF-31 lie3k gieoretisch auf die Starke
der angiogenen Antwort nach ECGF/H-Stimulation ezkfihren, da beim
Vergleich mit bFGF und VEGF ECGF/H der starkste iaF BREC-SpA ist:
Angiogenese wird nicht durch An- oder Abwesenheitzelner Substanzen
bewirkt, sondern ist der Netto-Effekt aller pro-dumntiangiogenen Stimuli
(Folkman, 1995). Entsprechend wurde in einem ageshiden Experiment
gepruft, ob nach Dosis-Reduktion von ECGF/H dieibitbrische Potenz von
TGF- 1 zu beobachten war. Dabei war ein Tendenz zurdygegiese-Verstarkung
bei geringen ECGF/H-Konzentrationen festzustellgie allerdings nicht
signifikant war. Das Nichterreichen des Signifikaiveaus ist jedoch am ehestens
der geringen Datenmenge (n = 2) zuzuschreiben. Di@age nach einer
Angiogenese-Verstarkung durch TGF-B1 stand nicht #entrum der
vorliegenden Arbeit, die Klarung eines angiogeldfekts durch TGF-R1 im
vorgestellten BREC-SpA bleibt somit Zusatzexperitearvorbehalten.

Bei der Charakterisierung der BREC im Proliferasiegrsuch zeigte sich
TGF-R1 als potenter Inhibitor der EZ-Proliferatiddie Mitosehemmung durch
TGF-31 scheint jedoch nicht der entscheidende Meshus der antiangiogenen
Potenz von TGF-R1 in anderen 3-D-SpA zu sein (PRempeal., 1990), da
Inhibition der DNA-Synthese durch Mitomycin die 3psformung nicht
verhindern konnte (Montesano und Orci, 1985).

In 3-D Assays wurde eine mangelnde antiprolifeeatiVirkung von TGF-

1 auf EZ wiederholt beobachtet (Madri et al., 1988§F- 1 fungiert als Ligand
fur TGF Rezeptor-Typ und Typ Il (Piek et al.,, 1999). Di&ir TGF- 1
beschriebenen Wirkungen auf die EZ wie Wachstumsheng (Baird und
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Durkin, 1986), Sekretion von Proteasen bzw. Pretdakibitoren (Pepper et al.,
1990) und Matrixmodulation (Madri, 1988) werden etibdie genannten
Rezeptoren vermittelt. Ausbleibende Proliferati@mmung von EZ durch TGF-
31 in 3-D Angiogenese Assays wird auf die vermitel&xpression der TGF-31-
Rezeptoren Typ |l zuriickgefiihrt. Dieser Rezeptoaygll die Inhibition des EZ-
Wachstums in 2-D Aassays vermitteln (Sankar et1&96). In der vorliegenden
Arbeit konnte TGF-1 konnte zwar die Proliferation von ECGF/H-behatetel
BREC im 2-D-Assay hemmen, blieb aber ohne inhiistires Potenzial bei der
ECGF/H-bedingten Ausformung von Sp. Die genannteefenz der Effekte
lieRe sich durch unterschiedliche Rezeptorexprassimit relativem Mangel an
TGF- 1- Rezeptor Typ  Typ erklaren. Entsprechend konnten die TAF-
Wirkungen bei Stimulation von bFGF und VEGF im Meigh mit der
Verwendung von ECGF/H auf veranderte Rezeptoresmesurickzufihren zu
sein.

Experimente mit TGF-1L haben die Entstehung des Konzepts der Kontext-
abhangigen Wirkung von Angiogenese-Regulatoren chetdend mitgepragt.
Diese Vorstellung besagt, dass die Wirkung bzw.Ke&dmkeit eines Al bzw. aF
von der Anwesenheit und Konzentration anderer Mectka, Adh&asionsproteine
sowie dem Zustand der EZ selbst (Wachstums- gegeriRibhephase) abhangig
ist (Pepper et al., 1993; Sutton et al., 1991).idgenese stellt also das Ergebnis
einer vielfach vernetzten Interaktion verschiedeMéachstumsfaktoren und-
inhibitoren, Proteasen und Matrixproteine mit det &ar. Die im BREC-SpA
vorhandene Inhibition bFGF- und VEGF-stimuliertexgbogenese durch TGF4
und dessen gleichzeitig moéglich erscheinende Sysrarg mit ECGF/H als Sp-
induzierender Faktor unterstitzt diese Vorstellundes Angiogenese-Kontextes.
Das komplexe Zusammenspiel verschiedener Co-Faktariéeinander und der
variable Phanotyp von EZ (Sankar et al., 1996)tfdazu, dass TGF-1 sowohl
inhibierend (Muller et al., 1987; Pepper et al.9@Pwie auch stimulierend auf in
vitro-Angiogenese wirkt (Madri et al. 1988). ECGFirdduziert bei BREC Sp
anderer Morphologie. Diese Beobachtung legt ndass der EZ-Phanotyp auch
auf der molekularbiologischen Ebene unterschiedlish und eine andere
Ausstattung der EZ mit Rezeptoren, Proteasen mtegdjiinen zur Folge hat.

