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1. Einleitung

1.1. Angiogenese

Bei der Bildung von Blutgefilen und dem ,,Remodeling” von
GefidBlen werden Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese voneinander
unterschieden (Risau, 1997). Unter Vaskulogenese versteht man die de novo-
Entstehung von BlutgefidBlen in zuvor nicht vaskularisiertem Gewebe aus sich neu
differenzierenden Endothelzellen (EZ) in der Embryonalzeit. Die Stammzellen
werden dabei als Himangioblasten bezeichnet, da ihre Differenzierung sowohl in
Endothelzellen wie auch in zirkulierende Zellen des Blutes moglich ist. Unter
Angiogenese ist die Entwicklung von vaskuldren Strukturen aus bereits
bestehenden Gefden zu verstehen. Aussprossung von Kapillaren aus einem
,Muttergefda*“ und intravasale, lumenseparierende Endothelzellproliferation sind
zwei beschriebene Mechanismen (Risau, 1997). Als Arteriogenese wird die
Bildung von Kollateralgefden aus vorbestehenden arterioldren Anastomosen
bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit soll der Mechanismus der Angiogenese
betrachtet werden.

Angiogenese findet physiologisch dann statt, wenn eine vaskuldre
Infrastruktur zur ErschlieBung neu entstehenden oder sich reorganisierenden
Gewebes notwendig ist. Dies ist z.B. in der Wachstumsperiode, bei der
Wundheilung, beim zyklischen Aufbau des Endometriums und bei der
Plazentaentstehung der Fall. Adulte Endothelzellen sind prinzipiell teilungsféhig,
die Mitoserate im gesunden postnatalen Organismus ist jedoch mit 0,01 % sehr
gering (Keshet & Ben-Sasson, 1999). Psoriasis, rheumatoide Arthritis,
proliferative Retinopathien, Himangiome sind Beispiele fiir Erkrankungen, die
durch unkontrollierte und unerwiinschte Angiogenese unterhalten werden
(Folkman, 1995). Zu erheblichen Forschungsanstrengungen hat die Beobachtung
gefithrt, dass maligne Tumoren nur dann zu klinisch relevanter GrofBe
heranwachsen, wenn sie ein  Gefdllsystem zur  Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung sowie zum Abtransport der Stoffwechselprodukte ausbilden

(Folkman, 1971).



1.2. Angiogenese-Mechanismen

Bei der Angiogenese konnen folgende Schritte beobachtet werden (siehe auch
Abb. 1): Aktivierte Endothelzellen 10sen ihre Zell-Zell-Kontakte und bilden nach
Proteolyse der vaskuldren Basalmembran und der Extrazellulirmatrix (EZM)
zytoplasmatische Knospen aus. Zellmigration und Zellproliferation sorgen fiir das
Wachstum des ,,GefdBsprosses® (,Sprouts’), bis sich ein GefdBlumen bildet.
Zwischen den migrierenden EZ und der EZM und den EZ untereinander
vermitteln membranstindige Molekiile (z.B. sog. Integrine) zunéchst passagere
Adhisionen, die zum Abschluss der Gefidlentstehung ausreifen und permanent
werden. Die GefiBBausreifung wird durch das Erscheinen von Perizyten, glatten
Muskelzellen und Synthese einer Basalmembran charakterisiert. Die Teilschritte
der angiogenen Kaskade (erhohte Vasopermeabilitit, Proteolyse, Migration,
Proliferation, Adhdsionsmechanismen und Syntheseleistungen der EZ) miissen

dabei harmonisch ineinander iibergehen und bediirfen der Regulation.
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Abb. 1 : Stadien der Angiogenese: 1) Angiogen aktive Endothelzellen (griin dargestellt) 16sen zu-
néchst ihre Zell-Zell-Kontakte und initiieren eine Proteolyse der umgebenden Extrazellulirmatrix
(EZM). 2) Durch Verinderung der Zytoarchitektur kommt es zur Ausbildung zytoplasmatischer
Knospen, die in die proteolytisch verinderte EZM vordringen. 3) Den Zellausldufern folgend ent-
stehen durch Zellmigration und -proliferation, durch Bildung neuer Zell-Zell-Kontakte und durch
Zell-EZM-Interaktion neue Gefille. Mit der Synthese einer spezifischen, gefilsprossstabilisieren-
den EZM (blau dargestellt) wird der Prozess der Angiogenese abgeschlossen.



1.3. Angiogenese-Regulation

Angiogenese kann durch angiogene Faktoren (aF) initiiert bzw.
Angiogenese-Inhibitoren (AI) unterbrochen werden. Gemeinsames Merkmal
vieler aF ist deren Wirkungsvermittlung iiber Tyrosinkinaserezeptoren. Auch fiir
die Mehrzahl der bisher entdeckten endogenen AI scheint ein verbindendes
Prinzip zugrunde zu liegen, da sie hiufig Spaltprodukte von Proteinen der
Extrazelluldrmatrix bzw. von Gerinnungsfaktoren sind - s.u. (Sage, 1997). Nach
dem Konzept der angiogenen Balance entscheidet nicht die Anwesenheit eines
Faktors iiber Angiogenese-Induktion bzw. -Inhibition. Erst die Summe angiogener
und antiangiogener Stimuli entscheidet iiber die effektiv resultierende Wirkung.
Angiogene Tumorzellen zeichnen sich durch erhohte Produktion angiogener
Faktoren bei simultan erniedrigter Freisetzung von Hemmstoffen der
GefiBbildung aus (Folkman, 1995).

Verwandt mit der Hypothese der Balance von Angiogenese-Wirkstoffen
ist die Vorstellung der kontext-abhiingigen Angiogenese. Danach unterliegt die
Potenz eines Angiogenese-Modulators dem Milieu (Mandriota und Pepper, 1997).
Bei der Regulation der Angiogenese sind demnach, abgesehen von Angiogenese-
Faktoren-Interaktionen, EZM-EZ-Wechselwirkungen, EZM-Angiogenese-
Faktoren-Effekten, auch der pH oder Matrixeigenschaften relevant. Durch pH-
Wert-Modifikation von pH 7,4 auf pH 7,6 lassen sich die mechanischen
Eigenschaften einer Fibrinmatrix veridndern, so dass sich die Angiogenese-Rate
verdoppelt (Nehls und Herrmann, 1996).

Auch auf der Ebene der Proteolyse-Regulation im Rahmen von
Angiogenese ist die Balance angiogener und inhibierender Wirkungen
entscheidend (Pepper, 2001). Beim Eindringen in die sie umgebende EZM
bendtigen angiogen aktive EZ-Proteasen, die zum groBen Teil zwei Familien
zugehorig sind: den Serin-Proteasen (Plasminogen-Aktivator/Plasmin) und den
Matrix-Metalloproteinasen (MMP). Weitere proteolytische Enzyme sind die
Glykanasen (z.B. Heparanasen) und die Cystein-Proteasen (z.B. Cathepsin B)
(Pepper, 2001). Dosierte, rdumlich exakt begrenzte Proteolyse ist notwendig.
Einerseits muss die EZM als Migrationshindernis abgebaut werden, andererseits
muss die  periendotheliale = Matrix  der  migrierenden EZ  als

gefdBlsprossstabilisierende Leitschiene bestehen bleiben. EZ mit starker
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proteolytischer Aktivitit konnen nur in Anwesenheit von Protease-Inhibitoren
(z.B. Aprotinin) GefidBBe ausbilden (Montesano et al., 1987). Zur lokalen
Proteolyse-Regulation dienen endogene Antiproteasen, insbesondere TIMP
(,Tissue Inhibitor der Metalloproteasen’) und PAI-1 (,Plasminogen Aktivator
Inhibitor-17).

Der ,basic Fibroblast Growth Factor’ (bFGF), ein aF, fiihrt in vitro zu
einer zeitversetzt erhohten Sekretion von zunidchst Urokinase Plasminogen-
Aktivator (uPA) und etwas spiter von PAI-1 durch die EZ (Pepper et al., 1990).
Die angiogene EZ produziert bei der Proteolyse der EZM angiostatisch wirksame
Faktoren wie Endostatin, das als Kollagen-XVIII-Fragment im Sinne einer
negativen Riickkopplung wirken konnte. Wachstumsfaktoren konnen in der EZM
konzentriert werden. Gezielte Proteolyse kann zur Freisetzung aF fiihren. In
Geninaktivierungsexperimenten mit Matrix-Metalloproteinase-9-’Knock-Out’-
Maiusen wurde eine Angiogenese-Inhibition beobachtet, die auf fehlende lokale
proteolytische Freisetzung von ,Vascular Endothelial Growth Factor’ (VEGF)
zuriickgefiihrt werden konnte (Bergers et al., 2000).

Die EZ muss Zell-Zell-Kontakte und Zell-Matrix-Kontakte ausbilden, um
den GefiBspross zu stabilisieren (vgl. Abb. 1). Neben Cadherinen, Selectinen und
der Immunglobulin-Familie stellen die dafiir primir verantwortlichen Integrine
adhésionsvermittelnde, zellmembranstindige Molekiile dar. Integrine haben
zusitzlich Rezeptoreigenschaften und konnen Signale vom Zellinneren nach
aulen und vice versa iibersetzen. Unterschiedliche Aktivierungsmodi der
Integrine sowie eine nach Funktionszustand der EZ variierende Integrinexpression
existieren (Hynes, 1992). Die angiogenen EZ zeichnen sich durch selektive
Expression der Integrine alphaVbeta3 (aVP3), alphaVbeta5 (aVB5), alphalbetal
(a1B1) und alpha2betal (a2p1) aus, die nicht bzw. nicht signifikant von ruhenden
EZ exprimiert werden (Brooks et al., 1994; Friedlidnder et al., 1995; Senger et al.,
1997). Dabei scheint aVB3 die bFGF-Wirkung zu mediieren, wihrend aVf5,
alBl und a2B1 vermehrt nach VEGF-Stimulation exprimiert werden (Friedlander
et al., 1995). EZM-Proteine wie Fibronectin, Vitronectin und Fibrinogen weisen
sog. RGD-Sequenzen auf, die als spezifische Bindungsstellen fiir aV-Integrine
fungieren (Hynes, 1992). RGD ist ein Tripeptid mit der Aminosiuresequenz

Arginin-Glycin-Asparaginséure.
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1.4. Angiogene Faktoren

Inzwischen ist eine Vielzahl aF bekannt (siehe Tab. 1). Vaskulire
Wachstumsfaktoren kommen als endothelzellspezifische Faktoren (,Vascular
Endothelial Growth Factor’, Angiopoetine) wie auch als nicht-gefdBspezifische
Mediatoren vor (,Fibroblast Growth Factor’, ,Transforming Growth Factor’,
,Hepatocyte Growth Factor’, ,Insulin-like Growth Factor-1’, ,Platelet Derived

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

Angiogene Faktoren

VEGF 1-4
aFGF, bFGF, FGF-5
Angiopoetin 1-4
HGF

Ephrine

ECGF

EGF

TGF- a, TGF-
PDGF

IGF-1

TNF-a

SPARC

Interleukin-8

Angiogenese-Inihibitoren

Angiostatin

Endostatin

Canstatin

Tumstatin

Restin
Thrombospondin-1
TGF-B

Antithrombin III-Fragment
16 kDa-Prolactin
Plattchenfaktor 4-Peptid
Kininostatin

Vasostatin
Interleukin-12
2-Methoxyostradiol *
MMP-Inhibitoren*
Integrin-Antagonisten™

Thalidomid*

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

hergestellte  Inhibitoren. = Siehe  auch unter 1.8.  Angiogenese-Inhibitoren  und

Abkiirzungsverzeichnis.
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1.4.1. Vascular Endothelial Growth Factor

Von zentraler Bedeutung fiir die Vaskulogenese ist VEGF (,Vascular
Endothelial Growth Factor’). Bereits der Verlust eines VEGF-Allels fiihrt zum
Tod von Embryonen in Geninaktivierungs- (,Knock-out’-) Experimenten (Ferrara
et al., 1996). Das endothelzellspezifische, mitogene Potenzial von VEGF im
postnatalen Organismus ist durch zahlreiche Experimente belegt. Inzwischen sind
der VEGF - Familie fiinf verschiedene Faktoren (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E) zugeordnet (Meyer et al., 1999). VEGF-A wurde in fiinf
Isoformen nachgewiesen, die sich nach posttranskriptioneller Modifikation durch
ihre Groe und Aminosdurensequenz unterscheiden (VEGF-A 121, 145, 165, 189,
206). Die VEGF-Wirkungen werden durch drei Tyrosinkinase-Rezeptoren
vermittelt (Flt-1, KDR/Flk-1 und Flt-4), fiir die die verschiedenen VEGF-Formen
in unterschiedlicher Weise Liganden darstellen (De Vries et al., 1992; Hewitt &
Murray, 1996; Joukov et al., 1996; Meyer et al., 1999). VEGF-Wirkung erfordert
Anwesenheit von endogenem bFGF (Mandriota und Pepper, 1997).

1.4.2. Angiopoetine und Ephrine

Die Angiopoetine (Ang-1 bis Ang-4) mediieren ihre die GefaBreifung und
-stabilisierung betreffende Wirkung iiber die Tyrosinkinasen-Rezeptoren Tie-1
und Tie-2 (Davis et al., 1996) . Ephrine scheinen vornehmlich die vendse bzw.
arterielle Ausdifferenzierung neu angelegter Gefidl3e zu regulieren (Yancopoulos

et al., 2000).

1.4.3. basic Fibroblast Growth Factor

Der ,basic Fibroblast Growth Factor’ (bFGF, auch FGF-2 genannt) wird
als einer der wichtigsten angiogenen Wirkstoffe angesehen (Asplin et al., 2001).
bFGF wird in vier verschiedenen Isoformen exprimiert und vermittelt seine
Effekte tiber drei der bekannnten FGF-Tyrosinkinase-Rezeptoren (FGFR-1 bis
FGFR-3) (Galzie et al., 1997). bFGF gehort zu den Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren, von denen mittlerweile 19 (FGF-1 bis FGF-19) beschrieben
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sind (Nishimura et al., 1999). Tumoren, das Endothel sowie viele nicht-
endotheliale Zellen sind als bFGF-Produzenten bekannt (Folkman et al., 1993;
Schweigerer et al., 1987). Das angiogene Potential von bFGF ist durch viele in
vitro und in vivo Experimente belegt. In vitro stimuliert bFGF die EZ-
Proliferation und -Migration und kann die Ausformung von ,,Sprouts®
(GefdBsprossen) bewirken (Montesano et al., 1986). bFGF kann synergistisch mit
VEGEF in dreidimensionalen in vitro Angiogenese Assays wirken (Goto et al.,
1993). In einer Arbeit war der angiogene VEGF-Effekt von Endothelzell-
produziertem bFGF abhingig, da bFGF-Antikorper VEGF-induzierte
Angiogenese inhibieren konnten (Mandriota und Pepper, 1997).

1.4.4. Endothelial Cell Growth Factor

Als angiogener Regulator ist der ,Endothelial Cell Growth Factor’ (ECGF)
seit etwa 20 Jahren bekannt. Dabei handelt es sich um ein aus dem Hypothalamus
gewonnenes EZ-Mitogen, das als 75 kDa- und als 20 kDa-Form zu existieren
scheint (Maciag et al., 1979 und Maciag et al., 1982). ECGF wurde in einem der
ersten Angiogenese-Assays verwendet und erwies sich dort als sehr potent

(Folkman und Haudenschild, 1980).

1.4.5. Transforming Growth Factor-beta

Fiir ,Transforming Growth Factor-beta’ (TGF-f), einem weiteren gut
charakterisierten Angiogenese-Faktor, sind sowohl angiogene als auch
antiangiogene Wirkungen beschrieben worden (Miiller et al., 1987; Yang and
Moses, 1990). TGF-B ist ein 25 kDa Polypeptid, das ubiquitir in gesundem
Gewebe wie auch in Tumoren vorhanden zu sein scheint. Sein Vorkommen in
Thrombozyten bewirkt die stdndige Verfiigbarkeit in gut vaskularisierten
Organabschnitten. Durch GefidBlisionen kann TGF-B aus Thrombozyten
freigesetzt werden (Miiller et al., 1987). Tumorzellen konnen TGF-B in groB3en
Mengen produzieren (Huang und Lee, 2003). TGF-f wirkt auf EZ in
unterschiedlicher Stirke antiangiogen (antiproliferativ), wenn diese auf Matrices
verschiedener Art (Laminin, Typ IV-Kollagen, Fibronectin) kultiviert werden.

Werden die gleichen EZ in eine Kollagen-Matrix inkorporiert, bleibt deren
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Proliferationsrate unbeeinflusst von ansteigenden TGF-B-Konzentrationen,
wohingegen dosisabhingig ,Sprouts’ (Sp) als Ausdruck eines angiogenen Effekts
ausgebildet werden (Madri et al., 1988).

TGF-B existiert bei Sdugetieren in drei Isoformen (TGF-B1 bis TGFR33).
Die Interaktionen von TGF-f mit anderen Angiogenese-Faktoren sind komplex.
So sind Effekte von TGF-f auf VEGF- und bFGF-induzierte EZ-Migration
beschrieben, die von der verwendeten TGF-B-Konzentration abhingen. Wihrend
niedrige TGF-B-Dosen angiogenesefordernd wirkten, inhibierten hohere
Konzentrationen die EZ-Motilitit — diese TGF-B-Wirkung wurde als biphasisch
bezeichnet (Pepper et al., 1993; Robert & Sage, 1999). Fiir die Dimensionalitét
eines in vitro Angiogenese Assays (2-D gegeniiber 3-D) sind modulierende
Wirkungen auf TGF-f demonstriert, da TGF-f antiangiogen (antiproliferativ) in
2-D-EZ-Kultur und angiogen (Sp-bildend) in 3-D Experimenten wirken kann
(Madri et al., 1988). Kiirzlich wurde eine regulierende Wirkung von TGF-f auf
das VEGF/VEGF-Rezeptor-System beschrieben (Breier et al., 2002). TGF-j
vermindert die Zahl ausgebildeter Gefdfle im Rahmen seiner antiangiogenen
Wirkung, ohne dabei die Linge bzw. Breite der iibrigen (dennoch) entstehenden
GefilBe zu beeinflussen (Parsons-Wingerter et al., 2000). Auch TGF-B-Inhibitoren
konnen experimentell antiangiogen wirken (Tuxhorn et al., 2002). Die komplexen
Wirkungen von TGF-f sind exemplarisch hinsichtlich der Kontextabhingigkeit
von Angiogenese-Wirkstoffen (Pepper, 1997).

1.4.6. Tumor Nekrose Faktor-alpha

Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) ist eine seit vielen Jahren bekannte
Substanz. Seit der Entdeckung von TNF-a-Inhibitoren hat die angioregulative
Funktion des Faktors zunehmend Beachtung gefunden (Paleolog, 1997). Bei der
Therapie der rheumatoiden Arthritis spielt die Modulation von TNF-a eine
bedeutsame Rolle: Durch TNF-a-Blockade lieBen sich bereits klinische Erfolge
erzielen (Dayer, 2002; Feldmann und Maini, 2002). Auch bei der Regulation von
Tumor-Angiogenese wird TNF-a eingesetzt (Ruegg et al., 2002). TNF- a wird zur

Induktion von Angiogenese in Assays verwendet (Koolwijk et al., 1996).
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1.5. Potenzial angiogener Faktoren

Das therapeutische Potenzial aF bei der Behandlung ischamischer
Erkrankungen wie der koronaren Herzkrankheit, der peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit und apoplektischer Insulte stellt einen Schwerpunkt von
Forschungsbemiihungen dar. Durch Verabreichung von bFEGF bzw. VEGF soll die
Angiogenese und Arteriogenese in minderperfundierten Regionen medikamentos
induziert werden. Inzwischen gibt es klinische Erfolge, bei denen die
intraarterielle Applikation von VEGF-Gen Angiogenese bei Patienten mit
peripherer arterieller VerschluBkrankheit fordern konnte (Isner et al., 1996) .
Somit ist grundsitzlich die klinische Anwendbarkeit von aF demonstriert.
Multizentrische klinische Studien zur intramyokardialen Gabe von VEGF-Gen im
Rahmen von Koronarangiographien werden unternommen (Engelmann und Nikol,
2001). Das Potenzial von bFGF bei der Behandlung akuter ischdmischer Insulte
wird in klinischen Studien untersucht (Bogousslavsky et al., 2002).

1.6. Angiogenese-Inhibition

Angiogenese-Inhibition findet im gesunden Organismus statt und reguliert
wie aF das GefdBremodeling. Verschiedene AI wurden aus Sekreten gesunder
Organismen isoliert (Guan et al., 2003, Kucharz et al., 2003) . Viele Al sind
Spaltprodukte aus Vorlduferproteinen mit vollig anderer, teilweise entgegensetzter
Wirkung , z.B. Fragmente von aF und von EZM-Molekiilen. Bei der
proteolytischen Degradation des Gewebes durch aF konnen Al als EZM-
Fragmente konzentriert werden, so dass Al einen lokal ablaufenden

Riickkopplungsmechanismus darstellen konnen.

1.7. Mechanismen der Angiogenese-Inhibition

Entsprechend der Teilschritte der angiogenen Kaskade kann Angiogenese-
Inhibition durch Hemmung der Proliferation, der Migration, der Proteolyse und
der Adhision stattfinden. Antikorper gegen GefdBwachstumsfaktoren konnen
verhindern, dass das Signal des aF die EZ erreicht, dies wurde fiir spezifische
Antikorper gegen VEGF oder bFGF demonstriert (Pierce et al., 1995). Rezeptoren

fiir aF vermitteln ihre Signale mehrheitlich iiber Tyrosinkinasen, daher konnen
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Tyrosinkinase-Inhibitoren die intrazelluldre Signalkaskade und damit die
angiogene Aktivitit der EZ unterbinden. Hemmstoffe der VEGF-
Rezeptorphosphorylierung und Antagonisten des Calciumeinstroms storen in
vergleichbarer Weise die Ubertragung der angiogenen Signale (Fong et al., 1999
und Kohn & Liotta, 1995).