Es konnte gezeigt werden, dass TAFApplikation sowohl die Synthese
von Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) mRNwie auch gleichzeitig die
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von UPA mRNA in EZ erhdhen kann (Pepper et al90)9Dabei war PAI-1-
Induktion von einem raschen Anstieg und einem Maximnach 12 h
gekennzeichnet, wahrend fir uPA mRNA ein spatdegrgsamerer Anstieg zu
verzeichnen war. Daraus ergab sich fir die EZ sawe ,proteolytische Balance*,
die initial eine Proteolyse-Hemmung und spatere eifroteolyse-Verstarkung
bewirkte. Bei gleichzeitiger bFGF-Behandlung derllefe zeigte sich ein
vergleichbarer Netto-Effekt (Pepper et al., 1998ne derartige zeitversetzte
Expression maximaler Konzentrationen von Anti-Pasten und Proteasen allein
konnte die im BREC-SpA beobachteten Interaktionemschen ECGF/H und
TGF- 1 erklaren. ECGF/H ist starkster Sp-fordernder &ialdes SpA. Die
ECGF/H-induzierten Sp zeichnen sich teilweise duethe besonders breite
Morphologie aus. Aufgrund der Breite der ECGF/H-8t eine erhohte
proteolytische Aktivitat der BREC im Vergleich zwerd VEGF/bFGF-Sp zu
fordern, da das teilweise seenartige Zusammenfiiefler Sp den Abbau der

Fibrinmatrix voraussetzt.

4.14. Endostatin und Angiostatin sind ohne Effekt

Fur AS und ES existiert eine Vielzahl experimertelDaten, die deren
antiangiogenes Potential untermauern. Dabei wurde dntiangiogene
Wirksamkeit von AS und ES sowohl in vitro als auichvivo demonstriert
(Drixler et al., 2000; Morikawa et al., 2000; O’'Rgiet al., 1994; O'Reilly et al.,
1997; Sacco et al, 2000; Wajih & Sane, 2003). Ier kbrgestellten BREC-SpA
wie auch bei Tests mit HUVEC lassen sich keineaagfiogenen Wirkungen von
AS und ES feststellen. Im Hinblick auf das Konzegantextabhéngiger
Substanzwirkungen mussen diese Ergebnisse diffierehetrachtet werden.

Fur kapillare EZ sind spezialisierte Isolationsnoeln beschrieben
worden, die u.a. die EZ-Wachstumsstimulation minauzell-konditioniertem
Medium beinhalten (Folkman et al., 1979). Die Lagitkultur der haufig in der
Angiogenese-Forschung verwendeten kapillaren bavidebennierenrinden-EZ
wird durch diese Methode maoglich. Ein erheblicheil Ter publizierten in vitro
Experimente mit AS und ES wurde mit auf solche Weisolierten EZ
durchgefuhrt (Cao et al., 1995; Cao et al., 199Besson-Welsh et al.,1998;
Dong et al., 1997; Falcone et al., 1998; Gatelgl€1997; Lannutti et al., 97; Luo
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et al, 1998; O'Rellly et al., 1994; O'Reilly et all996; O'Reilly et al., 1997 und
Sim et al., 1997). Die Verwendung von tumorzell-fibionierten EZ ist sinnvoll,
da derartige EZ einen Hauptangriffspunkt theragebgr Bemihungen darstellen.
Dennoch ist die Frage nach der Giiltigkeit der aids@&l Weise erzielten
Ergebnisse fur nicht-tumorzell-konditionierte EZ réehtigt. Tumorzell-
konditionierte EZ weisen eine andere proteolytisBlogenz auf, sind mit anderen
Oberflachen- und Adhéasionsmolekilen ausgestattdtrangieren im Vergleich
mit physiologischen EZ auf aF bzw. Al unterschieldli(Bajou et al., 2002;
Kamada et al., 2000; Ran et al., 2002). Die agt@ene Wirkung von AS und
ES auf tumorzell-konditionierte EZ kdnnte dahedriser und einheitlicher
auftreten als bei Experimenten mit physiologiscE&n

Tatsachlich sind die Resultate in Testsystemen ddtartigen EZ
uneinheitlich. So zeigte AS in einer Untersuchuimge inhibitorischen Effekt auf
HUVEC-Proliferation (Gately et al, 1996). In eireanderen Publikation hingegen
wird vom fehlenden Einfluss von AS auf das Wachstton HUVEC berichtet
(Stathakis et al., 1997)Kurzlich wurde berichtet, dass die antiproliferativ
Wirkung von AS von der Art der EZ-Stimulation abhan kann. Dabei zeigte AS
keinen Einfluss auf HUVEC-Proliferation nach Stiation der Zellen durch
VEGF und bFGF. Demgegenuber liel3 sich seine arglutorische Potenz nach
Stimulation mit Hepatocyte Growth Factor (HGF) $&slien ( Wajih & Sane,
2003). In der hier vorliegenden Arbeit wurden dig-Wirkung nach Stimulation
von bFGF, VEGF und ECGF/H getestet. In keiner daragnten Ansatze ergab
sich ein AS-Effekt.

Die Proliferation humaner EZ der Haut wurde durc® @lenfalls minimal
inhibiert ( Redlitz et al., 1999). Das Wachstum WWOVEC wird entweder gar
nicht (Stathakis et al., 1997) oder nur geringfigig 25% bis 35 % gehemmt
(Gately et al, 1996; Moser et al., 1999). Demgegeninhibierte AS bei Maus-
EZ die Proliferation um 85% (Goretzki et al., 200Bgi bovinen EZ konnte eine
100% Hemmung der Proliferation durch AS nachgewieserden (Lannutti et
al., 97; Lucas et al., 1998). In einem 3-D in vi&ogiogenese Assay wurde keine
antiangiogene Wirkung von AS auf humane Plazentaevidestgestellt ( Pil Jung
et al., 2003). In den hier prasentierten Experimenturde der AS-Effekt sowohl
auf humane EZ wie auch auf bovine EZ getestet, alass sich eine Spezies-

bedingte Anderung der Resultate beobachten lief3.
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Es existieren Hinweise flr Spezies-Abhangigkeit &3-Wirkung. In
einem 3-D in vitro Angiogenese Modell liel3 sich duhumanes ES (hES) keine
inhibierende Wirkung auf die Sp-Ausbildung im Ratrfa Ring Assay erzielen,
wahrend Maus-ES (M-ES) wirksam walurden im selben Testmodell humane
EZ der Vena saphena zur Sp-Bildung stimuliert, teedemgegentber das hES
antiangiogene Potenz (Kruger et al., 2000). In ighal Weise war durch hES
keine antiproliferative wie auch keine proapoptdtes Wirkung bei verschiedenen
bovinen EZ festzustellen, wohingegen M-ES effektiwar. Bei
Kontrollexperimenten mit humanen EZ zeigte hES afigartete proapoptotische
Kapazitat (Dhanabel et al., 1999&s wurde Uber fehlende antiproliferative
Wirkung von hES auf das Wachstum boviner EZ beihgodenem Effekt auf
humane EZ berichtet (Dhanabel et al., 1999b)der hier vorgestellten Arbeit
wird die mangelnde Wirkung von hES auf die Proéften von HUVEC
demonstriert, nachdem hES in Experimenten mit BR&&fektiv war. Somit
deutet primar nichts auf mangelnde ES-Wirksamkeitifgund von
Speziesunterschieden hin. Es wurden jedoch aue8&kh antiproliferative
Effekte von hES auf HUVEC getestet.

In einigen Untersuchungen entfaltete ES nur antiandgische, jedoch
keine antiproliferativen Effekte (Yamaguchi et al999). Bereits das erste
isolierte hES zeigte sich in Proliferationsexpenie® mit bovinen und humanen
EZ unwirksam (Standker et al., 1997). Es wurdedbket, dass eine langere hES-
Variante antiangiogene Effekte aufweist, woflr olieVergleich zum Erst-hES-
Molekul langere Aminosauresequenz verantwortlicmgeht wurde (Taddei et
al., 1999). Daher wurden hier verschiedene ES-¥iteia untersucht. Keine der
hier verwendeten ES-Praparationen war effektiv. Ehtfaltet seine
antiangiogenen Wirkungen in Abhangigkeit vom Semiteid der EZ-Kultur
(Shichiri und Hirata, 2001). In einer weiteren Usteehung konnte ES VEGF-
stimulierte EZ im Gegensatz zu bFGF-behandeltefedelicht inhibieren (Sasaki
et al., 2000). Unterschiedliche Serum-Anteile wietadie Art der Zellstimulation
anderten nichts an der mangelnden antiangiogeneku§j von ES im BREC-
MS-SpA. Mangelnde hES-Wirkung wurde auf die maksbwdére Abstammung
von EZ zurlckgefuhrt (Taddei et al., 1999). Derdelde Effekt von hES in dieser
Arbeit betrifft sowohl mikrovaskulare EZ (BREC) wach makrovaskulare EZ
(HUVEC). Fur M-ES ist eine proangiogene Wirkung auirine EZ beschrieben.
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In der betreffenden Untersuchung erhdhte M-ES imKimation mit bFGF die
Uberlebensrate von EZ und damit die Ausformung &mim Vergleich zur
alleinigen Anwesenheit von bFGF (Dixelius et a00@).