Eine groBle Zahl der in Tabelle 1 aufgefiihrten AI beeinflusst die
Proliferation und Migration der EZ, ohne dass gesicherte detaillierte Kenntnisse
iiber die Art ihrer Wirkung existieren (Griffioen und Molema, 2000). Die Zahl
erkannter Mechanismen nimmt jedoch zu. Angiogenese-Regulatoren beeinflussen
die Expression des zellmembranstindigen Proteins Caveolin-1 (Liu et al., 1999).
TNP-470, ein Derivat vom antibiotisch wirksamen Fumagillin, verhindert das
Eintreten der EZ in die G1-Phase des Zellzyklus und wirkt auf diese Weise
antiangiogen (Castronovo & Benotti, 1996). Fiir das 450 kDa Glykoprotein
Thrombospondin-1 ist CD 36 als Rezeptor nachgewiesen (Jimenez et al., 2000).
Die antiproteolytische Wirkung der MMP-Inhibitoren (Matrix-

Metalloproteinasen-Inhibitoren) beeinflusst die Migrationspotenz der EZ.

1.8. Angiogenese-Inhibitoren

Seit 1994 haben iiber 20 verschiedene AI das Stadium der klinischen
Erprobung erreicht (Brem, 1998; Folkman et al., 2001). Eine Ubersicht iiber die
wichtigsten AI gibt Tabelle 1. AI sind vielfach Fragmente aus
Vorldufermolekiilen. Beispiele sind Angiostatin als Plasminogenfragment,
Endostatin als Kollagenbruchstiick, ein von Plittchenfaktor 4 abgespaltenes
Peptid, das 16 kDa-Prolactin als Produkt des hypophysidren Hormons (Clapp et
al., 1993; O’Reilly et al., 1994; O’Reilly et al., 1997). Solche Proteine werden
auch als kryptisch bezeichnet, da ihre angio-inhibitorischen Eigenschaften erst
nach Abspaltung aus dem Muttermolekiil beobachtet werden. Mit dem Kininogen-
Spaltprodukt Kininostatin, dem Calreticulin-Fragment Vasostatin und einer
Antithrombinvariante wurden weitere angiostatische Faktoren entdeckt (O’Reilly
et al., 1999; Pike et al., 1998; Guo et al., 2001). Neben dem Kollagen XVIII-
Fragment Endostatin konnen auch aus anderen Kollagenarten angioinhibitorische

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

1.8.1. Angiostatin

Angiostatin (AS) ist ein internes Bruchstiick von Plasminogen. Die
Entdeckung dieser Substanz bestitigte die Hypothese, dass Primértumoren iiber
Metastasen-inhibitorische Eigenschaften verfiigen konnen. Klinisch war
beobachtet worden, dass die Entfernung eines Primidrtumors zu einem
explosionsartigen Wachstum seiner Metastasen fithren kann (Warren et al., 1977,
Sugarbaker et al., 1977). 1994 gelang es O’Reilly et al., den Mechanismus
unterdriickten Metastasenwachstums durch einen Primértumor zu entschliisseln:
Lewis-Lung-Carcinoma (LLC) tragende Miuse zeigten nach Primirtumor-
Entfernung rasches  Metastasenwachstum. Es  wurden  verschiedene
Korperfliissigkeiten der Tiere vor Entfernung des LLC gesammelt und
fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen wurden auf ihre Potenz getestet, die
Proliferation von bFGF-stimulierten kapilldren Endothelzellen zu unterdriicken.
Mit diesem System gelang die Identifizierung und Isolation von Angiostatin, das

auch in vivo antiangiogene sowie metastasen-inhibitorische Eigenschaften hat.

1.8.1.1. Angiostatin-Struktur

Humanes AS wandert laut Erstbeschreiber O’Reilly in der SDS-Gel-
Elektrophorese in drei separaten Banden bei 45, 42 und 40 kDa unter nicht-
reduzierenden Bindungen (O’Reilly et al., 1994). Es umfasst die Aminosduren 98
bis 460 des Plasminogens. Die entsprechende N-terminale Sequenz ist
KVYLSEXKTG (zur Nomenklatur der Aminosduren sieche
Abkiirzungsverzeichnis). Es enthdlt vier der fiinf Kringle-Regionen
(cysteindisulfidbriickenhaltige Ring-Strukturen) des Muttermolekiils, die je aus
etwa 80 Aminosduren bestehen. Kringle 1 und 4 enthalten Lysin-Bindungsstellen.
Den einzelnen Kringle-Doménen ist ebenfalls eine antiangiogene Aktivitit
gegeben. Cao et al. gelang 1996 der Nachweis, dass Kringle 1, 2 und 3 isoliert
einen antiproliferativen Effekt auf Endothelzellen haben. Diese Wirkung lief sich

fiir Kringle 4 nicht darstellen. In einer weiteren Studie zeigte auch der Kringle 5
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des nach AS-Abspaltung verbleibenden Plasminogenrestes anti-angiogene

Wirksamkeit (Cao et al., 1997).

1.8.1.2. Angiostatin-Produktion

AS entsteht durch Plasminogen-Proteolyse, die von Tumorzellen, aber
auch von nicht-neoplastischen Zellen wie Makrophagen ausgeht (Falcone et al.,
1998; Gately et al., 1996). Abhingig von der Art des Primirtumors scheinen
verschiedene Wege der AS-Produktion zu existieren, wie auch die Tumoren nur
teilweise die Fihigkeit der enzymatischen AS-Herstellung zu besitzen scheinen
(O’Mahoney et al., 1998 und Patterson und Sang, 1997). Zur in vitro Herstellung
von AS wurde zuerst Pankreaselastase benutzt (O’Reilly et al., 1994). Die
alternative ~ Verwendbarkeit von Plasminogen-Aktivatoren und freien
Sulthydrylgruppen-Donatoren konnte demonstriert werden (Stathakis et al. 1997,
Gately et al. 1997). MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-12, Cathepsin D und
Prostata spezifisches Antigen (PSA) konnen ebenfalls AS bzw. AS-dhnliche
Fragmente aus Plasminogen abspalten (Heidtmann et al., 1999; Lijnen et al.,
1998; Morikawa et al., 2000; Patterson und Sang, 1997). Schon bevor man die
anti-angiogenen Wirkungen von AS entdeckte, benutzte man Pankreas-Elastase,
um den Plasminogenteil zu isolieren, der die sog. Kringledominen 1-4 des

Muttermolekiils umfasst. Dieser Region entspricht AS (siehe Abb. 2).

1.8.1.3. Angiostatin-Wirkung

Der Wirkmechanismus von AS ist nicht abschlieBend geklirt, es sind jedoch in
den letzten Jahren Interaktionen mit Integrinen (aVPB3, a9B1, a4p1), mit der ATP-
Synthase sowie mit dem ,Hepatocyte Growth Factor’ beschrieben worden (Moser
et al., 2001; Tarui et al., 2001; Wajih & Sane, 2003). Die Wirkung von AS setzt
sich moglicherweise aus einem antiproliferativen, proapoptotischen,
antimigratorischen und antiproteolytischen Netto-Effekt zusammen. Kiirzlich ist
auch gezeigt worden, dass AS iiber Vasokonstriktion antiangiogene Effekte
entfalten kann (Koshida et al., 2003). AS-behandelte EZ weisen als Ausdruck der

antiproliferativen Wirkung von AS erhohtes E-Selectin-Vorkommen auf (Luo et
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al,, 1998). AS-Wirkung beeinflusst nach VEGF-Stimulation intrazellulire
Signalwege durch p53 sowie durch FasL und Mitochondrienfunktion (Chen et al.,
2003). Demgegeniiber wurde in einer anderen Arbeit kein Hinweis auf die
Modifikation intrazelluldrer Signalwege durch AS nach FGF- und VEGF-
Behandlung von EZ gefunden (Erikkson et al., 2003).

A KV

Angiogene
Wirkung

\\"
i Plasmin

Antiangiogene
K1y Wirkung

"\

Angiostatin

K
Kl Kl

Abb. 2: Schema der Plasminogen (Plg)/Plasmin (Plm)/Angiostatin (AS)-Struktur (modifiziert nach
Gately et al., 1997). A) Plasminogen enthilt die fiinf sog. Kringle-Dominen (KI-KV), die je drei
Disulfidbriicken aufweisen. Die jeweils etwa 80 Aminsduren umfassendene Sequenz der einzelnen
Kringle-Doméinen zeigt einen hohen Grad der Ubereinstimmung zueinander. Humanes Plg ist ein-
kettig und hat eine Gesamtliange von 791 Aminoséduren. B) Plg-Aktivatoren konvertieren Plg durch
Hydrolyse der Arginin®*!-Valin’2-Peptidbriicke in der Serin-Protease-Region (roter Pfeil in B) zu
Plm. Autoproteolytisch wird nachfolgend die Lysin”’-Lysin’®-Bindung gespalten und damit das N-
terminale Peptid freigesetzt (griiner Pfeil in B). Durch seine proteolytische Potenz ist PIm angiogen
wirksam. C) Nach Abspalten von Kringle V entsteht AS. AS enthilt Kringle I bis IV und wirkt im
Gegensatz zum Muttermolekiil antiangiogen.
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1.8.2. Endostatin

Auch Endostatin (ES), ein etwa 20 kDa grofles Kollagen XVIII-Fragment,
kann als Beispiel fiir ein ,,Molekiil-Recycling* durch Produktion endogener Al
aus einem Vorldufer-Protein dienen (O’Reilly et al., 1997). ES wurde fast
zeitgleich aus konditioniertem Medium von murinen
Haemangioendotheliomzellen und aus menschlichem Hamofiltrat isoliert, zeigt in
vitro und in vivo antiangiogene Eigenschaften und kann das Wachstum von

Tumoren und Metastasen inhibieren (O’Reilly et al., 1997; Stindker et al., 1997).

1.8.2.1. Endostatin-Struktur

ES entstammt der C-terminalen sog. NC1 (,Non-Collagenous’)-Doméne
von Kollagen XVIIL. Ahnlich wie fiir Kollagen XVIII selbst (Rehn et al., 1996)
sind fiir ES verschiedene Varianten mit unterschiedlichen N-Termini und Langen
beschrieben worden (Sasaki et al., 1998). Es zeigen sich Unterschiede zwischen
murinem und humanem Endostatin. Die humanen ES-Formen sind z.B. 12
Aminosduren kiirzer bzw. vier, neun und vierzehn Aminosduren lidnger als
murines ES (Stiandker et al., 1997; Felbor et al., 2000). Diese Beobachtung macht
es wahrscheinlich, dass abhidngig vom physiologischen Produktionsort
unterschiedliche ES-Formen mit eventuell differierender antiangiogener Wirkung

hergestellt werden konnen.

1.8.2.2. Endostatin-Entstehung und -Wirkung

Pankreas-Elastase und Cathepsin L konnen ES aus der NC1-Doméne von
Kollagen XVIII proteolytisch abspalten (Wen et al., 1999; Felbor et al, 2000). Der
Mechanismus der antiangiogenen Wirkung von ES ist ungeklirt. ES interagiert
mit o5- und oV-Integrinen und wirkt moglicherweise {iiber antiadhésive
Mechanismen (Rehn et al., 2001; Sudhakar et al., 2003). Damit vereinbar ist die
Induktion von EZ-Apoptose durch ES. Fiir die beobachtete Apoptose-fordernde
Wirkung von ES wurde die verminderte Expression der antiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-X1 verantwortlich gemacht (Dhanabal et al., 1999). Das

Shb-Adaptor Protein, ein Apoptose-Modulator, konnte fiir die antiangiogene
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Wirkung mitverantwortlich sein (Dixelius et al., 2000). ES bindet an Heparin und
Heparansulfate. Fiir bFGF fungieren Heparansulfate als Co-Rezeptoren, so dass
eine kompetitive Hemmung der Wachstumsfaktor-Co-Rezeptoren durch ES
diskutiert wurde (Sasaki et al., 1999). Glypikan, ein Zellmembran-Proteoglykan,
ist als Heparinase-sensibler Rezeptor fiir ES beschrieben worden (Karumanchi et
al., 2001). ES moduliert die Expression und Pridsentation von Plasminogen-
Aktivatoren und deren Inhibitoren auf der EZ (Wickstrom et al., 2001). ES
reguliert die katalytische Aktivitit der Membran-Typ 1-Matrix Metalloproteinase
und der Matrix Metalloproteinase 2 (Kim et al., 2000). ES konnte also auch iiber
die verinderte proteolytische Potenz der EZ antiangiogen wirken. ES und AS
erhohen den intrazelluldaren Calciumgehalt von EZ und scheinen auf diese Weise
die Signalkaskaden angiogener Faktoren modifizieren zu kénnen (Jiang et al.,

2001).

1.8.3. Transforming Growth Factor-beta als Angiogenese-Inhibitor

Auf sowohl angiogene wie auch antiangiogene TGF-B-Wirkungen wurde
bereits hingewiesen. Das Auge kommt als Organ in Betracht, in dem TGF-f3
vornehmlich inhibitorische Effekte erzielt. TGF-B bewirkt am Auge in vitro und
in vivo eine Angiogenese-Hemmung (Friling et al., 1996). Patienten mit
proliferativer diabetischer Retinopathie (PDR) weisen erniedrigtes TGF-p-
Vorkommen in ihren Glaskorpern auf (Spranger et al., 1999). Der Verlust von
Perizyten, potenten TGF-B-Produzenten, geht der Entwicklung einer PDR voraus
(De Oliveira, 1966). TGF-f scheint durch Apoptose-fordernde Signale
antiangiogen auf retinale EZ zu wirken (Yan und Sage, 1998). Die Kontext-
Abhingigkeit von TGF-B-Wirkungen ist auch bei Verwendung retinaler EZ

demonstriert worden (Yan und Sage, 1998).

1.8.4. Integrin-Antagonisten

Als Hemmstoffe der Zelladhision sind Integrin-Antikdrper und andere
Integrin-Antagonisten beschrieben. Insbesondere aV-Antagonisten haben sich in
vielen Experimenten als gut wirksame Al erwiesen (Eliceiri & Cheresh, 2001).

Synthetische RGD-Peptide sind aVB3-Antagonisten und wirken iiber Hemmung
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der EZ-Bindung an die EZM antiangiogen (Kawaguchi et al., 2001). Mehrere
Arbeiten weisen auf die Effektivitdt von RGD-Peptiden als Al hin (Friedldnder et
al., 1996; Hammes et al., 1996).

1.9. Potenzial von Angiogenese-Inhibitoren

Al stehen im Blickpunkt onkologischer Forschung, seit gezeigt werden
konnte, dass Tumoren nur dann groer als 1-2 mm werden, wenn sie iiber ein
erndhrendes GefidBsystem verfiigen (Folkman et al., 1963 und Folkman et al.,
1966). Al sollen Neoplasien durch Unterbrechung ihrer Blutzufuhr ,,aushungern®
(Cheresh, 1998). Da der Wirkort von Al selektiv die angiogen aktive EZ ist, sind
unerwiinschte Nebenwirkungen der Substanzen im Vergleich zu Zytostatika in
deutlich geringerem Ausmal} zu erwarten. Die naheliegendste Nebenwirkung von
Al betrifft Storungen der Wundheilung, bei der Neovaskularisationen obligat sind.
In experimentellen Untersuchungen konnten solche unerwiinschten Effekte bisher
nicht beobachtet werden (Berger et al., 2000).

EZ unterliegen im Gegensatz zur Tumorzelle keiner relevanten
Mutationsrate, so dass nicht mit einem Wirkungsverlust von Al durch
Resistenzentwicklung zu rechnen ist (O’Reilly et al., 1996). Antiangiogene
Strategien basieren auf einem neuartigen Angriffspunkt und konnen daher
adjuvant bzw. synergistisch zu den géngigen Tumortherapien eingesetzt werden
(Mauceri et al, 1998). Die antiangiogene Potenz von Angiostatin und Endostatin
wurde bereits fiir verschiedene Herstellungsverfahren (Isolation aus
Korperfliissigkeiten, proteolytische und rekombinante Produktion) und in
mehreren Angiogenesetestsystemen dokumentiert (Ubersicht bei Kim, 1998). Sie
gehoren zu den Al mit dem bisher eindruckvollsten antiangiogenen Wirkprofil
(Hanahan, 1998). Allerdings liegen auch Veroffentlichungen vor, in denen das
Fehlen einer antiangiogenen Wirkung von AS bzw. ES berichtet wird (Stathakis et
al, 1997; Stindker et al., 1997). Dennoch wird ihre Anwendbarkeit in der
Tumortherapie auf breiter Ebene diskutiert (Gorman, 1998).

Das Potenzial von Al betrifft jedoch auch viele nicht-onkologische
Erkrankungen mit unerwiinschter Angiogenese (z.B. rheumatoide Arthritis,
Psoriasis, s.0.). Unter ihnen nimmt die diabetische Retinopathie (DR) einen hohen

Stellenwert ein, da sie die zweithdufigste Erblindungsursache in Deutschland
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darstellt (Graf et al., 1999). Sie durchlduft klinisch zwei Hauptstufen: das nicht-
proliferative Stadium (NPDR) und das proliferative Stadium (PDR). Die NPDR
ist durch Retinaddem und -blutungen, Mikroaneurysmen und GefaBokklusionen
charakterisiert. Beim Ubergang zur PDR kommen vor allem Neovaskularisationen
hinzu, die zur Ausbildung von fibrovaskuldren Membranen fiihren konnen. Diese
Membranen konnen schrumpfen, eine Traktionsablatio der Netzhaut und damit
die Erblindung verursachen.

In Studien zeigte sich bei Typ 1-Diabetikern nach 15-jdhrigem
Krankheitsverlauf bei bis zu 86% eine Retinopathie. 37% dieser Patienten zeigten
das Vollbild der PDR (Klein et al., 1998). Bei der Entstehung der DR sind
angiogene Substanzen wie VEGF und bFGF beteiligt (Armstrong et al., 1998;
Mathews et al., 1997; Amin et al., 1997; Burgos et al, 1997; Aiello et al., 1994;
Hill et al., 1997 und Frank et al., 1996). Sowohl zur Pridvention wie auch zur
Therapie der DR wire daher der Einsatz von Al eine wichtige therapeutische

Option.

1.10. Angiogenese-Bio-Assays

Aus dem rasch zunehmenden Interesse an der Erforschung der
Angiogenese ergibt sich ein Bedarf an physiologisch validen, in der Durchfiihrung
schnellen, leicht handhabbaren, quantifizierbaren, kostengiinstigen
experimentellen Systemen, die eine Untersuchung angiogen aktiver Substanzen
erlauben (Jain et al., 1997). In Angiogenese-Assays sollen im Idealfall die
Entdeckung angiogener Faktoren , die Klidrung ihres Wirkmechanismus, die
Untersuchung von  Dosis-Wirkungsbeziehungen und ihrer klinischen
Anwendbarkeit moglich sein. Zur Zeit existiert kein Assay der allen o.g.
Anforderungen entspricht. Grundsitzlich werden in vivo Modelle von in vitro

Assays unterschieden.
1.11. In vivo Angiogenese-Assays
Die am lebenden Organismus durchgefiihrten Angiogenese-Bio-Assays

basieren in erster Linie auf Pridparationen von vaskularisiertem Gewebe,

Implantationen von polymerer Matrix sowie Untersuchungen an operativ
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entnommenem vaskularisierten Gewebe nach vorhergehender Stimulation durch
angiogene Wirkstoffe. Das Prinzip der gefensterten Assays besteht in der
Praparation von oberfldachlich gelegenenem Gewebe, das nachfolgend durch
Lichtmikroskopie die Beurteilung mikrovaskuldrer Strukturen gestattet. Das
,Rabbit Ear Chamber’ und das ,Hamster Cheek Pouch Window’ sind Beispiele.
Alternativ zur ,Fensterung“ werden angiogen stimulierte Gewebe operativ
freigelegt und anschlieBend mikroskopisch ausgewertet, z.B. die Haut im ,,Dorsal
Skin Assay*, die Mesenterien oder Leber von Nagetieren (Jain et al., 1997).
Polymere Matrix- oder Kollagenimplantate werden mit angiogenen
Faktoren und/oder Zellen versehen und in unterschiedliche Gewebe von Tieren
implantiert. Je nach Stimulation wird das zuvor avaskuldre Implantat
vaskularisiert und Art und Zahl der neuen Gefille konnen ausgewertet werden.
Solche Implantate finden in ,.gefensterten” und ,nicht-gefensterten Assays
Anwendung. Von den in vivo Assays gehoren der konventionelle ‘Chicken
Chorioallantoic Membrane Assay’ , das ‘Rabbit Corneal Pocket Model’ und der
‘Hamster Cheek Pouch Window Assay’ zu den drei am hiufigsten eingesetzten
Systemen (Brown et al., 1996). Beim ‘Rabbit Corneal Pocket Model’ werden nach
erfolgter Inzision der Kornea Zellen oder Faktoren implantiert und kénnen durch
wiederholte Mikroskopie ausgewertet werden. Bei Verwendung von
Hithnerembryonen im ‘Chicken Chorioallantoic Membrane Assay’ wird das
Hiihnerei in Petrischalen kultiviert und anschlieBend Kollagengele mit aF

aufgebracht.

1.12. In vitro Angiogenese-Assays

Es gibt verschiedene in vitro Angiogenese-Assays Die einfachsten
Verfahren sind EZ-Proliferationsexperimente, bei denen durch automatisierte
Zellzdahlkammern oder durch Zellanfarbung mit photometrischer Detektion der
Farbungsintensitit das Stattfinden bzw. Ausbleiben einer EZ-Vermehrung
festgestellt wird. EZ-Migration ist ein notwendiger Teil der angiogenen Kaskade.
Migrationsexperimente werden am hédufigsten in der sog. Boyden Kammer
durchgefiihrt. Sowohl Proliferations- wie auch Migrationsexperimente erfassen

nur Teilaspekte der Angiogenese. Es liegen Publikationen vor, die das Auftreten
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von Angiogenese beschreiben, wenn die Zellvermehrung im wesentlichen

unbeeinflusst bleibt (Sholley et al., 1984).