Trotz der aufgefuhrten Beispiele mangelnder bzwenschiedlicher ES-
und AS-Wirkungen bleibt deren antiangiogenes Paéénn Anbetracht der
Menge gegenteiliger Daten unbestritteBei Bewertung derantiangiogenen
Effekte der Substanzersollte jedoch der jeweilige Kontextit einbezogen
werden: Stimulationsbedingungen, die Art der B2,aingesetzten AS- bzw. ES-
Formen, der prinzipielle Versuchsaufbau sind reiéed/ariablen.

Je genauer der Wirkmechanismus von AS definierdssto besser sollte
es gelingen, dass Ausbleiben bzw. Auftreten seaméimngiogenen Einflusses zu
erklaren. AS interagiert mit den Integrine 3, 9 1, 4 1 boviner aortaler EZ,
dabei fungiert vor allem V 3 als Bindungsstelle (Tarui et al., 2001). ATP
Synthase weist Rezeptoreigenschaften fur AS aufkamoh durch AS inhibiert
werden (Moser et al., 2001). Annexin Il ist ebelsfals AS-Rezeptor beschrieben
(Tuszynski et al., 2002). AS hemmt Plasmin-indueigeZ-Migration (Tarui et
al., 2002). Intrazellulare pH-Werterniedrigung du/&S wurde als antiangiogener
Mechanismus beschrieben (Wahl et al.,, 2002). AStwvasokonstriktorisch
(Koshida et al., 2003). AS wirkt Apoptose-forderfidicas et al., 1998). AS-
behandelte EZ weisen signifikant erhdhtes E-Seledtirkommen auf (Luo et al.,
1998). AS verhindert die Signaltransduktion des pbtecyte Growth Factor’
(HGF). AS zeigt partielle Sequenzhomologie zu HGid bindet an den HGF-
Rezeptor c-met ( Wajih & Sane, 2003). Seit der AffdEckung ist somit eine
Vielzahl an Mechanismen und Interaktionen des Milekbeschrieben. Die
mangelnde Wirkung der hier bei BREC (und HUVEG)geisetzten AS-Formen
ist ungeklart. AS wurde in anderen Modellen re@naAngiogenese eingesetzt
und zeigte antiangiogene Potenz (lgirashi et @032 Meneses et al., 2001).

Ahnlich wie fur AS wurden fur das erst seit etwabgn Jahren bekannte
ES verschiedene potentielle Wirkmechanismen bedwdm. Interaktionen mit
Glypikanen, 5- und V- Integrinen und mit der Matrix Metalloproteasesind
beschrieben (Karumanchi et al., 2001; Kim et &l0® Rehn et al., 2001). An das
Zellmembranankerprotein Caveolin-1 scheint ES eddenfzu binden (Wickstrom
et al., 2002). Sowohl firr die Wirkung von AS wiechufir ES scheinen €a

Signale von Bedeutung zu sein (Lianwei et al., 20@S induziert Apoptose
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(Dhanabel et al., 1999a). ES kann die VEGF-Wirkimgbieren, indem ES die
Phosphorylisierung von KDR/Flk-1, einem der VEGFzBgtoren, sowie die
Aktivierung verschiedener abhangiger Kinasen blextk(iKim et al., 2002). Auch
hier deutet die Vielzahl der diskutierten Mechargsnden weiterhin vorhandenen
Klarungsbedarf an. Die definitive Klarung der ESkMiechanismen kdnnte die
Interpretation der vorliegenden Ergebnisse im BRE2: erleichtern. Es bleibt
festzuhalten, dass der angioinhibitorische Effedth VAS und ES nicht in jedem
Kontext auftritt und somit EZ zu existieren scheinedie unempfindlich

gegeniber den Wirkungen der Substanzen sind.
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5.1. Zusammenfassung

. Der Verlauf vieler Erkrankungen (z.B. koronare Heankheit, Diabetes mellitus,
Tumoren, rheumatoide Arthritis) wird durch Angiogse entscheidend
beeinflusst. Valide Angiogenese-Modelle sind eineoradssetzung zur
Erforschung angiogener Mechanismen und zur Entwigk angiogener und
antiangiogener Substanzen.