1.12.1. ,Sprouting’ Assays

Im sog. ,Sprouting Assay’ (SpA) kann der komplexe Ablauf
physiologischer Angiogenese in vitro simuliert werden (Folkman und
Haudenschild, 1980). Dabei werden EZ auf oder in eine EZM gebracht, um durch
Stimulation der EZ die Ausbildung von Sp zu induzieren. Der SpA wurde mit
wechselnden Matrices (z.B. Gelatine, Kollagen, Fibrin) und mit verschiedenen EZ
(mikro- und makrovaskuldrer Herkunft, unterschiedlicher Organabstammung)
beschrieben. Im SpA sind die einzelnen Schritte der Angiogenese-Kaskade zu
beobachten. Das Losen der EZ aus dem Zellverband, die proteolytische
Degradation der EZM, die Migration, die passagere Adhision der Zelle an die
EZM, die Proliferation und die abschlieffende stabilisierende Adhésion an die
Matrix mit Ausbildung von Interzellulirkontakten und Gefidf3fusionen sind
Assaybestandteil.

Die Auswertung des SpA stellt teilweise ein Problem dar. Die
Differenzierung der initial vorhandenen Zellen zu den ausgebildeten Sp kann
besonders in den hiufiger benutzten zweidimensionalen Systemen mikroskopisch
schwierig sein. Auch mit Hilfe von computergestiitzten Bildanalysesystemen
erreicht man nur semi-quantitative Evaluationen. Mit der Einfithrung des ,Rat
Aorta Ring Assays’ gelang die Beschreibung eines biologisch komplexen,
qualitativ gut auswertbaren, dreidimensionalen Testsystems. In Fibrinmatrix
eingebettete  Abschnitte einer Rattenaorta bildeten nach  Stimulation
GefiBstrukturen in die Umgebung aus (Nicosia et al., 1982). Die Durchfiihrung
des Assays im serumfreien Milieu gelang erst spéter (Nicosia und Ottinetti, 1990).
Ein Nachteil dieser Versuchsanordnung ist, dass es sich um ein Gemisch von
makro- und mikrovaskuldren EZ und nicht-endothelialen Zellen handelt, das in

die EZM eingebracht wird (Nehls und Drenckhahn, 1995).



26

1.12.2. Microsphiren-gestiitzte ,Sprouting’Assays

Mit der Verwendung von endothelzellbewachsenen Microsphiren, die in
Fibrinmatrizes inkorporiert wurden, etablierten Nehls und Drenckhahn 1995 einen
neuen Versuchsaufbau fiir SpA. Der experimentelle Ablauf des SpA nach Nehls
und Drenckhahn ist in Abb. 3 dargestellt. Bei diesem SpA ist wie beim ,Rat
Aorta Ring Assay’ die Quantifizierung gut durchfiihrbar, da die GefidBsprossen,
die Sp, in einer ansonsten zellfreien Fibrinmatrix gezéihlt werden. Dadurch wird

ein einfacher, kostengiinstiger und schneller Ablauf gewihrleistet.

Microsphare (MS)

=
Q/
=
Endothelzelle (EZ)

2)

Gefass fur
Zellkultur

1)

EZ ohne Angiogenese

EZ mit Angiogenese

Abb. 3: Prinzip des Sprouting-Assays: 1) Endothelzellen (EZ) werden auf Microsphiren (MS)
ausgesit und kultiviert, bis sie konfluieren. 2) Die EZ-bewachsenen MS werden in eine Fibrinmatrix
integriert und mit Angiogenese-Wirkstoffen behandelt. 3) Nach erfolgter Stimulation bilden die EZ
ggf. Sprouts in die sie umgebende Fibrinmatrix aus. Mikroskopisch erfolgt die Auswertung und
Quantifizierung von MS auf Angiogenese.
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Ebenso wie beim ,Rat Aorta Ring Assay’ findet beim Microsphiren (MS)-
SpA die Sp-Ausformung in einer dreidimensionalen (3-D) Matrix statt. Der Drei-
Dimensionalitét solcher Assays wird zunehmend groflere Bedeutung beigemessen,
da eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die unter natiirlichen
Bedingungen 3-D ablaufende Angiogenese angenommen wird (Vernon und Sage,
1999; Williams, 1993). Die Dimensionalitiit eines Assays kann iiber das Eintreten

bzw. Ausbleiben einer Angiogenese-Wirkung entscheiden (Madri et al., 1988).

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

Der Vorteil der in vivo Angiogenese-Assays ist ihre biologische
Komplexitidt, da sie die verschiedene Zwischenschritte der Angiogenese
(Zellproliferation, Zellmigration, Matrix-Proteolyse, Apoptose, Zelladhision,
GefiBsprossausbildung, GefiB3stabilisierung etc.) beinhalten. Héufige Nachteile
solcher in vivo Systeme sind, dass die Ergebnisse nur semi-quantitativ oder
qualitativ erfassbar sind, dass die Applikation und Verteilung der Testsubstanzen
Schwierigkeiten bereitet und daher Dosis-Wirkung-Relationen nicht abgeleitet
werden konnen. Weiterhin gehen sie zum Teil mit einem erheblichen
experimentellen und zeitlichen Aufwand, hohen Kosten und ethischen
Restriktionen einher (Jain et al., 1997). Der ,Rabbit Ear Chamber Assay’ ist ein in
vivo Testsystem, das das Kriterium der Quantifizierbarkeit zufriedenstellend
erfilllen kann. Allerdings dauert allein die Versuchsvorbereitung bis zu 6 Wochen,
die Methode ist sehr teuer und das Testmilieu ist trotz des grolen Aufwands nur
eingeschrankt mit spontaner Angiogenese in physiologischem Gewebe
vergleichbar (Jain et al., 1997).

In vitro Assays sind schneller, einfacher und billiger durchzufiihren. Von
verschiedenen Autoren wird jedoch die Ubertragbarkeit von in vitro Daten auf die
physiologische Situation angezweifelt (Jain et al., 1997). Dies gilt insbesondere
dann, wenn die Testverfahren nur Teilaspekte der Angiogenese reproduzieren.
Unter den in vitro Assays stellt der SpA das komplexeste und hinsichtlich der
Teilaspekte der Angiogenese das ,kompletteste Verfahren dar. Die gute
Quantifizierbarkeit und prinzipielle Durchfiihrbarkeit im serumarmen bzw. -freien
Milieu sind Vorteile des MS-SpA (Nehls et al., 1998; Nehls und Drenckhahn,
1995). Gegeniiber dem ,Rat Aorta Ring Assay’ ist der MS-SpA biologisch
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weniger komplex, da er keine Wirkungen in Organfragmenten untersucht und
somit Wechselwirkungen nicht-endothelialer Zellen mit EZ nicht erfasst. Im MS-
SpA finden die Experimente bei Abwesenheit von Nicht-EZ unter eindeutig
definierten Bedingungen statt, da nachgewiesene Effekte immer Folge einer EZ-
Antwort auf Stimuli sein miissen. Es konnte gezeigt werden, dass auch nicht-
endotheliale Zellen Ausldufer bilden, die mit Sp verwechselt werden konnen
(Nehls et al, 1994). Zusitzlich ist die gezielte Erforschung von
Wechselwirkungen nicht-endothelialer Zellen mit EZ durch Co-Kultur-
Experimente im MS-SpA moglich (Nehls et al., 1998).

1.14. Fragestellung

Angiogenese beeinflusst den Verlauf vieler Erkrankungen. In den
letzten Jahren wurde eine Vielzahl aF und Al entdeckt. Diese Substanzen eroffnen
bei der koronaren Herzkrankheit, bei der peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit, bei Tumorerkrankungen, bei der diabetischen
Retinopathie, aber auch bei vielen anderen Erkrankungen neue therapeutische
Perspektiven. Es besteht ein Bedarf an validen Angiogenese-Assays, die die
Entdeckung von aF und AI und deren weitere Untersuchung (z.B zum
Wirkmechanismus) gewihrleisten. Die hier dargestellten Experimente sollten
zundchst die Konditionen fiir ein Angiogenese-Modell definieren, das die
Parameter physiologischer Angiogenese beriicksichtigt. Dabei sollte den
Forderungen nach einfacher Handhabung, Schnelligkeit, Quantifizierbarkeit,
biologischer Komplexizitit, Dreidimensionalidtit und Praktikabilitit im

serumarmen Milieu des Assays Rechnung getragen werden.

Aus diesem Ansatz ergaben sich folgende Experimentvorhaben:
1.) Etablierung des MS-SpA bei Verwendung retinaler EZ.
2.) Optimierung der Bedingungen des MS-SpA.
3.) Tests mit bekannten aF und Al hinsichtlich ihrer Wirksamkeit im MS-SpA.

Zum Zeitpunkt der Experimente wurde erstmalig die Produktion von AS
durch uPA/SHD in der Literatur beschrieben. Zusitzlich wurde verschiedene ES-

Formen bekannt. Es ergaben sich als weitere Ziele:



4.) Validierung von uPA/SHD-Inkubation als Methode zur AS-Herstellung.
5.) Vergleich der AS-Varianten durch Elektrophorese und Teilsequenzierung.

6.) Tests mit den AS-Varianten und ES-Formen im MS-SpA.

29
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2. Methoden

2.1. Durchfiihrung des ,Sprouting-Assays’ mit BREC

2.1.1. Kultur und Charakterisierung boviner retinaler Endothelzellen

Bovine retinale Endothelzellen (BREC) wurden von Frau Dr. Sigrid Zink
(Diabetes-Forschunginstitut, Diisseldorf) zur Verfiigung gestellt. Die Pridparation
erfolgte durch pigmentzell-armes Ablosen der Retina aus dem aufgeschnittenen
Bulbus mittels Pinzette, anschlieBendem Zerschneiden und Kollagenase-Verdau
der Retina und Zentrifugation der Zellen. Die Primérkultur fand in ,Dulbecco's
Modified Eagle’s Medium’ (DMEM) mit 20 % fotalem Rinderserum (fotalem
bovinen Serum, FBS) und Endothelzell-Wachstumsfaktor statt (Schor und
Schor,1986; Zink et al.,1995). Zur weiteren Reinigung der EZ von Perizyten,
Fibro- und Mpyozyten und anderen nicht-endothelialen Zellen wurde die
Kultivierung in mit EZ-Wachstumsfaktoren ergidnztem, 10% FBS-haltigem
Endothelzellmedium (,Endothelial Cell Growth Medium’, ECGM) fortgefiihrt.
Das ECGM wurde auf sog. MCDB 131-Basis formuliert, welches das Wachstum
von Endothelzellen optimiert (Nicosia und Ottinetti, 1990). Das
Teilungsverhiltnis betrug beim Passagieren 1:3 bis 1:4. Die Zellen wurden
mikroskopisch hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens und ihrer Morphologie
evaluiert.

In Proliferationsexperimenten wurden zur Konfluenz gewachsene BREC
durch Trypsin abgelost. Nach Resuspension der BREC in ECGM (10 % FBS)
wurden jeweils 100 upl (15-25 * 10* Zellen) in die Vertiefungen einer 96-Loch
Zellkulturplatte tiberfithrt. Nach 12 bis 24 h Inkubation bei 37°C erfolgte ein
Mediumwechsel zu 0,3% FBS-haltigem MCDB 131. Nach weiterer Inkubation
fir 12 bis 24 h wurde das Medium erneuert und die BREC in Triplikaten
stimuliert. bFGF wurde in den Dosen 0,1; 1; 10 und 50 ng/ml und VEGF in
Konzentrationen von 4, 40, 100 und 200 ng/ml wurden eingesetzt. Der TGF-1
wurde in den Dosen von 0,1; 1; 10 und 20 ng/ml getestet. Der
Proliferationsversuch wurde nach 48 bis 96 h gestoppt, abgeloste EZ durch
Waschen mit Phosphatsalz-Puffer entfernt und die BREC durch 30miniitige
Inkubation mit 200 pl Methanol-Aceton (1:1) fixiert. Nach Entfernen der
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Fixierlosung folgte die Zellanfirbung mit 50 pl Kiristallviolett-Losung (0,5%
Kristallviolett, 20 % Methanol, 79,5% H,0) fiir 30 bis 60 min bei
Raumtemperatur (RT). Nicht Zell-gebundenes Kristallviolett wurde durch
mehrmaliges Waschen mit Aqua dest. entfernt, die Platten getrocknet und 50 pl
Kristall-Entfarbelosung (Essigsdaure:Methanol:H,O = 1:3:6) hinzugegeben. Nach
5-10 min wurde die Absorption bei 590 nm gemessen.

Zur immunzytochemischen Charakterisierung wurden BREC auf
gekammerte Glasplatten ausgesidt. Nach zwei bis vier Tagen wurden die dann
konfluenten Zellen zweimal mit 500 ul/Kammer PBS (Phosphat-Salz-Puffer)-
Dulbecco’s gewaschen, bevor sie 30 Minuten mit 500 pl eiskaltem Aceton-
Methanol (1:1) fixiert wurden. Es folgte die Inkubation mit 0,01%-Thimerosal-
haltigem PBS (200 ul/Kammer) bei 4°C iiber Nacht. Die Kammern wurden fiir 30
Minuten mit 2,5% Albumin-haltigen PBS-0,01% Tween 20 geblockt. Folgende
erste Antikorper in 200 pl 0,25% Albumin-haltigen PBS-0,01% Tween 20 wurden
anschliefend zu verschiedenen Kammern gegeben: Anti-von Willebrand-Faktor
Antikorper, Anti-CD31-Antikérper und Anti-Glattmuskelzell-Aktin-Antikorper.
Die Inkubation wurde fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht
vorgenommen. Der zweite FITC-konjugierte Schwein Anti-Kaninchen-Antikorper
wurde in einer 1:300 Verdiinnung zu den Ansitzen sowie in eine Kammer ohne
ersten Antikorper gegeben. Schlieflich wurde bei den Anti-CD-31-Antikorpern
nach einer halben Stunde 0,1ug/ml Propidium-lodid in 1mg/ml RNAse in die
Kammern gegeben und fiir eine weitere halbe Stunde bei RT inkubiert. Die
Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 10- bis 40facher
VergroBerung. Es erfolgte die Einbeziehung von Experimentergebnissen von Uwe
Schubert und Karin Hersemeyer, jeweils Biochemisches Institut der Justus-

Liebig-Universitit Giefen.

2.1.2. Reinigung des Fibrinogens und Vorbereitung der Microsphéren

Bovines Fibrinogen wurde im Verhiltnis 1:100 zu sterilem PBS gegeben.
Das  Fibrinogen-PBS-Gemisch  wurde mit dem  Proteasen-Inhibitor
Phenylmethylsulfonylfluorid in einer Endkonzentration von 1mM versetzt. Dieser
Ansatz wurde iiber Nacht bei 4°C geriihrt, um einen moglichst groen Teil des

Fibrinogens in Losung zu bringen. Anschliefend erfolgte fiir 10 Minuten die
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Zentrifugation bei 18000 g. Der erhaltene Uberstand wurde mit 30% (Gew./Vol.)
Ammoniumsulfat fiir 1 h bei 4°C prézipitiert. Das Prézipitat wurde durch
nochmalige Zentrifugation bei 18000 g (40 min; 4°C) gewonnen, in PBS gelost
und dreimal 24h gegen 10 1 PBS des pH-Wertes 7,4 dialysiert. Schlielich wurde
das Fibrinogen sterilfiltriert und in kleinen Aliquots bei -80°C eingefroren. Die
Proteinbestimmung (Protein BCA Assay) ergab eine Konzentration von 2,7
mg/ml Fibrinogen. Zur Herstellung eines Vorrats wurden 5Smg der Microsphiren
(MS) in 500 ml PBS aufgenommen und 3 h bei RT aufgeschwemmt. Die Losung
wurde dann mit 0,02% Natrium-azid versetzt und anschliefend 20 Minuten bei

110 bar autoklaviert. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.

2.1.3. Kultur der BREC auf den Microsphiren

Der Vorratsflasche wurden 0,5 ml der sedimentierten MS entnommen, in
ein 15 ml Zellkulturgefafl gegeben, dreimal mit EZ-Medium gewaschen und dann
in 1 ml EZ-Medium aufgeschwemmt. Die MS wurden auf den Boden einer
senkrecht stehenden Flasche fiir Suspensionszellen iiberfiihrt. Die Hilfte einer in
Sml resuspendierten BREC einer Zellkulturplatte wurde zu den MS in die immer
noch vertikale Flasche gegeben. Zur Verteilung der BREC auf die MS wurde die
Flasche vorsichtig um eine horizontal zur Flaschentiefe stehenden Achse
geschwenkt. Diese Verteilungsprozedur wurde halbstiindlich fiir eine
Gesamtdauer von 4 h wiederholt, wobei die Flasche die gesamte Zeit senkrecht
bei 37°C inkubiert wurde. Weitere 3 ml Medium wurden vorsichtig in die Flasche
gegeben, welche danach in die Horizontale gekippt wurde. Nach 24-96 h wuchsen
die BREC auf den MS zur Konfluenz.

2.1.4. Inkorporation zelltragender Microsphéren in die Fibrinmatrix

Das aufgereinigte Fibrinogen wurde mit PBS-Dulbecco’s auf eine
Endkonzentration von 1,6 mg/ml Fibrinogen eingestellt und mit 200 U/ml
Aprotinin versetzt. Eine 12-Loch-Zellkulturplatte wurde mit jeweils 600 ul der
Fibrinogenlosung beschickt. Die zellbewachsenen MS wurden in ein 15 ml Falcon
tiberfithrt und dreimal mit vorgewédarmtem PBS-Dulbecco’s gewaschen. Je 40ul

der dann in 2,5 ml PBS-Dulbecco’s aufgeschwemmten MS wurde in die einzelnen
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Matrices gegeben. AbschlieBend wurde die fliissige, MS-haltige Fibrinogenldsung
durch Zugabe von 0,65 U/ml Thrombin innerhalb von 20 bis 40 Minuten bei RT

zu einer Fibrinmatrix polymerisiert.

2.1.5. Zellstimulation

Die Stimulation erfolgte jeweils in Duplikaten bzw. Triplikaten. Nach
Solidewerden des Fibrins wurden die einzelnen Matrices mit 1 ml RT-warmem,
5%-FBS-haltigen MCDB 131-Medium iiberschichtet. Es folgte die sog.
,Equilibrierung’ fiir 1 h im Inkubator, um die Matrix mit Kulturmedium zu
durchsetzen. Nach erfolgtem Mediumwechsel wurden die Testsubstanzen dem
Medium zugesetzt. Im ersten Experiment wurde ein Gemisch aus 100 ng/ml
VEGF, 50 ng/ml bFGF und 2 ng/ml TNF-a zugegeben. In Folgeexperimenten
wurden die Substanzen getrennt voneinander appliziert. Parallel wurden alle
Kombinationen getestet (bFGF + VEGF + TNF-a; bFGF + VEGF; bFGF + TNF-
a und VEGF + TNF-a). Die Erstellung einer Dosis-Wirkung-Kurve fiir bFGF
erfolgte mit Dosen von 0,01 bis 20 ng/ml. VEGF wurde in Dosen von 0,005 bis
30 ng/ml getestet.

Es wurden Versuche zur Fixierung der Matrices nach Versuchsende
unternommen. Dazu wurden nach Entfernung des Testmediums die Matrices mit
je 200 pl 3%-Paraformaldehyd iiberschichtet und 4 h bei RT oder iiber Nacht bei
4°C fixiert. AnschlieBend wurden die Matrices mit 200 pl Kristallviolett-Losung
iiberschichtet und die Platten 30 Minuten bei RT gefiarbt. Das oberfldachlich
verbliebene Kristallviolett wurde entfernt und die Matrices im Wasserbad fiir ca.

6-18 Stunden entfirbt, bis nur noch die Zellen Fiarbung zeigten.

2.1.6. Auswertung und Statistik

Je nach gewihlter Stimulation und Ansprechen der BREC erfolgte die
mikroskopische Auswertung nach 16-72 h. Zunidchst wurden die Ansitze
qualitativ und hinsichtlich der Homogenitit der Antwort evaluiert. Bereiche oder
ganze Matrices, in denen die Polymerisation des Fibrins inhomogen schien,
blieben bei der Auswertung unberiicksichtigt. Die quantitative Evaluation erfasste

50-100 MS pro Einzelmatrix. Um die mehrfache Beriicksichtigung einzelner MS
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zu vermeiden, wurden Mikroskopausschnitte im Uhrzeigersinn durchfahren, dabei
gaben die Rénder der Kulturplatte die Orientierung. Als Sp wurden nur die
gewertet, deren Gesamtlinge mindestens 150um (durchschnittlicher MS-
Durchmesser) betrug.

Als zusitzliche interne Kontrolle erfolgte bei der Quantifizierung nicht nur
das Zihlen der Gesamtmenge an Sp. Gleichzeitig wurde die Homogenitit der
eingetretenen Antwort untersucht, indem die Anzahl der insgesamt positiven (Sp-
tragenden) MS festgehalten wurde. Dadurch sollte verhindert werden, dass
einzelne MS mit weit iiberdurchschnittlicher Angiogenese-Aktivitit das Resultat
bei ansonsten miBiger Antwort verfilschen. Die qualitative Nachbeobachtung der
Experimente wurde teilweise iiber einen ldngeren Zeitraum (7 bis 10 d)
vorgenommen, um die Uberlebensdauer der ausgebildeten und die Spitstadien
der erzielten Angiogenese festzuhalten. Die Validitdt der Versuchsergebnisse
wurde durch Wiederholungsexperimente iiberpriift. Die experimentellen Daten
entsprechen dem statistischen Mittel der Mehrfachversuche (n ist die Anzahl der
in die Daten eingegangenen Werte) oder sind als repridsentatives Experiment
dargestellt. Die Signifikanzpriifung fiir die Experimentergebnisse erfolgte durch
den t-Test fiir verbundene Stichproben. Die Streuung der Einzelwerte um den
Mittelwert ist als Standardabweichung bzw. als durchschnittliche Abweichung

angegeben.

2.2. Optimierung des Versuchsaufbaus

2.2.1 Einfluss der Serum-Konzentration

Die Durchfiihrbarkeit des SpAs bei Verwendung verschiedener
Konzentrationen fotalen Rinderserums (FBS) im Testmedium wurde untersucht.
Die Maximalkonzentration war 10 %, andererseits wurde auch in volliger
Abwesenheit von FBS getestet. Die Stimulation erfolgte mit 5 ng/ml bFGF. Die
Auswertung wurde zum ersten Mal nach 24 h vorgenommen und nach insgesamt

48 h wiederholt.
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2.2.2. Applikation der Testsubstanzen: Medium und Matrix?

In der Erstbeschreibung des SpA wurden die Testsubstanzen anteilig
sowohl in die Fibrinogenlosung vor deren Polymerisation als auch ins
Testmedium gegeben. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob im
Versuchsautbau mit BREC die alleinige Zugabe ins Endmedium suffizient ist.
Daher wurde die Dosis von 5 ng/ml bFGF einerseits fraktioniert der Matrix und
nach ,Equilibrierung® die restliche Menge dem Testmedium zugesetzt,
andererseits wurde parallel dazu einmalig die gleiche Gesamtmenge dem
Endmedium zugesetzt. Identisch wurde dieses Vorgehen fiir VEGF (5ng/ml)

gewihlt. Die Stimulation erfolgte bei 5% FBS-haltigem Testmedium.

2.2.3. Einfluss von Fibrinogen, Aprotinin, Thrombin

Die zur Matrixherstellung dienenden Teilkomponenten (Fibrinogen,
Thrombin, Aprotinin) wurden auf ihre Angiogenese-regulierenden Eigenschaften
und damit auf ihre Potenz getestet, Versuchsergebnisse zu beeinflussen. Die
Fibrinogenzugabe wurde so variiert, dass es in Endkonzentrationen von 1,7; 2,5;
3,5 und 4,5mg/ml vorlag. Niedrigere Konzentrationen wurden nicht in die
Auswertung eingeschlossen, da sie mit sich nicht verfestigender Matrix
einhergingen. Die Stimulation erfolgte bei diesem Ansatz mit Sng/ml bFGF bei
0,5% FBS im Testmedium. Um die Notwendigkeit einer Aprotinin-Zugabe zu
testen, wurden Aprotinin-freie Matrices hergestellt. Parallel wurden verschiedene
Aprotinin-Dosen (300, 500 U/ml) durch Vermischen mit der Fibrinogenlésung
vor Thrombingabe getestet. Zusitzlich wurden bei aprotininfreier Matrix dem
Testmedium Dosen von 300 bis 500 U/ml Aprotinin zugegeben. Die Experimente
wurden mit 5% FBS-haltigem Medium bei Stimulation durch 5 ng/ml bFGF
durchgefiihrt.

Thrombin wurde als unerldsslicher Systembestandteil in der Konzentration
von 10 nM eingesetzt, um die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen zu veranlassen.
Die Dosen 10, 40 und 80 nM wurden als Zugabe zur Fibrinogenldsung getestet.
Um die Thrombin-Wirkung auf die Matrixausformung zu beschrinken, wurde
nach 30 min Hirudin dem ,Equilibrierungsmedium® zugesetzt. Um die

Thrombinwirkung verldsslich zu beenden, wurde die dreifach hohere Hirudin-
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Dosis als rechnerisch notwendig benutzt (entsprechend 30, 120 und 240 nM
Hirudin). Auch dem Testmedium wurden diese Konzentrationen an Hirudin
zugesetzt. Parallel wurde 10, 40 und 80 nM Thrombin bei Zugabe ins Testmedium
untersucht. Die (mit 10 nM Thrombin generierten) Fibrinkissen wurden vorher
einer zweimaligen ,Equilibierung’ fiir 1 h zugefiihrt. Die erste diente dabei der
Inhibition der Thrombinwirkung durch die entsprechende Menge Hirudin im
Medium. Die zweite bezweckte die Entfernung von Hirudin-Restaktivitdt. Alle
Untersuchungen fanden im serum-armen Milieu (0,5% FBS) bei Stimulation
durch 5 ng/ml bFGF sowie bei unstimulierten Zellen statt. Es erfolgte eine

Auswertung nach 24 bzw. 48 h.

2.2.4. Einfluss von pH und Zink

Da Testsubstanzen teilweise in Puffern mit unphysiologischem pH gelost
sind, wurde der Einfluss von pH-Anderungen auf die Sp-Ausformung untersucht.
Unterschiedlich groBe Volumina von 1 N Natriumhydroxid (NaOH) bzw. 1 N
Salzsdure (HCl) wurden der Fibrinogenmatrix beigemengt bzw. alternativ nach
erfolgter Equilibrierung der Matrix ins Testmedium gegeben. Beim Einbringen
der Sdure (bzw. Base) in das Fibrin wurden Volumina von 0,5; 2 und 5 ul getestet.
Aufgrund der hoheren Gesamtvolumina wurde bei Zugabe ins Medium mit 0,5; 2
und 10 pl Sdure bzw. Base experimentiert. Die Sp-Bildung wurde mit bFGF
(Sng/ml) in 5 % FBS induziert. In einem zusitzlichen Experiment wurde der
Einfluss von veridndertem pH des Mediums in Abhidngigkeit unterschiedlicher
FBS-Konzentrationen im Medium untersucht. Eingesetzt wurden 10 ul NaOH
bzw. HCIl in 0,5%; 5% und 20% FBS-Medium. Die eingesetzten Volumina
wurden auf ihre pH-verindernde Wirkung in Fibrinogen, im Medium direkt nach
Zugabe sowie nach Beendigung des Versuchs gemessen.

Das Spurenelement Zink (Zn”*) gilt in hoheren Dosen als fiir EZ toxisch,
in einigen Puffern ist es jedoch enthalten. Zn** wurde in Dosierungen von 5, 15,
30, 50, und 100 uM getestet, indem es zu mit 5 ng/ml bFGF stimulierten BREC in
5% FBS-haltigem Medium gegeben wurde.
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2.2.5. Funktionstest mit ECGF/H im ,Sprouting’ Assay

Endothel Cell Growth Factor/Heparin (ECGF/H) wurde in einem Dosis-
Wirkungsexperiment (Konzentrationen 1,5 — 30 pg/ml) auf seine angiogene
Potenz in 0,5% FBS-haltigem Medium getestet. Um die Wirkungsstirke von
ECGF/H mit bFGF und VEGEF vergleichen zu konnen, wurden diese Substanzen
in einem weiteren Experiment parallel appliziert. Dabei lagen die verwendeten
Konzentrationen im Séttigungsbereich der jeweiligen Dosiswirkungskurve (bFGF:

5 ng/ml; VEGF: 5 ng/ml; ECGF/H: 30 bzw. 60 pg/ml).

2.2.6. Einfluss der Matrixzusitze und von ECGF/H auf BREC-Proliferation

Die zur Matrixherstellung dienenden Substanzen (Fibrinogen, Aprotinin,
Thrombin) und Endothelial Cell Growth Factor/Heparin (ECGF/H) wurden im
Kristallviolettassay auf ihren Einfluss auf die Proliferation von BREC untersucht,
dabei waren die Versuchsbedingungen im wesentlichen wie unter 2.1.1.
angegeben. Die Aussaatdichte betrug 12000-20000 BREC/Ansatz, das
Versuchsmedium enthielt 0,1% FBS. Die Substanzen wurden in den maximalen
bzw. anndhernd maximalen SpA-Konzentrationen (Aprotinin 400 U/ml,
Thrombin 80 nM) getestet. Bei Fibrinogen wurde als Dosis 220 pg/ml gewihlt, da
hohere Konzentrationen die Applikation zu groBer Volumina erfordert hitte.
Untersucht wurde die Wirkung der Substanzen auf unstimulierte und auf mit 10
ng/ml bFGF behandelte BREC. Fiir ECGF/H wurde der dosisabhingige Effekt (3-
150 pg/ml) auf die BREC-Proliferation untersucht, zum Vergleich wurde mit 20
ng/ml bFGF stimuliert.

2.3. Herstellung und Vergleich von Angiostatin-Formen
2.3.1. Tests zur Angiostatin-Produktion durch uPA/SHD

Zur Durchfiihrung der Plasminogenpriparation wurde gepooltes
Spenderplasma durch eine Lysin-Sepharose aufbereitet, das Eluat nachfolgend

tiber eine S 300 Saule filtriert und abschlieBend dialysiert. Die

Proteinkonzentration wurde ermittelt und das Wanderungsverhalten in der SDS-
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Elektrophorese iiberpriift. Ein kleiner Teil des so gewonnenen Plasminogen (Plg)
wurden mit Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und Sulfthydryl-Gruppen-
Donator (SHD) behandelt. Zur Uberpriifung der in der Literatur vorbeschriebenen
Herstellungsbedingungen wurden diese wie folgt variiert. Zum Vergleich
unterschiedlicher SHD wurden mit 5,5 uM Plg und 10 nM uPA je 100 uM N-
Acetyl-Cystein  (NAC) bzw. reduziertes Glutathion (GSH) eingesetzt. Als
Kontrollansatz wurde Plg allein bzw. mit NAC bzw. GSH inkubiert.
Anschlieend wurde zur Ermittlung der optimalen NAC-Dosis mit 10 uM, 100
uM, 400 uM, 1 mM und 10 mM NAC bei Zugabe von 10 nM uPA getestet.

Die Wirksamkeit verschiedener Urokinase-Formen wurde durch
Inkubation von 10 nM uPA-Formen (d1-uPA, d2-uPA und sc-uPA) mit 5,5 uM
Plg in An- bzw. Abwesenheit von NAC getestet. Bei den ersten beiden uPA-
Formen handelt es sich um zweikettige, aus menschlichem Urin gewonnene uPA-
Varianten unterschiedlicher Hersteller (doppelkettiges uPA 1 und 2) , die dritte
Variante ist einkettiges, in E. coli rekombinant hergestelltes uPA (sc-uPA). In
einem weiteren Experiment wurden verschiedene uPA-Dosen (0,1-100 nM)
getestet. Fiir alle vorstehend beschriebenen Inkubationen zur AS-Produktion gilt,
dass sie in Pufferlosung (50 mM Tris, 20 mM NaCl, pH 9,0) in verschlossenen
Eppendorf-Rohrchen bei 37° C fiir die Dauer von 18 - 21 h stattfanden.Die
Analyse auf AS-Produktion erfolgte nach SDS-Gel-Elektrophorese in allen Féllen
parallel durch ,Western-Blot’ und ,Coomassie’-Farbung in nicht-reduzierendem
Probenpuffer. Bei der ,Coomassie’-Farbung wurden die Gele mit ,Coomassie’-
Farbstoff tiber Nacht angefirbt, mit Methanol-Eisessig-H20 (Verhiltnis 4 zu 1 zu
5) entfirbt und fotografiert.

Beim ,Western Blot’ wurden die Proben auf eine Polyvinyliden-Fluorid-
Transfer-Membran iiberfiihrt, diese mit 5%-Milchpulverlosung geblockt und mit
biotyniliertem Kaninchen-Anti-Human-Plasminogen-Antikérper (1:1000 in 5%
Milchpulverlosung) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden sie
fiinf mal jeweils 5 Minuten mit 0,01% Tween 20 - TBS gewaschen, bevor
Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin in einer 1:2000 Verdiinnung in TBS (0,1 %
Tween) fiir 1 h bei RT dazu gegeben wurde. Nach erneutem fiinfmaligen Waschen
wurden die Membranen mit ,Western Blot” Detektionsreagenz (,,ECL-Reagenz‘)

behandelt und die Filme schlieBlich in iiblicher Weise entwickelt.
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2.3.2. Produktion des uPA/SHD-Angiostatins

Nachdem die experimentellen Bedingungen fiir die uPA/SHD-AS-
Herstellung iiberpriift waren, sollten grofere AS-Mengen produziert werden.
Dazu wurden 5,5 uM Plg, 10 nM sc-uPA und 100 uM NAC fiir 24 h bei 37° C in
einem Gesamtvolumen von 60 ml Pufferlosung inkubiert. In der SDS-Gel-
Elektrophorese wurde die AS-Herstellung iiberpriift; als Kontrolle dienten Plg als
Ausgangssubstanz sowie das in Vorversuchen hergestellte AS (siehe 2.3.1.). In
der nachfolgenden Affinitdtschromatographie mit Lysin-Sepharose wurde die
Inkubationslosung gemeinsam mit Bindungspuffer (20 mM Tris, 0,6 M NaCl, pH
7,4) und der Lysin-Sepharose fiir 2 h in eine Plastikflasche gegeben, um bei RT
die AS-Bindung an das Sepharose-Material zu erreichen. Die Sepharose wurde
bei 4°C in eine Glassiule iiberfiihrt und das Auswaschen nicht-bindender Proteine
mit Bindungspuffer fiir 15 h durchgefiihrt. Die Elution wurde mit Elutionspuffer
(20 mM Tris, 2,0 M Na Cl, 0,2 M Epsilon-Aminocapronsédure) durchgefiihrt.
Proben verschiedener Fraktionen wurden zur Analyse in der SDS-Gel-
Elektrophorese entnommen. AS-enthaltende Fraktionen wurden ,gepoolt’. Durch
Volumenkonzentration wurde die AS-Konzentration erhoht. AbschlieBend wurde
das gewonnene AS 60 h bei mehrmaligem Pufferwechsel gegen PBS (pH 7,4)
dialysiert, sterilfiltriert und die Proteinkonzentration durch BCA-Assay (Pierce)

bestimmt.

2.3.3. Vergleich von Angiostatin-Varianten

Durch Plg-Proteolyse mit Elastase gewonnenes AS (El.-AS) und
uPA/SHD-AS) wurden wie unter 2.3.1 beschrieben durch Gelelektrophorese und
anschlieBendem ,Western Blot” verglichen. Es erfolgte die Elektrophorese
einerseits mit reduzierendem Probenpuffer, andererseits unter nicht-reduzierenden
Bedingungen. Zusitzlich wurden die AS-Varianten durch Proteinsequenzierung
analysiert (Dr. Linder, Biochemisches Institut der Justus-Liebig-Universitit
GieBen). Dazu wurden EIL-AS und uPA-SHD-AS unter reduzierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt, anschlieBend durch ,Western Blot’
auf eine PVDF-Membran iiberfithrt. Die Membran wurde 2 min mit ,Coomassie’-

Farbstoff behandelt, entfdarbt, 24 h in Aqua bidest. gewaschen, ausgewihlte
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Banden wurden ausgeschnitten. Die Sequenzierung wurde auf 9 Aminoséduren des
N-Terminus beschrinkt. Zusitzlich wurden das N-terminale Ende des nach
Elastase-bedingter =~ AS-Abspaltung  verbliebene  Plg-Restes und  die
elektrophoretisch  vergleichbaren Banden des uPA/SHD-behandelten Plg

teilsequenziert.

2.4. Potentielle Angiogenese-Inhibitoren im ,Sprouting’ Assay

2.4.1. cRGD und TGF-B1 im ,Sprouting’-Assay

Die inhibitorische Potenz des Integrin-Antagonisten cRGD und von TGF-
B1 auf die Sp-Bildung wurde untersucht. Die Dosen betrugen fiir TGF-f1 10
ng/ml, fiir cRGD 10pg/ml und entsprachen damit den in der Literatur als effektiv
beschriebenen Konzentrationen. Da cRGD in einem HCl-haltigen Puffer gelost
werden muss, wurde jede cRGD-Probe vor Zugabe ins Testmedium mit 1 N
NaOH in den pH-Bereich 7-8 gebracht. Die pH-Wert Adaptation wurde durch pH-
Teststreifen kontrolliert. Weil geringfiigige pH-Wertverschiebungen jedoch nicht
ausgeschlossen werden konnten, wurden in einem Experiment identische
Volumina des Losungspuffer als separate Probe pH-Wert-neutralisiert und
zusitzlich getestet. Auch TGF-B1  wurde in einem unphysiologischen
Acetonnitrit-Trifluoressigsdure-Puffer gelost, so dass auch dieser Puffer
hinsichtlich eines Effektes im entsprechenden Applikationsvolumen getestet
wurde.

In Dosis-Wirkungs-Experimenten wurde cRGD in Dosen von 0,5 bis 10
pg, TGF-B1 in Dosen von 0,01 bis 40 ng/ml getestet. Als Kontrolle zum
Nachweis der Spezifitit der cRGD-Wirkung wurden lineares RGD und lineares
RGE (ein Tripeptid, das sich in einer Aminosdure von RGD unterscheidet)
parallel mit cRGD in der Dosis von 10 pg/ml auf ihre Wirksamkeit getestet. Da
lineares RGD und RGE wasserloslich sind, entfiel die Notwendigkeit einer pH-
Wert-Adaptation. Auf inhibitorische Wirkung von ¢cRGD und TGF-f1 wurde
sowohl in 0,5% FBS- wie auch 5% FBS-haltigen Ansitzen untersucht, ebenso
wurden die Inhibitoren bei Stimulation mit VEGF (5 ng/ml), bFGF (5 ng/ml) und
ECGF/H (5 pg/ml) appliziert. Fir ECGF/H wurde bei 0,5% FBS eine Dosis-
Wirkungskurve (1,5 bis 30 pg/ml) in Anwesenheit von 10 ng/ml TGF-B1 erstellt.
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2.4.2. Funktionstests mit Angiostatin und Endostatin im ,Sprouting’ Assay

Die zwei hergestelltenen Angiostatin-Formen wurden im SpA in einer
Konzentration von 20 pg/ml getestet, die Stimulation erfolgte mit 3-5 ng/ml
VEGF in 0,5%-5% FBS-haltigem Testmedium. Parallel wurde ein aus wenigen
Aminosduren bestehendes, rekombinant hergestelltes Peptid (PRKLYDY-amid)
getestet, das als moglicher antiangiogener Wirkbestandteil des Kringle 5 im
Plasminogenrest gilt. Das Fragment wurde freundlicherweise von Dr. Ludger
Standker (Niedersdchsisches Institut fiir Peptidforschung, Hannover) zur
Verfiigung gestellt. Das im folgenden als Kringle 5-Fragment bezeichnete
Oligopeptid wurde in einer Konzentration von 300 pg/ml verwendet. Als
Kontrollinhibitoren wurde cRGD (10 pg/ml) eingesetzt.

Um die Ergebnisse der vorstehend beschriebenen Versuche zu
kontrollieren, wurden die Assaybedingungen variiert. So wurden statt VEGF auch
bFGF (5 ng/ml) und ECGF/H (5 pug/ml) als aF eingesetzt. Die Versuche wurden
sowohl in 0,5% FBS- als auch 5% FBS-haltigem Testmedium durchgefiihrt. Bei
weiteren Tests wurde bFGF mit 1 ng/ml in 0,5% FBS eingesetzt, um eine
minimale Stimulation zu erreichen. In allen genannten Experimenten diente
cRGD (mit Ausnahme der ECGF/H-Stimulation) als Kontrollinhibitor. Die AS-
Varianten wurden 1im  Anschluss in Dosis-Wirkungsexperimenten in
Konzentrationen von 0,01 bis 100 pg/ml eingesetzt. Als aF wurden 5 ng/ml bFGF
in 0,5% bzw. 5% FBS verwendet. Als Kontrollinhibitor diente cRGD.

Escherichia coli exprimiertes ES wurde in zwei verschiedenen kurzen
Formen und einer langen Form von Dr. Ludger Stindker (Niedersidchsisches
Institut fiir Peptidforschung) hergestellt. Die kurzen ES-Formen wiesen ein
Molekulargewicht von 19,896 kDa auf, enthielten am C-Terminus kein K und
begannen mit der Sequenz ,His-tag-VALNS’ und unterschieden sich nur in der
Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (High Pressure Liquid Chromatography;
HLPC). Die lange ES-Variante hatte laut HLPC ein Molekulargewicht von 21,940
kDa, war am C-Terminus mit einem K versehen und begann mit der
Anfangssequenz ,His-tag-HSHRDFQPVL’. Die drei verschiedenen ES-Formen
wurden in der Dosis von 1,2 pg/ml im SpA getestet. Dies entspricht etwa dem
Dreifachen der in der Literatur beschriebenen effektiven Konzentration. Die

Stimulation erfolgte mit 3-5 ng/ml VEGF in 0,5%-5% FBS, als
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Kontrollinhibitoren wurde cRGD eingesetzt. Es wurden zur Bestitigung der
erhaltenen Resultate identische Zusatzexperimente wie bei der AS-Untersuchung
(s.0.) unternommen: VEGF, bFGF und ECGF als Angiogenese-Induktoren und
die FBS-Konzentrationen wurden variiert, die Inkorporation der ES-Formen in die
Matrix getestet. Es wurden Dosis-Wirkungs-Tests (0,04 bis 1,2 pg/ml) fiir die

lange ES-Variante und eine der kurze Formen vorgenommen.

2.4.3. Einsatz der Angiogenese-Inhibitoren bei BREC-Proliferation

Die Proliferationsversuche wurden wie unter 2.1.1. beschrieben als
Kristallviolettassay durchgefiihrt. Es wurden jeweils 15-20 * 10* Zellen pro
Ansatz ausgesit. Nach 24 h wurde das Medium zu 0,1% FBS-haltigem MCDB
131-Medium gewechselt. Die drei ES-Formen wurden bei 1,2 pg/ml getestet, El.-
AS bei 100 pg/ml und uPA/SHD-AS bei 20 pg/ml. Kringle 5 - Fragment wurde in
der Dosis von 150 ng/ml untersucht. Die Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml bFGF.
Alle Substanzen wurden sowohl bei unstimulierten wie auch bei stimulierten
BREC untersucht. Als Kontrollinhibitoren dienten cRGD (10 pg/ml) und TGF-
B1(10 ng/ml). Nach 2 Tagen wurden die Versuche gestoppt und ausgewertet. Es
wurden Dosis-Experimente unternommen. El.-AS und uPA/SHD-AS wurden im
Bereich von 1 bis 20 ug/ml, die ES-Varianten wurden in Konzentrationen von 40

ng/ml bis 2 ug/ml eingesetzt.