. In der vorliegenden Arbeit gelingt die Etablierueimes Mikrosharen-gestitzten
~Sprouting” Assays (SpA) durch Verwendung bovinetirraler Endothelzellen
(BREC). Dieser SpA wird als gut definierter undder Durchfiihrung einfacher
Angiogenese-Assay vorgestellt, der viele Teilstdrit physiologischer
Angiogenese erfasst.

. Zunehmend wird die Bedeutung der Dimensionalitah vogiogenese-Assays
erkannt. Als primar 3-D in vitro Modell kommt delREC-SpA physiologisch 3-
D ablaufender Angiogenese sehr nahe. Dabei kanBRE&C-SpA insbesondere
auch als Modell fur retinale Neovaskularisatiodémnen.

. bFGF und VEGF sind verantwortlich fir die Angiogsednduktion im BREC-
SpA. TNF- bleibt im gezeigten Angiogenese-Kontext ohne Wiigu

. Erhbéhung der Fibrinogen-Konzentration innerhalb siblpgischer Werte hat
einen antiangiogenen Effekt im BREC-SpA.

. Thrombin wirkt in hoheren Konzentration angiogea Bugabe ins Medium. Der
Effekt von ,Medium-Thrombin“ ist wohl matrixunabhdiy und vermutlich
direkten Wirkungen auf die Endothelzelle zuzusdieri

. Aprotinin ist im BREC-SpA ohne angioregulatorisch®irkung und daher
redundant.

. Der pH-Wert ist eine wichtiger Angiogenese-reguiater Faktor.

. Die komplette Applikation von Testsubstanzen ingsdehsmedium fuhrt zur
methodischen  Vereinfachung des BREC-SpA und veterindas Risiko
unspezifischer Effekte durch (z.B.) pH-bedingte Aafeterungen der

Matrixstruktur.

10. ECGF/H ist ein potenter angiogener Faktor (aF) REB-SpA. ECGF/H

bewirkt teilweise nicht quantifizierba®p und sollte daher nicht als
Standardsubstanz im BREC-SpA verwendet &verd
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Die Produktion von Angiostatin (AS) durch uPAsteolyse von Plasminogen
(Plg) und Reduktion von Plasmin durch Sulfhydryfgpen-Donatoren (SHD) ist
reproduzierbar.

Im Vergleich mit Plg-Proteolyse durch ElastaseldrgPA/SHD-AS-Herstellung
eine AS-Variante, die sowohl elektrogtmch wie auch durch N-terminale
Sequenzierung unterschieden werden kann.

cRGD und TGF-1 sind potente Angiogenese-Inhibitoren (Al) BREC-SpA
und kénnen als Kontrollsubstanzen zum S$dnge nach neuen Al fungieren.
TGF- 1 zeigt seine Al-Potenz abigig vom aF und dient als Beispiet flie
Kontext-Abhangigkeit von Angiogenese.

AS und Endostatin sind im BREC-SpA und in Reotionsassays mit BREC
und humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HGY ohne antiangiogene
Wirkung. Die Ursache der in diesem Kontésthlenden Wirksamkeit ist unklar.
Das in dieser Arbeit vorgestellte Angiogenbtedell und die dargestellten
Substanzwirkungen leisten einen Beitrag #&rforschung der angiogenen
Mechanismen und Faktoren. Die komplexeteraktionen im ,Angiogenese-
Kontext" missen weiter intensiv untersucktden, dafir bietet der BREC-SpA

ausgezeichnete Voraussetzungen.

5.2. Summary

The course of many diseases (for example ischa¢mést disease, diabetes
mellitus, tumors and rheumatoid arthritis) are etiée critically by Angiogenesis.
Valid models of Angiogenesis are a prerequisite fesearch on angiogenic
mechanisms and for the development of angiogemd antiangiogenic
substances.

This paper describes the establishment of a mioiecdbased sprouting assay
(SpA) by using bovine retinal endothelial cells (BR). This angiogenesis assay
represents a well defined system, which is charae by its technical simplicity
and which includes many steps that take place ysiplogical Angiogenesis.
Researchers focus increasingly on the dimensignaliAngiogenesis assays. As
a primarily three dimensional in vitro assay theEERSpA closely relates to three
dimensionally occurring physiological Angiogenesi$he BREC-SpA can

especially serve as a model for retinal neovasizalton.
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bFGF and VEGF promote Angiogenesis in the BREC-SpPNF- does not
effect Angiogenesis in this context.

An increase of Fibrinogen concentrations within gibjogical range results in an
antiangiogenic response in the BREC-SpA.

Thrombin promotes Angiogenesis in higher conceiuingt when added to the
cell medium. The angiogenic effect of Thrombin e tmedium seems to be
independent of the matrix and probably is due tedlieffects on the endothelial
cells.

Since Aprotinin does not have any effect on Angragges it is redundant in the
BREC-SpA.

8. The pH is important in regulation of Angiogenesis.

The complete application of test substances irda#say medium results in a
methodic simplification.Also, it decreashks tisk of unspecific effects caused by

modifications of matrix structure, for exampue to pH effects.

10. ECGF/H is a potent angiogenic factor in the BRHEAS Since ECGF/H

11.

12.

13.

14.

15.

16.

partially leads to the development of sprouts taat not be quantified it should

not be used as a routine substance in the BREC-SpA.

Production of Angiostatin by proteolysis of Plasogen by uPa and reduction of
Plasmin by Sulfhydrylgroup donators (SHD#aigeproducible method.
Compared to proteolysis of Plasminogen by Elastasenethod using uPA and
SHD generates an Angiostatin form that cawlistinguished by electrophoresis
as well as by N-terminal sequencing.

cRGD and TGF-1 act as potent Angiogenesis inhibitors in the BREA.
Therefore these substances can be useatastral when screening for new
Angiogenesis inhibitors.

The antiangiogenic potential of TGH-depends on the applied angiogenic
factor and therefore serves as an exampleoiatextual dependency of
Angiogenesis.

Angiostatin and Endostatin do neither show anyaagfiogenic effect in the
BREC-SpA nor in proliferation assays with BREC &idVEC. The cause of
their lacking potential in this context is not kvio

The Angiogenesis model presented in this work dsasehe demonstrated

effects of substances contribute torésearch of angiogenic mechanism and
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angiogenic factors. The BREC-SpA providesellent conditions for further
research on the complex interactions$the context of Angiogenesis, which

need to be investigated more thoroughly.
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6. Anhang

6.1. Abklrzungsverzeichnis

Abb. (Abbildung)

aF (angiogene Faktoren)

aFGF (acidic Fibroblast Growth Factor)
Al (Angiogenese-Inhibitoren)

Ak (Antikorper)

Aminosauren-Abkirzungen:

Aminosaure Dreibuchstabencode Buchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \
Asparaginsaure Asx B
oder Asparagin

Glutaminsaure Glx Z
oder Glutamin

Unbekannte Xaa X
Aminosaure

Al (Angiogenese-Inhibitoren)
AS (Angiostatin)
1 1 (Alphalbetal-Integrin)
3 1 (Alpha3betal-Integrin)



5 1 (Alpha5betal-Integrin)
9 1 (Alpha9betal-Integrin)
6 1 (Alpha6-betal-Integrin)
4 1 (Alphadbetal-Integrin)
2 1 (Alpha2betal-Integrin)
V 1 (alphaV-betal-Integrin)
V 3 (AlphaVbeta3-Integrin)
V 5 (AlphaVbeta5-Integrin)
2 1 (Alpha2betal-Integrin)
2 5 (Alpha2beta5-Integrin)
ATP (Adenosintriphosopahat)
bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor)
BREC (Bovine Retinal Endothelial Cells)
CAM (Chicken Chorioallantoic Assay)
CD (Cluster of Differentiation)
cRGD (Zyklisches RGD-Peptid)
d1-uPA/d2-uPA (doppelkettiges uPA 1 und2)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
DR (Diabetische Retinopathie)
3-D (Dreidimensional)
EZ (Endothelzelle)
ECGF/H (Endothelial Cell Growth Factor/Heparin)
ECGM (,Endothelial cell growth medium”; Endothelkehchstumsmedium)
E.coli (Escherichia Coli)
EGF (Epidermal Growth Factor)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
El.-AS (Elastase-Angiostatin)
ES (Endostatin)
EZM (Extrazellularmatrix)
Fib (Fibrin)
Fibg (Fibrinogen)
FBS (fotales bovines Serum)
FGF-5 (Fibroblast Growth Factor-5)
FGFR-1 (Fibroblast Growth Factor Receptor-1)
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flt und 4 (FMS-&hnliche Tyrosin Kinase 1 und 4)
flk-1 (Fetal liver kinase)

GSH (Glutathion)

hES (humanes Endostatin)

HCI (Salzsaure)

HGF (Hepatocyte Growth Factor)

HLPC (High Pressure Liquid Chromatography)
HUVEC (,Human Umbilical Venous Endothelial Cells’)
IGF-1 (Insulin like Growth Factor-1)

kDA (kiloDalton)