2.4.4. Einsatz der Angiostatine und Endostatine bei HUVEC-Proliferation

Die Ergebnisse der Proliferationsexperimente mit AS und ES bei BREC
wurden durch zusitzliche Experimente mit anderen EZ kontrolliert. EZ wurden
aus humanen Nabelschnurvenen (Human Umbilical Venous Endothelial Cells,
HUVEC) gewonnen. HUVEC  wurden in  2,5%  FBS-haltigem
Endothelzellmedium kultiviert und konnten schon nach einmaliger Passage in
Proliferationsexperimenten  eingesetzt werden. Die Durchfiihrung des mit
HUVEC  durchgefiihrten Kiristallviolettassays war, abgesehen von den
nachgenannten Besonderheiten, wie schon fiir Proliferationsversuche mit BREC.
Die ausgesite Zellzahl lag bei 10-15 * 10* HUVEC. Die HUVEC wurden

anschliefend 12 h im regulidren Kulturmedium belassen, bevor sie fiir 18 — 24 h
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mit 0,1% FBS-haltigem MCDB 131 behandelt wurden. Danach erfolgte die
Stimulation mit 10 ng/ml bFGF. Die Angiostatine wurde in einer Konzentration
von 20 pg/ml, Kringle 5 Fragment mit 150 ng/ml und die Endostatin-Formen mit
jeweils 1,2 ug/ml eingesetzt. Die Auswertung erfolgte nach 48 h.
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3.Ergebnisse

3.1. Durchfiihrung des Microsphéren-,Sprouting’ Assays mit BREC

3.1.1. Mikroskopische Charakteristika der BREC

Mikroskopisch zeigten sich die BREC 24 h nach Aussaat als ldngliche,
spindelférmige Zellen, die in inselartigen Griippchen wuchsen (Abb. 4). Nach 3
bis 5 Tagen fiigten sie sich zu einer konfluenten EZ-Schicht zusammen, die an ein
Kopfsteinpflaster erinnert (Abb. 5). Nach zwei bis drei Passagen im ,Endothelial
Cell Growth Medium’ (ECGM) waren die Kulturen mikroskopisch weitgehend
frei von Nicht-Endothelzellen und blieben dies groftenteils bis zur 20. Passage.
Das Wachstumsverhalten der EZ blieb bei konstantem Teilungsverhiltnis (1:3 bis

1:4) gleich.

Abb. 4: Bovine retinale Endothelzellen (BREC) lassen 24 h nach Aussaat zunéchst griippchenformi-
ges Wachstum erkennen, welches fiir mikrovaskuldre EZ typisch ist. Die BREC zeigen iiberwiegend
spindelformige, lingliche Morphologie. Aufnahme bei 20-facher Vergrosserung.
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Abb. 8: Zur Konfluenz gewachsene BREC erinnern mikroskopisch an ein Kopfsteinpflaster,
dies ist ein Charakteristikum von EZ. Aufnahme bei 10-facher Vergrosserung.

3.1.2. Angioregulatoren-Wirkung auf BREC-Proliferation

Mit Angiogenese-wirksamen Faktoren (VEGF, bFGF, TGF-B1) wurden
die BREC im Proliferationsassay als EZ charakterisiert. Der Ausgangswert der
unbehandelten Kontrolle wurde als 100%-Bezug aufgefasst. In niedriger Dosis (1
ng/ml) ergab sich durch bFGF eine Proliferationsverstirkung auf 145%; bei
Zugabe von 10 ng/ml bFGF wurde die Wachstumssrate anndhernd verdreifacht
(280%), Dosiserhohung auf 50 ng/ml bFGF ergab keine weitere Verstiarkung der
Proliferation. VEGF verstirkte das BREC-Wachstum auf 123%, bei Zugabe von
200 ng/ml auf 151%. TGF-B1 schwichte ab 0,1 ng/ml die BREC-Proliferation auf
66%. 1, 10 und 20 ng/ml TGF-B1 verringerten die Zellwachstumsrate auf 46%,
25% und 36% (Abb. 6).
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Abb. 6: Charakterisierung der BREC durch Angiogenese-Wirkstoffe (bFGF (@) , VEGF () und

TGE-B1 ( &) im Proliferationsassay. Das Diagramm zeigt Mittelwerte (+/- Standardabweichungen)
eines reprasentativen Experiments (n = 3). Signifikanz ist mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und ***

(p <0,001) im Vergleich zum Referenzwert angegeben.

3.1.3. Immunzytochemische Charakterisierung der BREC

Immunzytochemisch wurden die BREC mit Antikérpern gegen von-
Willebrand-Faktor (vWF) und gegen CD31 (PECAM,; Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule) charakterisiert. In Abb. 7 erkennt man eine Ak-Reaktion mit
vWEF. Abb. 8 stellt die Ergebnisse der CD31-Ak-Behandlung dar. Die parallel
verwendete Behandlung mit Propium-lodid (Pro-Io) hebt die Nuklei der BREC
hervor. Dabei ist jeder durch Pro-Io detektierte Nukleus von CD31 umgeben. In
einem weiteren Ansatz erfolgte die Behandlung mit Glattmuskelzell-Aktin-Ak.
Dabei ergab sich immunzytochemisch keine Reaktion mit den kultivierten BREC

( Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 7: Immunzytochemische Charakterisierung der BREC durch Anti-vWF-Ak. Es lassen
sich VWF-positive Zellen mit sog. ,,Weibel-palade-bodies* nachweisen.

Abb. 8: Immunzytochemische Charakterisierung der BREC durch CD31-Ak. Bei 10-facher
VergroBerung (links oben) lisst sich erkennen, dass alle mit Propidium-Iodid angefdrbten Zell-
kerne von CD31-positiven Zellen umgeben sind. Bei 20-facher VergroBerung (oben rechts)
lasst sich die Ak-Reaktion deutlicher ausmachen.



48

3.1.4. Angiogenese-Induktion

Die BREC traten nach vierstiindiger Aussaatprozedur auf den MS nur in
geringer Zahl flach-adhdrent in Erscheinung, die meisten Zellen zeigten trotz MS-
Haftung noch gerundete Morphologie. Nach etwa 12 h prisentierten sich die
BREC in gewohnter Gestalt. Nach weiterem ein- bis zweitdgigem Wachstum
wiesen die BREC eine gute MS-Haftung auf, dreimaliges Waschen in PBS und
45-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur verursachte keine mikroskopisch

erkennbare Zellablosung (Abb. 9).

Abb. 9: Nach 45 min Inkubation von BREC-bewachsenen Microsphiren in Phosphatsalzpuffer
zeigt sich kein erkennbarer Zellverlust.

Durch ein Stimulationsgemisch, bestehend aus 100 ng/ml VEGF, 50 ng/ml
bFGF und 2 ng/ml TNF-a, wurde bei den BREC im Angiogenese-Assay nach 24
h Inkubationsdauer die Ausbildung von ,Sprouts’ (Sp) induziert. Die
Angiogenese-Antwort war homogen. In einem exemplarischen Versuch wurde in
der unstimulierten Kontrolle 6 Sp gezihlt, wihrend der stimulierte Ansatz 148 Sp
enthielt. Bezogen auf die Gesamtmenge der evaluierten MS ergab dies 0,74
Sp/MS bei stimulierten BREC gegeniiber 0,03 Sp/MS bei den unbehandelten
Zellen. Somit waren bei Stimulation mit der Faktorenmixtur drei von vier
ausgewerteten MS Sp-Triger. Die in dem Diagramm gezeigten Prozentwerte
beziehen sich auf den stimulierten Ansatz, der als 100 % definiert wurde. Der

relative Prozentwert des unstimulierten Ansatzes betrug 4% (Abb. 10).
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Abb. 10: Sp-Bildung bei BREC durch eine Mixtur angiogener Faktoren (blau) im Vergleich
zu unstimulierten BREC (rot). Gezeigt ist ein représentatives Experiment (n = 3), angegeben
sind die Mittelwerte (+/- Standardabweichung). ** entspricht einer Signifikanz p < 0,01.

Mikroskopisch lassen sich nach 24 h bei den angiogen behandelten
Zellen viele Sp ausmachen (Abb. 11). Demgegeniiber ist keine Sp-Bildung
unstimulierter BREC vorhanden (Abb. 12). Bei 20-facher VergroBerung
erkennt man durch die Anwesenheit von mehreren Nuklei (Pfeile in
Abb.13), dass die Sp bei einer Linge von etwa 150 pm mehrzellig sind. In

Abb. 14 ist ein Zellkern deutlich zu erkennen.

Abb. 11: Nach 24 h weisen stimulierte BREC Sp (roter Pfeil) auf, die von den Microspéren
(MS, brauner Pfeil) in die zuvor zellfreie Matrix eindringen. Sp bilden dabei Verzweigungen
(oranger Pfeil) aus. Nicht als Sp werden kurze zytoplasmatische Ausldufer angesehen, die die
erforderliche Mindestlinge eines MS-Durchmessers nicht erreichen (tiirkistarbener Preil).
Ebenso werden zelluldre Bestandteile, die den Kontakt zur MS verloren haben, nicht in die
Auswertung als Sp einbezogen (violetter Pfeil).



Abb. 12: Nach 24 h sind bei unstimulierten BREC keine Sprouts zu erkennen.

: e e

Abb. 13: Sprouts sind ab einer Linge von 150 pm hiufig mehrzellig, dies wird
durch die Anwesenheit mehrerer Zellnuklei (rote Pfeile) in einem Sprout belegt.
Aufnahme bei 20-facher Vergrofierung

Abb. 14: Die Anwesenheit von Nuklei in Sprouts wird bei 40-facher Ver-

groBerung deutlich (roter Pfeil). Parallel zeigt sich, dass der Zellkern an
Verzweigungen lokalisiert ist.

50
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Auch nach dreitdgiger Inkubation weisen BREC ohne aF nur eine
geringfiigige  Sp-Bildung auf (Abb. 15). Demgegeniiber haben die Sp im
stimulierten Ansatz deutlich an Linge und Dicke zugenommen und fusionieren
miteinander (Abb. 16). Bei 20-facher VergroBerung eines Areals, in dem sich Sp-
Geflechte ausgebildet haben, lidsst sich erkennen, wie einzelne Sp miteinander

verschmelzen und wie sich Sp iiber- und unterkreuzen (Abb. 17).

Abb. 15: Unstimulierte BREC weisen auch nach 72 h keine signifikante Zahl an Sprouts auf
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Abb. 16: Nach 72 h haben die Sprouts angiogen stimulierter BREC sowohl an Linge wie auch
an Zahl zugenommen. Dabei bilden sich gefidlnetzartige Formationen aus.



Abb. 17: Bei 20-facher Vergroferung lésst sich zwischen den als rundlich zu erkennenden Micro-
sphiren (MS) ein Netzwerk aus Sprouts erkennen. Es kommt zur Briickenbildung zwischen den
MS durch Fusion von Sprouts. Sprouts unter- und iiberkreuzen einander.

Zur Erleichterung des Assayablaufes wurde die Fixierbarkeit und
Anfirbbarkeit der zelluliren Bestandteile iiberpriift. Die gezeigten Fotografien
zeigen Sp-tragende Microsphidren vor und nach Fixierung mit 3%-

Paraformaldehyd und Firbung mit Kristallviolett (Abb. 18). Es ist zu erkennen,

dass die Behandlung keinen Einfluss auf die Integritit der Zellstrukturen hat.

L] 2w
Abb. 18: Eine Microsphidre mit ausgebildeten Sprouts vor (linke Bildhilfte) und nach (rechte
Bildhilfte) Fixierung mit Paraformaldehyd sowie Anfirbung mit Kristallviolett.

Bei gleichem Assayaufbau mit HUVEC lieBen sich keine Sp induzieren, wihrend
bovine kapillare Hirn-EZ zwar Sp bildeten, die jedoch sowohl spontan als auch

bei Stimulation auftraten und sehr kurzlebig waren (nicht gezeigt).
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3.1.5. Identifikation der angiogenen Faktoren

Bei getrennter Applikation der Bestandteile des initial verwendeten
,Cocktails’ von aF zeigten nach 24 h alle bFGF-haltigen Ansitze Sp. Wihrend das
Faktorengemisch die Ausbildung von 100% als Vergleichswert gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle (2%) lieferte, erzielte bFGF allein 81%, bFGF mit VEGF
91% und bFGF mit TNF-a 66%. Demgegeniiber bewirkten VEGF und TNF-a
sowie die kombinierte Gabe beider Faktoren keine Ausbildung von Sp (Abb. 19).
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Abb. 19: Applikation der angiogenen Faktoren in den moglichen Mixtur-Varianten zur Er-
Mittlung der im BREC-SpA wirksamen Bestandteile. Die Graphik zeigt Mittelwerte
(+Standardabweichungen) eines reprisentativen Experiments, dasin Triplikaten durch-
gefithrt wurde (n = 3). Signifikanz gegeniiber der unbehandelten Kontrolle: * = p < 0,05.

Bei Auswertung nach 48 h zeigte auch der VEGF-stimulierte Ansatz eine
Sp-Bildung (100 %; Bezugswert der 48h-Auswertung). Der Kontrast gegeniiber
der unstimulierten Kontrolle (26%) war signifikant vorhanden. Beim Vergleich
mit dem 24 h-Wert der bFGF (154 %) war die VEGF-induzierte Angiogenese
nach 48 h schwicher als die bFGF-Wirkung. TNF-a bewirkte isoliert (22% ) und
in Kombination mit VEGF (95%) auch nach 48 h keine Erhohung der
Angiogenese-Rate (Abb. 20).
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Abb. 20: VEGF-induzierte Angiogenese im Sp-Assay bei Auswertung nach 48 h, im Vergleich
Sp-Rate bei bFGF-Stimulation nach 24 h. Die Daten zeigen Mittelwerte (+durchschnitlliche Ab-
weichungen) eines repréasentativen Experiments (n = 2). Signifikanz gegeniiber der unbehandel-
ten Kontrolle : * = p < 0,05; ** =p < 0,01.

In Dosis-Wirkungsexperimenten mit bFGF liel sich in Konzentrationen
bis 0,Ing/ml keine Sp feststellen. Mit 0,5 ng/ml bFGF war eine signifikante
Stimulation zu erreichen (16%), die Stimulation mit 5ng/ml bFGF diente als
Bezugswert (100%). Bei 1 ng/ml bFGF zeigte sich eine statistisch hoch-
signifikante Steigerung der Sp-Rate. 20 ng/ml bFGF fiihrten zu keiner weiteren
Erhohung der Sp-Zahl. Nach 48 h wurden die VEGF-stimulierten BREC
ausgewertet. In einer Konzentration von 0,05 ng/ml erhohte VEGF die Sp-
Bildung auf 42% bei spontaner Sp-Rate von 18%. Bereits 0,5 ng/ml VEGF
induzierten eine dhnliche Angiogenese-Aktivitit (103%) wie Sng/ml bFGF nach

24 h, weitere Dosiserhohungen fiihrten zu keiner weiteren Sp-Zunahme (Abb. 21).
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Abb. 21: Dosis-Wirkungs-Experimente mit bFGF und VEGF im Sp-Assay. Diagramm stellt
fiir bFGF Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus zwei separaten, in Duplikaten durch-
gefiihrten Experimenten dar (n = 4). Die VEGF-Kurve zeigt Mittelwerte (+/- durchschnittli-
cheAbweichungen) eines Experiments (n = 2). Signifikante Abweichungen zur unbehandelten
Kontrolle durch Sternsymbole angegeben (* = p <0, 05; *** =p <0, 001).
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3.2. Optimierung des Versuchsaufbaus

3.2.1. Angiogener Einfluss der Serumkonzentration

Die Serumkonzentration des Mediums wurde zwischen 0% und 10%
variiert. Bei bFGF-Behandlung der BREC ergab sich nach 24 h in Abwesenheit
von fotalem bovinen Serum (FBS) eine geringfiigige Angiogenese mit
durchschnittlich 5 Sp, diese Rate wurde als Bezugswert (100%) aufgefasst. Mit
zunehmender Erhohung des FBS-Gehalts stieg die Zahl der Sp (258% in 0,5%
FBS; 767% in 5% FBS). In 10% FBS nahm die angiogene Aktivitit (642%)
etwas ab. In den unstimulierten Gegenproben waren keine Sp vorzufinden. Bei
Auswertung nach 48 h lieBen die bFGF-behandelten, FBS-freien BREC mit 340%
Sp erkennen. 0,5% FBS bewirkten eine Erhohung auf 850% , 5% FBS auf 2530 %
und 10% FBS auf 2120% des Ausgangswertes. Auch nach 48 h fand sich bei den
unstimulierten Zellen keine signifikante Sp-Bildung (Abb. 22).
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Abb. 22: Auswirkung der FBS-Konzentration auf Sp-Ausbildung bei stimulierten (rot dargestellt)
und unstimulierten (griin dargestellt) BREC nach 24 h (@, $¢) und 48 h ( A, @). Diagramm zeigt
Mittelwerte (+/- Standardabweichung) aus zwei Experimenten, die jeweils in Duplikaten durch-
gefiihrt wurden. Signifikanz gegeniiber unstimulertr Kontrolle nach 24 h p < 0,05 = *; p < 0,01= *%).

Bei Beobachtung iiber 72 h zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Uberlebensfihigkeit der ausgebildeten Sp. Abb. 23 zeigt Sp-Strukturen in 0%
FBS, Abb. 24 in 10% FBS.
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Abb. 23: Nach 72 h sind bei serumfreien Konditionen nur vereinzelt Sp zu erkennen, die
Mehrzahl der Sp haben den Kontakt zur MS verloren und sind abgestorben.

i Bl Ty
Abb. 24: Bei 10% FBS ist nach 72 h ein Geflecht von Sp nach bFGF-Stimulation zu
beobachten. Dabei erreichen einzelne Sp eine Linge von bis zu 400 pm.

3.2.2. Applikation der Testsubstanzen

bFGF und VEGF wurden fraktioniert sowohl der Matrix als auch dem
Medium zugegeben, zum Vergleich wurden die Faktoren als Zugabe ins Medium
in der gleichen Gesamtdosis getestet. Unabhingig von der Art der Applikation
waren gleiche Wirkstirken der Faktoren festzustellen, dabei diente die
kombinierte Matrix/Medium-Anwendung von bFGF und VEGF als 100%-Bezug.
Die Medium-Zugaben ergaben fiir bFGF 108 % und fiir VEGF 107% (Abb. 25).
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Abb. 25: Isolierte Medium-Zugabe angiogener Faktoren gegeniiber fraktionierter Gabe ins Medium
und in die Matrix. Diagramm zeigt Mittelwerte (+ durchschnittliche Abweichungen) eines Experiments,
das in Duplikaten durchgefiihrt wurde (n = 2).

3.2.3. Einfluss von Fibrinogen, Aprotinin, Thrombin auf Angiogenese

Durch Experimente mit den Matrixbestandteilen sollte deren Einfluss auf
die Ausformung von Sp ermittelt werden. Fibrinogen (Fibg) zeigte in
ansteigenden Dosen eine hemmende Wirkung auf die bFGF-stimulierte Sp-
Bildung. Dabei wurde die Sp-Rate der Fibg-Konzentration von 1,7 mg/ml als
Bezugswert (100%) aufgefasst. 2,5 mg/ml Fibg senkte die Sp-Zahl auf 84%, 3,5
ng/ml auf 78% und 4,5 mg/ml auf 33 %. Die unstimulierten BREC waren
unabhingig vom Fibg-Gehalt der Matrix ohne Angiogenese-Aktivitit (Abb. 26).
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Abb. 26: Wirkung ansteigender Fibrinogen-Konzentration auf Angiogenese bei bFGF-stimulierten
BREC (@) und unstimulierten BREC (¢). Dargestellt sind Mittelwerte (+/- Standardabweichungen)
aus drei separaten Experimenten, die jeweils in Duplikaten durchgefiihrt wurden (n = 6). Die Dosis
von 4,5 mg/ml Fibrinogen wurde als Duplikat in einem der Experimente getestet (n = 2).* zeigt Signi-
fikanz (p < 0,05) bFGF-stimulierter BREC gegeniiber der Fibrinogen.-Dosis von 1,7 mg/ml.



58

Aprotinin zeigte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Sp-
Bildung bei bFGF-Stimulation, unabhingig von der Applikationsart (Zugabe in
die Matrix gegeniiber Anwendung im Testmedium). Im Vergleich zum 100%-
Bezugswert in Abwesenheit von Aprotinin entstanden durch Zugabe von 300
U/ml bzw. 500 U/ml in die Matrix 86% bzw. 73% Sp. Dieselben Konzentrationen
ergaben bei Applikation im Medium eine Sp-Rate, die 84% bzw. 82% des
Ausgangswertes betrug. Bei unstimulierten BREC blieb Aprotinin ohne Effekt
(Abb. 27).
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Abb. 27: Aprotinin wurde in den Konzentrationen von 500 U/ml (griine Balken), 300 U/ml
(rote Balken) auf seine Wirkung bei bFGF-stimulierten BREC getestet und mit Aprotinin-
freien Ansitzen (blaue Balken) verglichen. Bei unstimulierten BREC zeigte Aprotinin (unab-
hingig von der Applikationsart, untere Balken) keinen Effekt. Das Diagramm zeigt Mittelwer-
te (+ durchschnittliche Abweichungen) aus einem in Duplikaten durchgefiihrten Experiment
(n =2).