LLC (Lewis lung carcinoma)

linRGD (lineares RGD-Peptid)

linRGE (lineares RGE-Peptid

M-ES (Maus-Endostatin)

MMP (Matrix Metalloproteasen)

MRNA (messenger RNA)

MS (Microsphéaren)

MS-SpA (Microsphéaren-gestitzter Sprouting Assay)
N (Stickstoff)

NAC (N-Acetyl-Cystein)

NaCl Natriumchlorid)

NaOH (Natriumhydroxid)

NC1 (Non-collagenous 1)

NPDR (Nicht-proliferative diabetische Retinopathie)
PA (Plasminogen-Aktivatoren)

PAI-1 (Plasminogen Aktivator-Inhibitor 1)

PBS (Phosphat-Salz-Puffer)

Plg (Plasminogen)

PIm (Plasmin)

PBS (,Phosphate buffer sulfate”, Phosphatsalzpuffer
PDGF (Plateled Derived Growth Factor)

PDR (Proliferative diabetische Retinopathie)

Pro-lo (Propidium-lodid)

PSA (Prostata spezifisches Antigen)
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RNAse (Ribonucleinsdure-spaltendes Enzym)

RT (Raumtemperatur)

sc-uPA (single chain urokinase Plasminogen Aktigato

SHD (Sulfhydrylgruppen-Donator)

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Sp (,Sprouts”, GefalRsprossen)

SpA (Sprouting Assay)

SPARC (Secreted Protein Acidic Rich Cysteine)

TBS (Tris-Salz-Puffer)

TGF- (Transforming Growth Faxctor-alpha)

TGF- 1 (Transforming growth factor-beta 1)

TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteases)

TNF- (Tumor Nekrose Faktor-alpha)

uPA (Urokinase Plasminogen Aktivator)

uPA/SHD-AS (Urokinase Plasminogen Aktivator/SulfHgduppen-Donator-
Angiostatin)

VEGF (Vascular endothelial growth factor)

VWEF (von Willebrand Faktor)

Zn** (Zink)

2-D (Zweidimensional)

6.2. Material

Chemikalien, Proteine, Zellkulturmaterialien:
Aceton: Best.nr. 5025.2, Roth
Ammoniumsulfat: Best.nr.9218.2, Roth

Bovines Albumin: Best.nr. A 7030, Sigma

BCA Protein Assay Kit: Best.nr. 23225727, Pierce

rh bFGF: Best.nr. 13258-029, Gibco

Aprotinin: Reg.nr. 48458, Bayer

Bisbenzimide: Best.nr. B 2261, Sigma

cRGD: Best.nr. H-2574, Bachem Biochemica

Dulbecco’s Modified Eagle-Medium (DMEM): Best.n24130-025, Gibco
Elastase: Best.nr. 1027891, Boehringer Mannheim
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rh Endostatin (versch. Formen): Ludger StandkeedBisédchsisches Institut
fur Peptidforschung, D-30625 Hannover

Endothel Cell Growth Supplement / Heparin: Best30x120, Promo Cell

Endothel Cell Growth Medium : Best.nr. C-22010,RooCell
Wachstumsfaktoren des ECGM ( 0,1 ng/ml rh Epidergralwth factor,
1,0 ng/ml bFGF, 1,0 pug/ml Hydrocortisone, 50ug/mén@micin, 50
ng/ml Amphotericin B) : Best.nr. C-39210, PromolCel

Eppendorf ReaktionsgefalRe: Best.nr. 0030 121.0@Bekdorf GmbH

Epsilon-Aminocapronséaure: Best.nr. A-2504, Sigma

Fotales bovines Serum: Best.nr. 7758075, Greiner

Fibronectin (bovin): Best.nr. F-0895, Sigma

Fibrinogen (bovin): Best.nr. F 4753, Sigma

Gelatine (Typ B): Best.nr. G 1393, Sigma

L-Glutamin: Best.nr. 25030-024, Gibco

Glutathion (L-reduzierte Form): Best.nr. G-4251gr8a

Heparin (bovin): Best.nr. H-0777, Sigma

Hirudin: Best.nr. H-7380, Sigma

Kammer-Glasplatten: Best.nr. 177445, Nunc

Kristallviolett-L6sung: Best.nr. C 0775, Sigma

lineares RGD: Best.nr. H-1155, Bachem Biochemica

lineares RGE: Best.nr. H-7745, Bachem Biochemica

Lysin-Sepharose: Best.nr. L 5631, Sigma

Methanol: Best.nr. 4627.3, Roth

MCDB 131 Medium: Best.nr. FM-52-L, C.C. Pro

Microspharen (Cytodex 3 -): Best.nr. C 3275, Sigma

N-Acetyl-Cystein: Best.nr. A-8199, Sigma

Natrium-azid: Art.nr. 6688, Merck

Natronlauge (1 N): Art.nr. 9137100, Merck

Paraformaldehyd: Best.nr. 4005, Merck

PBS Dulbecco’s: Best.nr. 14040-091, Gibco.