Thrombin wurde bei Angiogenese-Induktion mit bFGF und bei
unstimulierten BREC getestet, dabei erfolgte alternativ die Zugabe ins Medium
bzw. in die Matrix. Keine der getesteten Konzentrationen bewirkte bei
unstimulierten BREC eine Bildung von Sp (Daten nicht gezeigt). Die Erhohung
der routinemifBig verwendeten Thrombin-Konzentration von 10 nM auf 40 bzw.
80 nM Dbei Matrixapplikation blieb ohne Einfluss auf die bFGF-stimulierte
Angiogenese-Rate (100% gegeniiber 103 bzw. 114%). Nach 48 h war eine
Reduktion der Sp von 100% auf 62% bei Fibrinmatrixherstellung mit 10 nM
Thrombin festzustellen. Demgegeniiber nicht signifikant unterschiedliche Sp-
Raten ergaben sich bei Einsatz von 40 und 80 nM Thrombin ( 62% und 73%).

Wurde Thrombin dem Medium zugesetzt, lie sich nach 24 h eine

(statistisch nicht signifikante) Angiogenese-Verstirkung durch die 10 nM-
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Konzentration auf 146% beobachten. Demgegeniiber bewegte sich die Sp-Rate
bei Zusatz von 40 und 80 nM Thrombin in das Medium im Bereich des
Referenzwertes (97% bzw. 111% - Ergebnisse sieche Abb. 28). Nach 48 h war eine
signifikante Erhohung der Angiogenese-Rate von 62% auf 219% bzw. 203% bei
Verwendung von 40 und 80 nM Thrombin im Medium zu verzeichnen. Die 10
nM-Konzentration von Thrombin zeigte bei dieser Applikationsart keinen Effekt

(78%).
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Abb. 28: Einfluss von Thrombin in der Matrix (rot, & u.d) bzw. im Zellkulturmedium
(griin, @ u. @) auf Angiogenese im SpA nach 24h (nicht farbgefiillte Symbole) und nach
48h (farbgefiillte Symbole) Versuchsdauer. Signifikanz ist fiir betreffende Werte mit p <
0,05 durch * symbolisiert. Gezeigt sind Mittelwerte (+/- durchschnittliche Abweichungen)
eines in Duplikaten durchgefiihrten Experiments (n = 2).

3.2.4. Einfluss von pH und Zink

pH-Wert-Anderungen auf die Sp-Ausformung unter Stimulation mit
bFGF wurden untersucht. Dazu wurden verschiedene Volumina von 1IN NaOH
und 1 N HCI zur Fibrinmatrix oder in dasTestmedium gegeben. Der Ausgangs-pH
des Fibg betrug 7.4. Ins Fibg appliziertes HCl bewirkte mit ansteigenden
Volumina eine makroskopisch auffillige Triibung der Matrix. NaOH bewirkte
eine Transparenzerhohung der Matrices. Bei Sul HCI (resultierender pH: 3.,4)
bzw. NaOH ( pH: 10,85) blieben die Matrices trotz Thrombingabe liquide, daher
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konnte keine Auswertung erfolgen. Bereits 0,5 ul HCI (resultierender pH: 7,25)
verringerten die Sp bei Matrix-Zugabe auf 50% des Ausgangswertes (100%), bei
2 pl (resultierender pH: 6,85) wurden noch 39 % der Sp gesehen. NaOH zeigte
sowohl bei Zugabe von 0,5 pl ( pH: 7,70) ins Fibrin als auch beim Untermischen
von 2 ul (pH: 9,65 ) eine Verstirkung der Angiogenese auf maximal 155%.

Der Ausgangs-pH des MCDB 131-Mediums lag bei 7,85. Wenn HCI dem
Testmedium beigefiigt wurde, hemmten 0,5 ul die Sp-Enstehung nicht (100%),
2ul nicht signifikant (80%) und 10 pl signifikant (60%). Die pH-Messung der
zugegebenen Volumina ergab bei 0,5 pul HCI direkt nach Zugabe einen pH von
7,80. Bei 2 ul HCI stellte sich initial ein pH von 7,53 und fiir 10 ul ein pH von
6,45 ein. Die Sp-Zahlen stiegen, wenn NaOH zum Medium gegeben wurde
(0,5ul: 95%; 2 ul: 122% und 10ul: 150%). Der pH-Wert des Mediums wurde
durch 0,5 pul NaOH auf 8,25 , durch 2 pl auf 8,65 und durch 10 pl auf 9,65
angehoben (siehe Abb. 29).
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Abb. 29: HCI wurden in die Matrix (@) oder zum Medium (&) gegeben. Parallel wurde NaOH in
der Matrix () und im Medium (&) getestet. Die BREC wurden in diesem Ansatz mit bFGF stimu-
liert. Im Diagramm sind Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus drei Experimenten dargestellt,
in denen die Stimulation jeweils in Duplikaten erfolgte (n = 6). Signifikant von der nicht -pH-Wert
behandelten Kontrolle abweichende Daten sind mit * ( p < 0,05) bzw.** (p < 0,01) gekennzeichnet.

Unterschiedliche Konzentration an  FBS beeinflussten  im
Zusatzexperiment die Sp-Rate bFGF-stimulierter BREC durch 10 ul HCI bzw.
NaOH. Die im vorherigen Absatz aufgefiihrten pH-Messergebnisse direkt nach
HCIl- bzw. NaOH-Zugabe ins Medium wurden durch unterschiedlichen FBS-
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Gehalt nicht verdndert. Nach Beendigung des Experiments wurden das Medium
auf Raumtemperatur abgekiihlt und einer zweiten pH-Messung unterzogen, dabei
wurde der pH-Effekt in unterschiedlichen Serumkonzentrationen getestet. Der
Wert bewegte sich je nach FBS-Gehalt zwischen pH 7,71 (20% FBS) und pH 7,93
(0,5% FBS), somit zeigten sich relativ geringe Differenzen. Am Versuchende
ergaben Messungen fiir die mit 10 ul NaOH versetzten Medien unabhingig vom
FBS-Gehalt einen pH-Wert von 8,40.

Im Experiment wurde als Bezugswert (100%) die Sp-Rate bei Stimulation
mit bFGF in 0,5% FBS nach 24 h Versuchsdauer angesehen. Im Verhiltnis dazu
traten unter 5% FBS 134% Sp und unter 20% FBS 106% Sp auf. Die Zugabe von
10 pl HCI bewirkte in 0,5% FBS die Reduktion auf ein Drittel (34%) der
urspriinglichen Sp-Zahl , wihrend in 5 und 20 % FBS die Sp-Rate um jeweils
50% abgeschwicht war. 10 ul NaOH bewirkten sowohl in 0,5% als auch in 5%
FBS eine erhohte Sp-Rate (131% bzw.161%), so dass - bezogen auf den
unterschiedlichen Ausgangswert - eine jeweilige Steigerung um ca. 30% erfolgte.
Demgegeniiber zeigte sich in 20% FBS bei NaOH-Zusatz eine Abnahme der
Angiogenese auf 80% ( Abb. 30).
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Abb. 30: Wirkung von HCI (griine Balken) und NaOH (rote Balken) auf bFGF-induzierte Angio-
genese in Abhingigkeit von der Serumkonzentration im Medium. Schwarze Balken ohne Séure/Ba-
sen-Zusatz. Das Diagramm zeigt Mittelwerte (+ durchschnittliche Abweichungen) eines in Dupli-
katen durchgefiihrten Experiments (n = 2).

Es wurde der Einfluss des pH auf unstimulierte BREC getestet.

Ubereinstimmend ergab die Auswertung aller unstimulierten Ansitze nach 24 h
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keinerlei Sp-Ausformung. Nach 48 h und 72 h wurden die Sp-Raten auf den nach
24 h ausgewerteten, mit bFGF bei 0,5% FBS stimulierten Ansatz (100%)
bezogen. Mit steigendem Gehalt des Mediums an FBS ergab sich nach 48 h die
geringe Sp-Rate in den nicht-pH-behandelten Versuchsmatrices von 7% Sp in
0,5% FBS und von 42% Sp in 20% FBS. Unabhingig vom FBS-Anteil zeigten
sich nach HCI-Zugabe kaum Sp. Durch NaOH in 0,5% FBS ergab sich eine Sp-
Rate von 28%, wihrend in 20% FBS anscheinend weniger Sp im Vergleich zur
Referenzzihlung zu beobachten waren. Die Auswertung nach 72 h bestitigte
diesen Trend. Ohne Sdure/Base-Zusatz waren in 0,5% FBS 4% Sp, in 5% FBS
48% Sp und in 20% FBS mit 180% Sp fast das Doppelte der bFGF-Stimulation
nach 24 h zu beobachten. Unter HCI zeigte sich unabhingig vom FBS-Gehalt
nahezu keine Angiogenese. NaOH bewirkte nach 72 h in 0,5% FBS eine Zunahme
auf 85% Sp, in 5% FBS erfolgte keine NaOH-verstirkte Sp-Bildung und in 20%
FBS eine fast komplette Sp-Inhibition ( Abb. 31).
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Abb. 31: Auswirkung von pH-Modulation auf unstimulierte BREC. Gezeigt sind Mittelwerte

(+durchschnittliche Abweichung) eines Experiments. Schwarze Balken ohne Séure/Basen-Zu-

satz, rote Balken symbolisieren Zugabe von NaOH, griineBalken von HCl. Bezugswert ist die
Sp-Rate bei bFGF-stimulierten BREC in 0,5% FBS nach 24 h.

Der Effekt verschiedener Konzentrationen von Zink wurde im SpA getestet.
bFGF-induzierte Angiogenese (100%) wurde durch Zink gehemmt. 5 bis 100 uM
Zink ergaben eine dosisabhingige Reduktion der Sp auf minimal 6% des

Ausgangswertes bei Verwendung der hochsten Dosis (Abb. 32).
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« Abb. 32: Einsatz von Zink (Zn** im Sprout-Assay bei bFGF-stimulierten BREC. Dargestellt sind

fiir 30 uM Zn** Mittelwerte (+/-Standardabweichungen) aus zwei separaten Experimenten (n =6).
Im iibrigen sind Mittelwerte aus einem in Duplikaten durchgefiihrten Experiment gezeigt (n = 2).
Signifikanz in Relation zum zinkfreien Ansatz durch * (p < 0,05) und ***(p < 0,001) symbolisiert.

3.2.5. ECGF/H als angiogener Faktor

ECGF/H wurde in aufsteigenden Dosen appliziert. Als 100%-Wert wurde
nach 24 h Versuchsdauer die parallel erfolgte Stimulation mit bFGF (5 ng/ml)
angesehen. 1,5 ug/ml ECGF/H fiihrten zu einer mittleren Sp-Rate von 85%.
Durch hohere Konzentrationen lie3 sich die erzielte Angiogenese auf 155% (7,5

pg/ml ECGF/H) bis 170 % (30 ug/ml ECGF/H) steigern (Abb. 33).
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Abb. 33: Dosis-Wirkungskurve mit ECGF/H im Sp-Assay. Gezeigt sind Mittelwerte (+/-
Standardabweichungen) aus verschiedenen Experimenten (n = 4; davon ausgenommen ist
der Wert fiir 7,5 pg/ml ECGF/H, dort gilt n = 2). Signifikante Unterschiede gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < 0,001) angegeben.
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Beim Vergleich von bFGF, VEGF und ECGF/H miteinander (in jeweils
submaximaler Wirkstiarke) wurde bFGF-induzierte Angiogenese nach 24 h als
Bezugswert aufgefasst (100%). VEGF bewirkte eine schwichere Sp-Rate (60%),
dabei erfolgte die Auswertung nach 72 bzw. 96 h. Mit 202% war ECGF/H mehr
als doppelt so effektiv wie bFGF (Abb. 34).
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Abb. 34: Wirkungsstirkenvergleich von ECGF/H mit bFGF und VEGF im Sp-Assay mit BREC.
Gezeigt sind Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus zwei Experimenten mit je zwei An-
sdtzen pro Substanz bzw. Stimulation (n = 4). Die Signifikanztests erfolgten gegeniiber bFGF,

p < 0,05 wird durch * angegeben.

Es zeigten sich vereinzelt Unterschiede in der Morphologie der Sp.
Wihrend VEGF und bFGF den bekannten Sp-Typ induzierten, waren die
ECGF/H-bedingten Sp zum Teil breiter. Dies war durch MS-nahe Verschmelzung
einzelner BREC-,Gefdknospen’ bedingt (Abb. 35). Matrixbereiche, die diesen
seenartigen Sp-Konglomerate aufwiesen, wurden nicht in die Auswertung

einbezogen. Es zeigte sich jedoch iiberwiegend die bereits beobachtete

Angiogenese mit gut differenzierbaren Sp nach ECGF/H-Stimulation.

Abb. 35: Vereinzelt zu beobachtende abweichende Morphologie der ECGF/H- induzierten Angio-
genese: Microsphirennahe Ausbildung von seenartigen ,,Sprouts”. Derartige ,,Sprouts” wurden
nicht in die quantitative Auswertung einbezogen.
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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 Proliferationsexperiment bei
unstimulierten und bFGF-behandelten BREC getestet. Als 100%-Vergleichswert
wurden unbehandelte BREC angesehen. bFGF steigerte die Wachstumsrate auf
199%. Weder auf unstimulierte BREC noch bei bFGF-Zugabe iibten die
Matrixsubstanzen eine signifikante Wirkung aus (Fibg: 114% bzw. 209%;
Thrombin: 104% bzw. 205%; Aprotinin: 1114% bzw. 230% - siche Abb. 36).
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Abb. 36: Einsatz der Matrixsubstanzen des Sp-Assay (Thrombin, Fibrinogen, Aprotinin) im
BREC-Proliferation-Assay. Unstimulierte BREC durch schwarze Balken dargestellt, stimu-
lierte BREC rot (10 ng/ml bFGF). Gezeigt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichungen)
aus zwei separaten, in Triplikaten durchgefiihrten Experimenten (n = 6).

ECGF/H wurde in Konzentrationen von 3 pg/ml bis 150 ug/ml im
Proliferationsassay eingesetzt. Die unstimulierte Kontrolle wurde als
Referenzwert (100%) aufgefasst. Konzentrationsabhingig zeigte ECGF/H einen
proliferativen Effekt (150%, 310%, 340%, 550%). In der Dosis von 30 ug/ml
hatte ECGF/H einen vergleichbar starken Effekt (310%) wie das parallel getestete
bFGF (350%). In der hochsten Konzentration (150 ug/ml ECGF/H) hatte sich die
gemessene Proliferationsrate der BREC fast versechsfacht (Abb. 37).
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Abb. 37: Dosis-Wirkungstest mit ECGF/H bei BREC-Proliferation. Zum Vergleich wurde
die Wirkung von 20 ng/ml bFGF parallel getestet (rote Siule). Das Diagramm zeigt Mittel-
werte(+/- Standardabweichungen) eines Experiments, das in Triplikaten durchgefiihrt wurde
(n = 3). * entspricht p < 0,05; ** entspricht p < 0,01 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle.

3.3. Produktion und Vergleich verschiedener Angiostatin-Varianten

3.3.1. Validierung der Angiostatin-Produktion durch uPA/SHD

Bei Plg-Inkubation mit uPA und verschiedenen SHD entstanden Banden
bei etwa 52, 42 und 36 kDa. Es zeigte sich, dass NAC in der gewdhlten
Konzentration von 100 uM das Ausgangsprotein vollstindig abbaute. Der
schwicheren Wirkung der uPA/GSH-Behandlung entsprechend war ein
Zwischenprodukt der AS-Generation bei 65 kDa auszumachen. Die nach
uPA/NAC bei 36 kDa auftretende Bande war bei der uPA/GSH-Inkubation nicht
vorhanden. Sowohl die unbehandelte Plg-Probe wie auch die Plg-Ansitze, die
ausschlieBlich mit NAC oder GSH inkubiert wurden, zeigten die unverédnderte

Wanderung des Ausgangsproteins bei 80 —-90 kDa (Abb. 38).
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Abb. 38: Produktion von uPA/SHD-Angiostatin durch Inkubation von Plg mit uPA
und NAC oder GSH. Die Durchfithrung der SDS-Gel-Elektrophorese erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen mit anschlieBendem Western-Blot.

Zur Ermittlung der optimalen NAC-Dosis wurde die NAC-Konzentration
variiert. Bei Inkubation von Plg allein und von Plg in isolierter Anwesenheit von
100 uM NAC ergaben sich die bekannten Protein-Banden bei 80 und 90 kDA. Bei
Zusatz von uPA traten mehrere, nicht abgrenzbare Banden mit Wanderung
zwischen 120 und 45 kDa auf. Plg-Behandlung mit 10, 100, 400 und 1000 uM
NAC in Kombination mit uPA ergab drei separate Banden bei etwa 52, 42 und 36
kDa. Bei 10 uM NAC wanderten erhebliche Proteinmengen weiterhin bei 80 kDa,
Plg wurde nur unvollstindig konvertiert. Bei Verwendung von 100 uM NAC
zeigte sich die Bande bei 36 kDa am stédrksten. 400 uM NAC schwiichten die drei
genannten Banden leicht, 1 mM NAC deutlich ab. Bei Einsatz von 10 mM NAC
war kein Protein mehr zu detektieren. Analog dazu zeigte sich eine deutliche
Verschmilerung der Plg-Bande, wenn Plg isoliert mit 10 mM NAC inkubiert
wurde (Abb. 39).
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Abb. 39: Dosis-Wirkungsexperiment mit NAC bei der Herstellung von uPA/SHD-
Angiostatin. Die ersten drei Spalten sowie die linke Spalte des Western-Blots zeigen
Kontrollen. Mittig sind die unterschiedlichen NAC-Konzentrationen aufgetragen.

Verschiedene uPA-Priparationen bzw. Formen (doppelkettiges uPA 1 und
2, d1-uPA und d2-uPA, sowie einkettiges rekombinant hergestelltes uPA, sc-uPA)
wurden auf ihre Fihigkeit zur AS-Herstellung untersucht. Ubereinstimmend
veridnderten die drei uPA-Formen ohne NAC-Zusatz das Plg zu Banden zwischen
120 und 52 kDa. Alle Plg-uPA-NAC-Inkubationen resultierten in Banden bei 52,
42 und in der in diesem Experiment iibereinstimmend bei jeder uPA-Form fast
nicht sichtbaren 36 kDa-Bande. Dabei traten die Banden bei d2-uPA am
deutlichsten hervor ( Abb. 40).
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Abb. 40: Einsatz verschiedener uPA-Formen bei der Herstellung von uPA/SHD-Angiostatin.
Die ersten beiden uPA-Formen sind doppelkettige Formen unterschiedlicher Hersteller (d1-
uPA und d2-uPA). sc-uPA ist eine rekombinant hergestellte, einkettige Variante. Das Aus-

gangsprotein Plg wurde in Kontrollansitzen isoliert bzw. nur mit NAC bzw. nur mit den

verschiedenen uPA-Formen inkubiert (linke Spalten)

uPA wurde in verschiedenen Konzentrationen mit NAC (100uM) zur AS-
Gewinnung eingesetzt. Der Kontrollansatz ohne uPA bei alleiniger Plg-Inkubation
mit NAC ergab ein unverdndert bei 80-90 kDa wanderndes Plg. Alle getesteten
uPA-Dosen zeigten Plg-Konversionsaktivitit. Wihrend bei 0,1 nM uPA Plg-
Spuren erhalten blieben, zeigten sich keine Unterschiede der Konzentrationen 1,
10 und 20 nM. Bei Verwendung von 100 nM uPA kamen die Banden bei 52 und
42 kDa schwicher zur Darstellung ( Abb. 41).
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Abb. 41: Dosis-Experiment mit uPA bei der Herstellung von uPA/SHD-Angiostatin.
Der dargestellte Western Blot zeigt in der ersten Spalte Plasminogen nach isolierter
NAC-Behandlung. Nebenstehend sind die Ergebnisse ansteigender (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 NAC als SHD wurde
Angiostatin in groleren Mengen hergestellt. Nach 21 h wurde das Experiment bei
37°C gestoppt. Aus zwei verschiedenen ReaktionsgefiBBen wurden jeweils 15 ml
Probe entnommen und durch ,Coomassie’-Firbung analysiert. Als
Kontrollsubstanzen dienten Substanzen aus den Vorversuchen (Plg ; Plg mit
NAC; Plg mit uPA; Plg mit uPA und NAC). Das Wanderungsverhalten der
generierten Banden stimmte mit den Vorversuchen iiberein (Ergebnisse nicht
gezeigt).

Bei der nachfolgend durchgefiihrten Affinitdtschromatographie mit Lysin-
Sepharose ergab sich etwa 90 min nach Beginn der Elution ein Proteinaustritt in

den Fraktionen 44-56 (nicht gezeigt). Die Elution wurde 5 h fortgesetzt, ohne dass
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weiterer Proteinaustritt gemessen wurde. In der Analyse durch Coomassie-
Féarbung nach SDS-Elektrophorese waren Banden von 52 bis 42 kDA fiir die ge-
nannten Fraktionen festzustellen. Das zum Vergleich parallel getestete uPA/SHD

der Vorexperimente zeigte identisches Wanderungsverhalten (Abb. 42).

Plg uPA/ uPA/
Mr SHD- SHD-
(kDA) ASnach AS vor

102 S Chrom. Chrom.

S —

28 —

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

Die Fraktionen 42-53 wurden zu einem ,Pool’ zusammengefasst. Durch
Volumenkonzentration wurde das Volumen auf 4,5 ml reduziert. Die nach 72 h
Dialyse gegen PBS (pH 7,4) durchgefiihrte Bestimmung der Proteinkonzentration
ergab einen Wert von 0,55 mg/ml (nicht gezeigt).

3.3.3. Vergleich verschiedener Angiostatin-Varianten

AS wurde durch Elastase-Proteolyse von Plg aus humanem Plasma
hergestellt und lag nach Affinitdtschromatographie durch Lysin-Sepharose und
lag nach anschlieBender Volumeneinengung in einer Konzentration von 1,4
mg/ml vor (Thomas Schmidt, Biochemisches Institut der Justus-Liebig-

Universitidt Giessen). Zur AS-Herstellung wurde Plg einer Proteolyse mit
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Pankreas-Elastase unterzogen, nachfolgend wurden chromatographisch die Lysin-
bindenden Proteine gewonnen. Die eluierten Proteine wurden nach
Volumeneinengung durch Gelfiltration aufgetrennt und durch SDS-
Elektrophorese untersucht. Durch SDS-Elektrophorese wurden die AS-Formen
verglichen. Es zeigten sich unter nicht-reduzierenden Bedingungen fiir El.-AS
(Protein 1) Banden bei 35 und 32 kDa. El.-AS (Protein 2) wanderte bei 29 und 26
kDa. uPA/SHD-AS stellte sich mit Banden bei 52 und 42 kDa dar. Bei
reduzierendem Probenpuffer fanden sich die Proteine der El.-AS-Priparation bei
42 kDa und 38 kDa wieder. uPA/SHD-AS wandert unter Probenreduktion bei
etwa 65 kDa (Abb. 43).