Penicillin/Streptomycin-L6sung: Best.nr. 15140-1G4hco.

Petrischalen, 96 mm Durchmesser: Best.nr. 6331rdin&

Phenylmethylsulfonylfluorid: Best.nr. P 7626, Sigma

Propidium-lodid (95-98%): Best.nr. P 4170, Sigma
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RNAse : Best.nr. 109169, Boehringer Mannheim

Salzsaure (1 N): Art.nr. K 025.1, Roth

Skim milk powder: Best.nr. 70166, Fluka Chemie

TGF 1: Best.nr. B 1010, R & D Systems

Thrombin(bovines): Best.nr. T-7513, Sigma

Thimerosal: Best.nr. T-5125, Sigma

Tris-Puffer: Best. Nr. T-1503, Sigma

Trypsin-EDTA: Best. nr. T 8253, Sigma

Tween 20(= Polyoxyethlen-Sorbitan-Monolaurate): Best.nd 39, Sigma
rh VEGF 165: Best.nr. 293-VE-010, R & D Systems

Vitronectin: eigene Praparation , Arbeitsgruppef FPoeissner, 1997
12-well-Zellkulturplatten: Best.nr. 3513, Corning&ar
24-well-Tellkuturplatten: Best.nr. 3524, Corningstar
96-well-Zellkulturplatten: Best.nr. 167008, Nunc

Elektrophorese und Blot-Material:

Acrylamid (99,9%): Best.nr. 161-0100,Bio-Rad

Ammoniumpersulfat: Best.nr. 161-0700, Bio-Rad

ECL Reagenz: Best.nr. RPN 2106, Amersham Pharmacia

Glycin: Best.nr. 3908.3, Roth

Fotopapier Kodak X-omat, Best.nr. 7351 848-7, Sigma

Polyvinyliden-Fuorid Transfer Membran (Imobilon Best.nr. IPVH00010,
Millipore

Prestained Protein Marker "High”: Best.nr. 161-03B®-Rad

Prestained Protein Marker "Low”: Best.nr. 161-03B®%-Rad

Sodium Dodecyl Sulfate: Best.nr. 28365, Pierce

Temed (=N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin): Best.261-0800, Bio-Rad
Tween 20 (= Polyoxyethlen-Sorbitan-Monolaurate)stBe. P 1379, Sigma

Zellen:
BREC: Sigrid Zink, Diabetes- Forschunginstitut, Béiglorf
HUVEC: Eigene Praparation, Arbeitsgruppe Prof.ig3reer, 1997-1999
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Antikorper:
Aktin-AK (Kaninchen Anti-synthetisches Actin-Fragntg Best.nr. A-2066,

Sigma
Glatter Muskel-Aktin-Ak (Kaninchen -Anti-synthetises Glatter Muskel Aktin-
Fragmerdlyklonal): Best.nr. 2066A, Sigma
Kaninchen Antikorper (Schwein Anti-Kaninchen, FI'kGnjugiert):
Best.nr. F 205-02, Dako
Streptavidin-Ak (Peroxidase-konjugiert): Best.fr.0397, Dako
von Willebrand Faktor—Ak (Kaninchen Anti-Human, pkibnal): Best.nr. A 082,
Dako

Adressen der genannten Firmen:

Amersham Pharmacia: D-38110 Braunschweig
Bachem Biochemica: D-69126 Heidelberg
Bayer: D-51368 Leverkusen

Beckman: 80807 Miuinchen

Bio-Rad: D-80939 Miinchen

Boehringer Mannheim: D-68305 Mannheim
C.C.Pro: D-67433 Neustadt/W.

Corning Costar: D-55294 Bodenheim
Dako: D-22047 Hamburg

Eppendorf GmbH: D-22331 Hamburg
Fluka Chemie: CH-9470 Buchs

Gibco: D-76131 Karlsruhe

Greiner: D-72636 Frickenhausen
Immunotech: F-13276 Marseille

Molecular Devices: Menlo Parc, CA, USA
Millipore: D-65731 Eschborn

Merck: D-64271Darmstadt

Nunc: D-65203Wiesbaden

Pierce: Vertrieb Uber Perbio Science, 53113 Bonn
Promo Cell : D-69120 Heidelberg

R&D Systems: D- 65205 Wiesbaden
Sigma: D-82039 Deisenhofen

Roth: D-76185 Karlsruhe
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