:P1
:P1
P2

Elast-AS
Elast-AS: P2
UPA/SHD-AS
Elast-AS
Elast-AS
UPA/SHD-AS

.
=

Cad A SRR
s N i
. , " |

Nicht reduziert Reduziert

Abb. 43: Elektrophoretischer Vergleich von ElL-AS und uPA/NAC-AS bei nicht-reduzierendem
und bei reduzierendem Puffer. In den linken drei Elektrophorese-Kammern wurde nicht-reduzie-
render Probenpuffer, rechts reduzierender Substanzpuffer verwendet.

Zum weiteren Vergleich der AS-Prédparationen miteinander wurden die
jeweiligen N-terminalen Aminosduren sequenziert. Die Bestimmung der ersten
zehn Aminosduren ergab fiir uPA/SHD-AS zwei geringfiigig verschiedene N-
terminale Anfangssequenzen: KVYLSEXKTG bzw. VYLSEXKTGN und
entsprechen damit den Aminosduren 97-106 bzw. 98-107 des Plg. Dieses Resultat
zeigte sich fiir beide Banden (bei 52 und 42 kDA unter nicht-reduzierenden
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Konditionen). Beide Proteine des EI.-AS (42 und 38 kDa unter nicht-
reduzierenden Bedingungen) wiesen = YLSEXKTGNG als N-Terminus auf
(Aminosduren 99-108 des Plg). Zusitzlich wurde das 14 kDA-Protein der
Elastase-Prdparation  analysiert, dabei ergab sich die N-terminale
Aminosdurenfolge VQDXYHGDGQ (374 bis 383 des Plg).

Es wurde der Plg-Rest teilsequenziert, der nach Abspaltung von El.-AS
aus Plg verblieb. Dabei ergaben sich mit VAPPPVVLLP, APPPVVLLPD und
LLPDVETPSE drei unterschiedliche Aminosdurefolgen. Sie entsprachen den
Aminosduren 462-471, 463-472 und 469-478 des humanen Plg. Der Versuch, den
Plg-Rest nach Abspaltung von uPA/SHD-AS zu sequenzieren, blieb erfolglos. Es
waren nur schwache und uneinheitliche Aminosiduren-Abfolgen zu erkennen, die

keine Zuordnung zur Sequenz des humanen Plg zulieBen (Abb. 44).

1 21 41
MEHKEVVLLL LLFLKSGQGE PLDDYVNTQG ASLFSVTKKQ LGAGSIEECA AKCEEDEEFT

61 81 101
CRAFQYHSKE QQCVIMAENR KSSIHIRMRD VVLFEKNKVYL SECKTGNGKN YRGTMSKTKN

121 141 161
GITCQKWSST SPHRPRFSPA THPSEGLEEN YCRNPDNDPQ GPWCYTTDPE KRYDYCDILE

181 201
CEEECMHCSG ENYDGKISKT MSGLECQAWD SQSPHAHGYI PSKFPNKNLK KNYCRNPDRE

241 261 281
LRPWCFTTDP NKRWELCDIP RCTTPPPSSG PTYQCLKGTG ENYRGNVAVT VSGHTCQHWS
301 321 341

AQTPHTHNRT PENFPCKNLD ENYCRNPDGK RAPWCHTTNS QVRWEYCKIP SCDSSPVSTE
361 381 401
QLAPTAPPEL TPVVQDCYHG DGEZSYRGTSS TTTTGKKCQS WSSMTPHRHQ KTPENYPNAG

421 441 461
LTMNYCRNPD ADKGPWCFTT DPSVRWEYCN LKKCSGTEAS VYAPPPVVII PDVETPSEED

481 501 521
CMFGNGKGYR GKRATTVTGT PCQDWAAQEP HRHSIFTPET NPRAGLEKNY CRNPDGDVGG

541 561 581
PWCYTTNPRK LYDYCDVPQC AAPSFDCGKP QVEPKKCPGR VVGGCVAHPH SWPWQVSLRT

601 621 641
RFGMHFCGGT LISPEWVLTA AHCLEKSPRP SSYKVILGAH QEVNLEPHVQ EIEVSRLFLE

661 6 701

PTRKDIALLK LSSPAVITDK §}PACLPSPN YVVADRTECF ITGWGETQGT FGAGLLKEAQ
721 741 761

LPVIENKVCN RYEFLNGRVQ STELCAGHLA GGTDSCQGDS GGPLVCFEKD KYILQGVTSW

781 801
GLGCARPNKP GVYVRVSRFV TWIEGVMRNN

Abb. 44: Vergleich der Aminosiduresequenzen der hergestellten Angiostatin-Formen. Abgebildet
ist die Aminosdurenfolge von humanem Plasminogen, die fettgedruckten Angaben beziffern die
Aminosduren zu Beginn der jeweiligen darunter dargestellten 10er Reihe (Leerzeichen am Be-
ginn jeder 10er Reihe). Die rot unterlegten Buchstaben stellen zwei alternative Anfinge des her-
gestellten uPA/SHD-AS dar, die rote Unterstreichung zeigt die sequenzierte Aminosédurenfolge.
Blau hervorgehoben ist der Beginn des generierten EL-AS, die blaue Unterstreichung symboli-
siert die nachgewiesene Sequenzabfolge. Der pink unterlegte Buchstabe markiert den Start der
Aminosdurenfolge (pink) des bei 14 kDA wandernden Proteins der Elastase-Préparation. Griine
Buchstaben/Unterstreichungen zeigen zwei nachgewiesene Anfangssequenzen des Plasminogen-
restes nach Elastase-Préparation. Eine alternative Anfangssequenz des Plaminogenrestes nach
Elastase-Proteolyse ist orangefarben hervorgehoben. Beziiglich der Aminosédurennomenklatur sie-
he Abkiirzungsverzeichnis.
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3.4. Angiogenese-Inhibitoren im ,Sprouting’Assay
3.4.1. Zyklisches RGD-Peptid und TGF-p1

cRGD und TGF-B1 wurden als potentielle Angiogenese-Inhibitoren im
SpA getestet. Das Wachstum der Sp wurde mit bFGF induziert (100%-Wert).
TGF-B1 und cRGD reduzierten die Sp-Rate auf 26% bzw. 8% (Abb. 45). Die als
Gegenprobe verwendeten Pufferlosungen zeigten keine inhibitorische Wirkung

(TGF- B1-Puffer: 91%; cRGD-Puffer: 156%).

cRGD
Jok sk

TGF-p1 s

bFGF | cRGD-Puffer

TGF-p1-Puffer

1 1 1
0 |} 100 150

»Sprouts” (% der Kontrolle)

Abb. 45: Einsatz von cRGD und TGF-B1 und deren Pufferlosungen im Sp-Assay. Das Diagramm
stellt Mittelwerte (+Standardabweichungen) aus drei Experimenten dar ( in Duplikaten durchgefiihrt;
n =6). Die Puffer-Losungen wurden in einem Experiment parallel getestet ( n =2). Sternsymbole
geben signifikante Inhibition gegeniiber bFGF an ( p < 0,001: **%*).

Beim Einsatz verschiedener cRGD-Dosen verminderten 0,5 pg/ml cRGD
die Sp-Entstehung um etwa ein Drittel. 1 pg/ml cRGD reduzierten die
Angiogenese-Rate auf 27%, 5 wund 10 pg/ml cRGD jeweils auf 10% des
Ausgangswertes (100%). TGF-f1 bewirkte ab der Dosis von 1,0 ng/ml eine
Inhibition der Sp-Bildung auf 57%. Mit der hochsten getesteten Dosis (40 ng/ml
TGF-B1) lieB sich eine Sp-Rate von etwa einem Fiinftel (19%) des
Ausgangswertes messen (Abb. 46).
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m: Abb. 46: Dosis-Wirkungsexperiment mit und TGF-$1 bei Stimulation der BREC

mit bFGF. Das Diagramm zeigt Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus zwei in Du-
plikaten durchgefiihrten Experimenten (n =4). Fiir die TGF-1-Konzentration von 0,5
ng/ml und 40 ng/ml gilt n = 2. Signifikantes Abweichen der Werte vom bFGF-Ausgangs-
wert ist durch * (p < 0,05), ** (p <0,01) und *** (p <0,001) angezeigt).

Beim parallelen Funktionstest (jeweils 10 pg/ml) von cRGD mit linearem
RGD-Peptid (1inRGD) und linearem RGE-Peptid (1inRGE) inhibierte cRGD die
bFGF-induzierte (100%) Sp-Entstehung auf 8% und linRGD auf 28%. 1inRGE
(91%) beeinflusste die Ausbildung der Sp nicht signifikant (Abb. 47).

linRGE H
linRGD | *
bFGF+ RGD |+
| 1 1
0 50 100

»Sprouts’ (% derKontrolle)

Abb. 47: Tests zur Spezifitit der antiangiogenen cRGD-Wirkung. Zyklisches und lineares RGD-
Peptid (cRGD; linRGD) wurden parallel mit dem sich in einer Aminosiure unterscheidenden RGE-
Tripeptid bei bFGF-stimulierten BREC eingesetzt. Die Balken symbolisieren Mittelwerte (+ Stan-
dardabweichungen) aus zwei Experimenten (jeweils in Duplikaten, n = 4). Signifikante Verminde-
rung der Sproutrate gegeniiber bFGF durch * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,001) angegeben.

Die inhibitorische Potenz von cRGD liel sich unabhingig von den
Stimulationsbedingungen (bFGF, VEGF, ECGF/H) reproduzieren. Bei
Stimulation der BREC durch ECGF/H blieb der erwartete antiangiogene Effekt
durch TGF-B1 aus. Es wurde in zwei Experimenten verschiedene Konzentrationen

von ECGF/H bei gleichzeitigem Zusatz von 10 ng/ml TGF-1 getestet.
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Nach Stimulation mit ECGF/H (100% Bezugswert: Sp nach 5 ng/ml
bFGF) waren nach 24 h durch TGF-B1 keine Anderungen der Angiogenese-
Aktivitit zu sehen (statistisch nicht signifikante Erhohung um 50%, 22%, 13%
und 22% gegeniiber der Vergleichsrate bei 1,5; 7,5 pg/ml; 15 pg/ml und 30 pg/ml
ECGF/H). Bei erneuter Auswertung nach 48 h enthielten die TGF-f1- Ansitze in
der 1,5 pg/ml ECGF/H-Konzentration anscheinend mehr Sp (143% gegeniiber
66% Sp bei Fehlen von TGF-B1). Die statistische Uberpriifung ergab dabei einen
errechneten t-Wert knapp unterhalb des Signifikanzniveaus bei n = 4. Fiir die
verwendeten hoheren ECGF/H-Konzentrationen (7,5; 15 und 30ug/ml ECGF/H)
ergaben sich in An- bzw. Abwesenheit ebenfalls keine statistisch signifikanten
Unterschiede (179 gegeniiber 95% Sp, 178 % gegeniiber 141% Sp und 171%
gegeniiber 151% Sp — sieche Abb. 48).
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Abb. 48: Dosis-Wirkungstests mit ECGF/H in Abwesenheit (blaue Kurven) und Anwesenheit von 10
ng/ml TGF-B1 (rote Kurven). Linke Bildhilfte zeigt Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) nach 24 h
und rechte Bildhilfte nach 48 h Versuchsdauer. Daten sind in zwei Experimenten ermittelt (n = 4), da-
bei gilt fiir die 7,5 und 15 pg/ml ECGF/H-Werte n = 2 (Mittelwerte +/- durchschnittliche Abweichung).

Die zwei AS-Formen und Kringle 5-Fragment wurden bei Stimulation mit
3-5 ng/ml VEGF in 0,5% FBS-haltigem Medium untersucht. Als Kontrollinhibitor
verringerte cRGD (6%) den Sp-Wert auf ein Niveau, das unterhalb dem der
unstimulierten Kontrolle lag (13%). Weder uPA/SHD-AS (108%), El.-AS (119%)
noch Kringle 5-Fragment (111%) verringerten die Sp-Rate (Abb. 49).



77

TKringle5-Fragm.

EL-AS
VEGF | ,pA/SHD-AS
* cRGD [ %%

| | | | | |
0 25 50 75 100 125
»Sprouts” (% der Kontrolle)

Abb. 49: Funktionstests mit den AS-Varianten und Kringle 5-Fragment im SpA nach Stimulation mit
VEGF in 0,5% FBS. Applikation von cRGD als Kontrollsubstanz. Im Diagramm sind die Mittelwerte
(+ Standardabweichungen) aus zwei in Duplikaten durchgefiihrten Experimenten (n = 4, fir uPA/SHD-
AS gilt n =2) dargestellt. Signifikante Inhibition durch *** (p < 0,001) im Vergleich zum VEGF-An-
satz angegeben.

Die gleichen Substanzen wurden bei veridnderten Assaykonditionen
getestet (Stimulation mit 5 ng/ml bFGF in 0,5-5% FBS). Der unstimulierte
Ansatz zeigte keine relevante Sp-Rate , die Inhibition durch cRGD (11%) war
hoch signifikant vorhanden. Bei Einsatz von uPA/SHD-AS (105%), El.-AS
(109%) und Kringle5-Fragment (113%) wurden Sp-Raten erzielt, die nicht
signifikant von dem Wert der bFGF-Stimulation (100%) abwichen (Abb. 50).
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Abb. 50: Einsatz der AS-Varianten und Kringle 5-Fragment im SpA nach Stimulation mit bFGF
in 0,5-5% FBS. CRGD diente als Kontrollinhibitor. Das Diagramm stellt Mittelwerte (+ Standard-
abweichungen) aus drei in Duplikaten durchgefiihrten Experimenten (n = 6). Durch *** (p < 0,01)
wird signifikante Inhibition im Vergleich zum VEGF-Ansatz angezeigt.

Bei weiterer Modifikation der Assaydurchfiihrung (Stimulation mit bFGF in 0,5%
FBS, Sp-Induktion mit VEGF in 5% FBS, Verwendung von ECGF/H,
Auswertung nach lidngeren Zeitrdiumen, Zugabe von bFGF in der Dosis von
Ing/ml) waren keine prinzipiellen Abweichungen von den gezeigten Resultaten

zu sehen. Im Dosis-Wirkungsexperiment zeigte keine der getesteten Dosen der
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Angiostatine einen signifikanten Effekt auf die Angiogenese der BREC, wihrend
das als Kontrolle applizierte cRGD inhibitorisch war (Abb. 51).
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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 fiir EL-AS; n=4 fir
uPA/SHD-AS). Getestet sind uPA/SHD-AS (rot, —
‘) und EL-AS (blaull). Im Diagramm rechts T T
zeigt cRGD bei paralleler Testung eine signifikan- 0 50 100
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te Reduktion der Sp (*: p <0, 05) . . Spl’OlltS” (% der KOHtI‘OllE)

Der Einsatz der Endostatin (ES)-Formen im SpA erfolgte zunichst in 0,5%
FBS bei VEGF-Stimulation (3 - 5ng/ml). Als Kontrolle dienten die Werte der
unstimulierten (20%) und der cRGD-behandelten (14%) BREC. Keine der

untersuchten ES-Formen verinderte die Sp-Rate erkennbar (Abb. 52).

kurzes ES2 —_—
VEGF kurzes ES1
+ langes ES

cRGD [ ##*

0 25 50 75 100 125
»Sprouts” (% der Kontrolle)
Abb. 52: Einsatz verschiedener Endostatin-Formen (ES) nach Stimulation mit VEGF in 0,5% FBS. cRGD
parallel getestet. Dargestellt sind die Mittelwerte (+Standardabweichungen) aus drei in Duplikaten oder

Triplikaten durchgefiihrten Experimenten (n = 7; fiir kurzes ES 2 gilt n = 4). Durch *** (p < 0,001) ist
eine signifikante Hemmung im Vergleich zum VEGF-Ansatz kenntlich gemacht.
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Bei bFGF-induzierter Angiogenese in 5% FBS war weder durch langes ES
(106%) noch bei Zusatz der kurzen ES-Formen (111% bzw. 106%) eine
inhibitorische Wirkung zu beobachten. cRGD verringerte die Sp-Entstehung auf
11% des bFGF-Ansatzes (100%, Referenzwert - Abb. 53).
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Abb. 54: Tests mit Endostatin-Formen im SpA nach bFGF-Stimulation in 5% FBS (cRGD als
Kontrollinhibitor). Die Graphik zeigt Mittelwerte (+Standardabweichungen) aus drei in Duplika-
ten durchgefiihrten Experimenten (n = 6; fiir kurzes ES 2 gilt n = 4). Signifikante Inhibition ist
durch *** (p < 0,001) kenntlich gemacht.

Bei verdnderten Stimulationsbedingungen (wie bei Funktionstests mit AS;
s.0.) wurde auf antiangiogene Potenz von  ES untersucht. Im Dosis-
Wirkungsexperiment wichen sowohl bei kurzem ES (89%, 96%, 103%) als auch
bei langem ES (89%, 92%, 115%) die Sp-Raten nicht signifikant von der
ECGF/H-stimulierten Kontrolle ab (100%, Referenzwert). cRGD (30%) diente als
Kontrolle (Abb. 54).
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Abb. 54: Dosis -Wirkungsexperiment mit langem ES (griin, ® ) und kurzem ES (rot, ® )nach Stimu-
lation mit ECGF/H im SpA. Das Diagramm links zeigt Mittelwerte (+/- Standardabweichungen) aus
zwel in Dupilkaten durchgefiihrten Experimenten ( n = 4). Im Balkendiagramm rechts sind die Kon-
trollen dargestellt: cRGD, unstimulierte BREC. Signifikante Inhibition durch ** (p < 0,01) angezeigt.
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Ergiénzende Dosis-Experimente wurde mit ES-Formen bei Stimulation
durch VEGF und bFGF unternommen, ohne dass abweichende Resultate

beobachtet wurden (nicht gezeigt).

3.4.3. Einfluss von Angiostatin und Endostatin auf Proliferation von BREC

AS und ES wurden im Proliferationsexperiment eingesetzt. Als 100% -
Bezug wurde die Wachstumsrate unstimulierter BREC aufgefasst. Weder El.-AS,
uPA/SHD-AS noch Kringle 5 — Fragment bewirkten signifikante Veridnderungen
der Zellzahl (106%, 121%, 101%). Auch die lange ES-Form und die zwei
Varianten des kiirzeren ES beeinflussten die Proliferationsrate unstimulierter
BREC nicht (114%, 108%, 94%). TGF-B1 verringerte das Zellwachstum auf 58%
und cRGD auf 76%. bFGF wirkte proliferationsverstirkend und erhohte die
BREC-Zahl auf 186%. TGF-B1 (84%) und cRGD (116%) zeigten in Anwesenheit
von bFGF eine deutliche Hemmung des EZ-Wachstums. ElL-AS (225%),
uPA/SHD-AS (226%) , Kringle 5-Fragment (206 % ), langes ES (191% und die
kurzen ES-Formen (180% und 195%) blieben ohne Effekt (Abb. 55).
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Abb. 55: Endostatin-Formen (ES), Angiostatin (AS)-Varianten und Kringle 5-Fragment wurden
bei Stimulation mit bFGF (rote Balken) und bei unstimulierten BREC (griine Balken) getestet.

TGF-B1 und cRGD wurden parallel appliziert. Als Vergleichswert (100%) wurde das Wachstum
unbehandelter Zellen angesehen. Das Diagramm zeigt Mittelwerte (+Standardabweichungen) ei-
nes in Triplikaten durchgefiihrten reprisentativen Experiments (n = 3). Sternsymbole zeigen sig-
nifikante Hemmung gegeniiber der bFGF-Stimulation an (* : p < 0,05; **: p < 0,01).



81

In Dosis-Wirkungsuntersuchungen wurden El.-AS und uPA/SHD-AS in
Proliferationsexperimenten mit BREC eingesetzt. Die verwendeten EI.-AS-
Konzentrationen von 1 pg/ml (94%), sowie 5 (87%), 10 (99%), 15 (92%) und 20
pg/ml (117%) verdnderten das Wachstum unstimulierter BREC (100%) nicht
signifikant. bFGF-Stimulation erhohte das BREC-Wachstum auf 256%. Auch
hier erzielte keine der eingesetzten El.-AS-Konzentrationen Effekte. Ein dhnliches
Bild ergab sich in Funktionstests mit uPA/SHD-AS. Gegeniiber dem Wert der
unstimulierten Kontrolle (100%) blieb jede der angewendeten Dosen (1, 5, 10, 15,
20 pg/ml) ohne Einfluss (106%, 109%, 108%, 108%, 107%). Auch bei bFGF-
behandelten BREC erzielten die genannten uPA/SHD-AS-Konzentrationen
Wachstumsraten, die um den Referenzwert (280%) schwankten (Abb. 56).
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Abb. 56: Dosis-Wirkungsexperiment mit uPA/SHD-Angiostatin (blau) und Elastase-Angiostatin (rot)
bei Proliferation unstimulierter (B,A) und bFGF-stimulierter (l,4) BREC. Darstellung der Mittel-
werte (+/- Standardabweichungen) eines in Triplikaten durchgefiihrten Experiments (n = 3).

Langes und kurzes ES wurden in Konzentrationen von 0,04 bis 1,2 pg/ml
im Proliferationsexperiment untersucht. Unstimulierte BREC (100%) wurden
weder durch langes ES (93-98% des Referenzwertes) noch durch kurzes ES (86-
102% des Bezugswertes) signifikant in ihrer Wachstumsrate beeinflusst. Nach
bFGF-Zusatz erhohte sich die Proliferation auf 165% , langes ES zeigte keinen
Effekt - in den eingesetzten Konzentrationen ergab sich ein relatives

Zellwachstum, das zwischen 163 und 182% schwankte. Im Dosisexperiment mit
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kurzem ES war der Bezugswert der bFGF-Stimulation 174%. Bei Einsatz von ES
ergab sich eine Wachstumsrate von minimal 154% (0,4 ug/ml kurzes ES) bzw.

157% (4 ug/ml kurzes ES) - sieche Abb. 57.
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Abb. 57: Dosis-Wirkungsexperiment mit langem ES (griin) und kurzem ES1 (rot) bei Proli-
feration unstimulierter (B,0) und bFGF-stimulierter (l,®) BREC. Darstellung der Mittel-
werte (+/- Standardabweichungen) eines in Triplikaten durchgefiihrten Experiments (n = 3).
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Proliferation ( % der Kontrolle)

3.4.4. Wirkung der Angiostatine und Endostatine auf HUVEC-Proliferation

Die Wirkung der Angiostatine, von Kringle S5-Fragment sowie der
Endostatine auf die Proliferation von HUVEC wurde untersucht. Dabei erfolgte
ihr Einsatz bei bFGF-stimulierten und unstimulierten HUVEC. Als Referenzwert
wurde die Wachstumsrate unstimulierter HUVEC angesehen (100%). Keine der
getesteten Substanzen verringerte die Proliferationsrate unstimulierter HUVEC,
die gemessen relativen Werte schwankten zwischen 104 und 114%. Bei erfolgter
bFGF-Stimulation erhohte sich die Zellzahl auf 188%. Weder El.-AS (170%),
uPA/SHD-AS (183%), Kringle 5-Fragment (177%) noch langes ES (195%) oder
kurzes ES (177%) wirkten signifikant antiproliferativ auf HUVEC (Abb. 58).
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Abb. 59: Im Proliferationsexperiment mit HUVEC wurden die verschiedenen Endostatin-Form-

en, die Angiostatin-Varianten sowie das Kringle 5-Fragment getestet. Gezeigt sind die Mittelwerte
(+Abweichungen) eines reprisentativen Experiments. Die roten Balken symbolisieren bFGF-Stimu-
lation. Die schwarze Balken zeigen unstimulierte HUVEC. 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 Angiogenese wurde Wert auf die
eindeutige Charakterisierung der verwendeten Zellen als EZ gelegt (Folkman J
und Haudenschild C, 1980). Dies geschah, um Angiogenese als Phidnomen
isolierter EZ-Aktivitdt nachzuweisen, das unabhéngig von anderen Gefd3wand-
bildenden Zellen wie glatten Muskelzellen, Perizyten und Fibroblasten stattfinden
kann. Einige Veroffentlichungen zeigen, das auch nicht-endotheliale Zellen Sp
ausbilden konnen, die mit EZ-Sp verwechselt werden konnen (Brown et al., 1996
und Nehls et al., 1994). Insbesondere glatte Muskelzellen der GefaBwand kdnnen
Sp-artige Strukturen ausbilden. Es wurde in der vorliegenden Arbeit Wert auf die
Charakterisierung der verwendeten Zellen als EZ gelegt, die mikroskopisch,
durch  Proliferationsversuche  mit  typischen = Wachstumsfaktoren  und
immunzytochemisch vorgenommen wurde. Morphologisch und durch ihr
Wachstumsverhalten prisentierten sich die BREC als EZ, indem sie die fiir
mikrovaskulidre EZ typische inselartige Proliferation zeigten und sich bei
Konfluenz im bekannten Kopfsteinpflaster-Muster prisentierten (Folkman et al.,
1979). Mikroskopisch ~ wiesen die Petrischalen keine  wesentlichen
Kontaminationen mit anderen Zellen auf.

In Proliferationsexperimenten fithrten bFGF und der EZ-spezifische
VEGEF zu einem signifikant gesteigerten BREC-Wachstum. Als gut definierte EZ-
Mitogene zeigten bFGF und VEGF damit die erwartete Wirkung. Fiir TGF-B1 lief3
sich eine antiproliferative Wirkung nachweisen (vgl. Chaudhury and D’ Amore,
1991). Durch Nachweis des vVWF und von CD31 in den kultivierten BREC
bestitigte  sich  deren  endotheliale = Herkunft. Durch  gleichzeitige
Zellkernanfirbung konnte demonstriert werden, dass es sich um weitgehend
Kontaminanten-freie Kulturen handelt, da keine Nuklei nachweisbar waren, in
denen CD31-Detektion fehlte. Da Muskelzellen der GefdBwand Sp-dhnliche
Strukturen ausbilden konnen, erfolgte die immunzytochemische Untersuchung mit
spezifischen, gegen Glattmuskelzell-Aktin gerichteten Antikdrpern. Dabei ergab

sich kein Hinweis auf deren Vorhandensein in den BREC-Kulturen.
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Der Begriff der Kontext-abhingigen Angiogenese beschreibt die Wirkung
angiogener Regulatoren in Bezug auf das Milieu, indem sie eingesetzt werden
(Mandriota und Pepper, 1997). In vitro Angiogenese-Modelle bieten gegeniiber in
vivo Experimenten die Moglichkeit einer differenzierten Kontextbeschreibung.
Aufgrund der genannten Experimente sind die BREC als Kontaminanten-arme
EZ-Kultur charakterisiert, damit ist der Kontext in dieser Hinsicht gut definiert.
Im Rat Aorta Ring Assay und dhnlichen Testsystemen (vgl. Parish et al., 1996)
sind im Anschluss an jede erfolgte Stimulation prinzipiell aufgrund der
Heterogenitit des in die Matrix eingebrachten Gewebes aufwindige
immunzytochemische Zusatzexperimente erforderlich, wenn man den EZ-
Charakter der erfolgten Angiogenese-Antwort belegen will. Solche
zeitaufwindigen Zusatztests entfallen im hier vorgestellten SpA und

unterstreichen seine Eignung als Angiogenese-Assay.

4.2 Etablierung des ,Sprouting’ Assay mit BREC

Die Praktikabilitit des SpA nach Nehls unter Verwendung von MS wurde
bisher nur fiir bovine pulmonale EZ (Nehls und Drenckhahn, 1995), fiir bovine
Nebennierenrinden-EZ (Koblizek, et al., 1998) und EZ der Schweine-Aorta
(Nehls et al., 1998) experimentell nachgewiesen. Wie verschiedene
Veroffentlichungen der letzten Jahre zeigen, ist der Satz “Endothel ist Endothel”
nicht haltbar (Williams, 1993). Abgesehen von schon mikroskopisch und im
Wachstumsverhalten erkennbaren Unterschieden der EZ lassen sich individuelle
Merkmale fiir EZ makrovaskuldrer, mikrovaskulidrer und kapilldrer Herkunft
ausmachen. Durch ihre differenzierte Ausstattung mit Wachstumsfaktoren,
Proteasen und Rezeptor- und Adhisionsproteinen ergibt sich fiir verschiedene EZ
ein potentiell sehr verschiedenes Verhalten in situ, in Kultur und damit auch in
funktionellen Assays (Camera et al., 1998; Mutin et al., 1997; Sheibani und
Frazier, 1998; Vailhe et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass unter identischen
Assaybedingungen bovine aortale EZ durch bFGF zur Sp-Ausbildung stimuliert
werden konnten, wihrend der Faktor bei humanen mikrovaskuliren EZ keinen
Effekt zeigte. Als Ursache wurde die stark unterschiedliche Induzierbarkeit der
EZ-Proteasen benannt (Abe et al., 1993). Zink et al. demonstrierten 1995, dass

EZ vom selben Individuum in vitro deutlich verschiedenes Verhalten zeigen
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konnen, je nach Organ, aus dem sie isoliert wurden. Die modulierende Rolle der
Extrazelluldrmatrix bei der Ausprigung des EZ-Phénotyps ist dabei mehr und
mehr in den Blickpunkt geriickt (Madri und Pratt, 1986; Madri et al.; 1988; Ingber
und Folkman, 1989).

Die Experimente der vorliegenden Arbeit demonstrieren die
Verwendbarkeit von BREC im SpA nach Nehls. Die Aussaat der Zellen auf die
MS stellt einen sensiblen Zwischenschritt dar, da die BREC nach vier Stunden als
Ausdruck einer inkompletten, vulnerablen MS-Haftung noch gerundete
Morphologie aufweisen. Dabei bestehen Parallelen zu ihrem Wachstum in
Zellkulturschalen. Auch dort war eine befriedigende Haftung der Zellen oft erst
nach mehreren Stunden zu beobachten. Moglicherweise bedingt die Wirkung
solcher nicht-permanenter Matrixbindungskrifte und die langsame Ausbildung
permanenter Zellbindungen das besonders hohe angiogene Potential von BREC,
das sich im MS-SpA zeigte (s.u.). Die zuverlissig stimulierbare Sp-Bildung steht
in sehr gutem Kontrast zur Negativkontrolle. Als Sp wurden nur zellulire
Prozesse mit einer Mindestldnge von 150um gewertet. Dieser Definition liegt die
Uberlegung zugrunde, dass Sp als Angiogenese-Aquivalent multizellulire
Strukturen sein miissen. Anderenfalls handelte es sich um zytoplasmatische
Ausliufer oder migrierende Endothelzellen. Das Kriterium der Plurizellularitit ist
ab der genannten Linge gegeben (Nehls et al., 1995).

Parallel im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgenommene Experimente,
den SpA mit HUVEC und bovinen kapilldren Hirn-EZ zu etablieren, schlugen
fehl. Dies bestitigt erneut die Divergenz von Resultaten mit verschiedenen EZ-
Typen in vitro, auf die bereits hingewiesen worden ist (Abe et al., 1993). In vitro-
Modelle, die nur die Proliferation bzw. Migration von EZ analysieren, erfassen
nur Teilspekte der Angiogenese (Jain et al., 1997). Es konnte demonstriert
werden, dass GefdBbildung in vitro auch ohne Proliferation auftreten kann
(Sholley et al., 1984).

Nehls und Drenckhahn zeigten 1994, dass EZ-Migration und Ausbildung
von Sp als ungleichsinnige Prozesse aufgefasst werden konnen, da Fibronectin-
Zusatz zur Fibrinogenmatrix die Migration von EZ hemmte, aber gleichzeitig die
Sp-Entstehung forderte. Bei der Sp-Entstehung im MS-gestiitzten Assay muss
EZ-Migration auftreten, da die Sp in zuvor komplett zellfreier Matrix auftreten.

Die Ausbildung von Interzelluldrkontakten in Sp-Strukturen und die verédnderte
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Matrix konnen jedoch offensichtlich die Migration weiterer EZ verhindern bzw.
deren Migration in Richtung der sich ausbildenden Sp lenken (Nehls und
Drenckhahn, 1994). Diesem Verstindnis zufolge handelt es sich bei
Migrationsassays um relativ undifferenzierte Angiogenese-Modelle, die wichtige
Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktion nicht erfassen.

Im SpA mit BREC ist die Komplexizitit angiogener Prozesse mit
Proteolyse der Extrazellulirmatrix, Migration, Proliferation, Ausbildung
mehrzelliger Sp mit Lumina und die Verzweigung der Sp-Auslidufer und ihre
Vernetzung miteinander gegeben. Zwar wurde in frithen Stadien der Sp-Bildung
durch BREC der Anteil der Proliferation und Proteolyse am angiogenen
Geschehen nicht direkt nachgewiesen. Aufgrund des morphologischen Aspekts
mit seiner Vielfalt an Sp und deren Ausdehnung muss jedoch ihre Beteiligung an
den Spitstadien gefordert werden.

Wie weiterhin die Anwesenheit von mehreren Nuklei innerhalb einer Sp
beweist, handelt es sich bei den schon nach 24 h zu beobachtenden Sp um
multizelluldre Strukturen. Damit ist ein wesentliches Kriterium an den Assay als
Modell physiologischer Angiogenese erfiillt. Mehrzellige Sp erfordern im
Gegensatz zu zytoplasmatischen Vorschiiben einzelner EZ komplexere Zell-Zell-
Kommunikation. Phagozytose, Vakuolenbildung und Apoptose sind beschriebene
Mechanismen bei der Entstehung von Sp (Meyer et al., 1997).

bFGF ist hauptverantwortlicher aF des initial  verwendeten
,»Stimulationscocktails®. Auch fiir VEGF lieB3 sich nach 48 h eine angiogene
Wirkung feststellen. Der TNF-a erhohte weder bei kombinierter noch bei
isolierter Applikation die Sp-Zahl. In Dosis-Wirkungsexperimenten erreichten
sowohl bFGF als auch VEGF bereits mit Sng/ml das Wirkmaximum. Dies deutet
auf die Spezifitit der bFGF- bzw. VEGF-Wirkungen. Im Vergleich mit anderen in
vitro Angiogenese-Modellen bestitigt sich das individuell differenzierte
Ansprechen von EZ verschiedener Herkunft auf Sp-fordernde Stimuli. Bei
bovinen pulmonalen EZ erfolgte die Sp-Induktion durch deutlich hohere
Konzentrationen von bFGF (30 ng/ml) und VEGF (100 ng/ml) (Nehls und
Drenckhahn, 1995). Identisch hohe Dosen von ausschlieBlich kombiniert
angewendeten VEGF und bFGF waren im Modellsystem mit humanen Retina-

Explantaten notwendig (Knott et al., 1999).
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GefidBpriparate aus humaner Plazenta entwickelten unter 20%-Serum-
Anteil im Medium eine sehr ausgeprigte spontane Angiogenese (Brown et al.,
1996). Im Gegensatz dazu zeigten humane mikrovaskulidre EZ in einem sekundér
3-D Assay nur dann eine angiogen bedingte Invasion der unterliegenden
Fibrinmatrix, wenn neben bFGF (100 ng/ml) und VEGF (50 ng/ml) gleichzeitig
TNF-a (4 ng/ml) zugegeben wurde (Koolwijk et al.,1996). Dieser synergistische
Effekt von TNF-a trat im BREC-SpA nicht auf und deutet - ebenso wie die
vorgenannten  Unterschiede zwischen einzelnen Assays - auf die
Kontextabhiingigkeit angiogener Regulatoren. Derart ausfallende Vergleiche
verschiedener Assays hinsichtlich der mit ihnen erzielten Ergebnisse sind weder
neu noch iiberraschend (vgl. Jain et al., 1997). Dennoch folgt daraus, dass die
Allgemeingiiltigkeit angiogener Mechanismen und insbesondere potentieller
Therapieprinzipien nicht a priori angenommen werden darf, sondern fiir den

betreffenden Kontext nachgewiesen werden muss.

4.3. Vorteile des BREC- ,Sprouting’ Assay

In vivo lauft Angiogenese unter 3-D Bedingungen ab. Zunehmend wird
die Ubertragbarkeit von zweidimensionalen 2-D Angiogenese Assays in Frage
gestellt (Goto et al., 1993; Madri et al, 1988; Nehls und Drenckhahn, 1995;
Scherberich und Beretz, 2000; Vernon et al., 1995; Williams, 1993). Da die
meisten unserer Erkenntnisse {iber EZ-Funktion aus 2-D Assays stammen
(Williams, 1993), besteht ein Bedarf an 3-D Systemen. In den letzten Jahren
haben die Bemiihungen zur Etablierung von in vitro Angiogenese Modellen
zugenommen (Benelli und Albini, 1999; Brown et al., 1996; Chen et al., 1997;
Hata-Sugi et al., 2002; Vailhe et al., 1998; Vernon und Sage, 1999). Unter den 3-
D Angiogenese-Modellen ist bisher nicht zwischen primédrer und sekundérer
Dreidimensionalitét differenziert worden. Die hdufiger verwendeten Assays sind
nur sekundidr 3-D, dabei werden EZ zunidchst auf eine (z.B.) Fibrin- oder
Collagenmatrix ausgesidt , die sie nachfolgend unter Ausbildung von Sp
winfiltrieren* (Koolwijk et al., 1996).

Der hier vorgestellte Versuchsaufbau ist primédr 3-D, da die EZ vom
Moment der Fibrinogen-Inkorporation an von Matrix (und zum kleineren Teil von

der Mikrosphire) umgeben sind. Neuere Publikationen weisen darauf hin, dass EZ
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signifikante Unterschiede in der Expression von Adhédsionsmolekiilen zeigen, je
nachdem ob sie auf oder in eine bestimmte Matrix eingebracht werden (Feng et
al., 1999). In Bezug auf physiologisch auftretende Angiogenese sind primir 3-D
Assays vergleichbarer und damit besser iibertragbar. Sog. ,,Sphéroid-Assays*
werden als 3-D Angiogenese Modelle beschrieben, in denen auch
Kokulturexperimente zwischen EZ und glatten Muskelzellen durchgefiihrt werden
konnen (Korff et al., 2001). Die Quantifizierbarkeit von Angiogenese Assays ist
ein kritisches Qualitatsmerkmal (Guedez et al., 2003; Jain et al., 1997). In 2-D
Modellen bilden sich die Sp auf einer EZ-Schicht aus. Da die Sp sich somit ober-
oder (bei sekundir dreidimensionalen Systemen) unterhalb einer pridformierten
EZ-Schicht ausbilden, ist die Quantifizierung schwierig (Williams, 1993).

Bei Verwendung von Mikrosphidren im gezeigten Assay resultiert eine
sehr klare Unterscheidbarkeit zwischen priexistenten und sich neu
herausbildenden Strukturen. Damit kann die quantitative Auswertung auf elegante
Weise und ohne die Notwendigkeit komplizierender Bildanalysesysteme
vorgenommen werden. Die Geschwindigkeit der Sp-Bildung im Assay mit BREC
weist dessen gute Eignung als Screeningmodell fiir Faktoren mit Angiogenese-
regulierenden Eigenschaften aus. Schon nach 24 h ist eine Auswertung moglich.
Bei Verwendung von bovinen pulmonalen EZ und Zellen der Schweine-Aorta im
MS-SpA war die Quantifizierung erst nach 72 h moglich (Nehls und Drenckhahn,
1995; Nehls et al.,, 1998). In anderen beschriebenen quantitativen, primir 3-D
Assays betrigt dieser Zeitraum 5 Tage (Nicosia und Ottinetti, 1990) oder ein bis
drei Wochen (Brown et al., 1996). Gleichzeitig zeigen die Sp eine befriedigende
Langlebigkeit von 1 bis 2 Wochen, die jedoch vom Gehalt an FBS im Medium
beeinflusst wird. Daher konnen auch Effekte untersucht werden, die Spitstadien
der Angiogenese oder die Uberlebensfihigkeit der Sp betreffen.

Die Durchfiihrbarkeit des BREC-SpA im serumarmen bzw. -freien Milieu
ist ein Vorteil. Unbekannte Testsubstanzen entfalten moglicherweise nur in
Anwesenheit von Co-Faktoren bzw. in Abwesenheit von Antagonisten ihre
angiogene bzw. antiangiogene Aktivitdt. Serum kann Co-Faktoren, aber auch
Antagonisten der Angiogenese enthalten. Im BREC-SpA liel sich bei allen
getesteten FBS-Konzentrationen eine Sp-Bildung induzieren. Die Steigerung des
Serum-Gehaltes fithrt zu einer Vermehrung der Sp (vgl. Nicosia et al, 1990),

jedoch unterliegt diese Wirkung einer Séttigung. Im Sinne einer Eignung als
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schnelles, zuverldssiges Screeninginstrument weisen nach 24 h besonders die
0,5% und 5% FBS-Varianten iiberzeugende Differenzen zwischen unstimulierten
und stimulierten Zellen (jeweils ca. 500-facher Wert nach Stimulation).
Zusitzliche Auswertung nach 48 h zeigt insbesondere fiir die 5% FBS-Ansitze
mit etwa 2500-facher Sp-Bildung gegeniiber der Negativkontrolle ein breites
Fenster zur Evaluation von Substanzen mit geringer Wirkpotenz.

Auch die Experimente in 0,5% FBS konnten aufgrund des deutlichen
Kontrastes zwischen unstimulierten und stimulierten BREC {iiberzeugen. Da die
Erhohung auf 10% FBS die Sp-Antwort eher abschwicht als verstérkt, erscheint
der routinemifige Einsatz dieser Konzentration nicht sinnvoll. Dies gilt auch fiir
die serumfreie Variante. Sie liefert zwar nach 48 h signifikante Resultate.
Allerdings sind die Differenzen zwischen unstimulierten und stimulierten
Ansitzen deutlich geringer als bei den tibrigen Testkonditionen. Unterschiedliche
FBS-Chargen mit potentiell in variabler Menge enthaltenen aF konnen die Sp-
Bildung verédndern. Insofern sind in vitro Angiogenese Assays, die einen sehr
hohen FBS-Gehalt voraussetzen, methodisch unterlegen. Bis heute gibt es nur
sehr wenige Assays, in denen eine Angiogenese-Induktion bei 0% Serum
beschrieben ist (Brown et al., 1996 und Nicosia et al., 1990). Die Variabilitit des
FBS-Anteils unterstreicht die besonders gute Eignung des BREC-SpA.

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

Insbesondere durch den Erkenntniszuwachs in der Angiogenese-Forschung
der letzten Jahre ergeben sich neue Perspektiven der frithzeitigen Therapie von
Augenerkrankungen mit pathologischer Gefdverdnderung (Hammes et al., 1996;
Cursiefen und Schonherr, 1997). Aufgrund der Verwendung von retinalen EZ
kann der hier vorgestellte Assay als Modell fiir retinale Neovaskularisationen bei
diabetischer Retinopathie, Frithgeborenen-Retinopathie und altersassoziierter
Makulopathie dienen. Gegeniiber anderen in vitro Modellen vaskuldrer
Retinopathien hat der BREC-SpA mehrere Vorteile. Es handelt es sich um einen
primdr 3-D Assay. Ein kiirzlich ebenfalls vorgestelltes 2-D Modell zur
Erforschung von Retinopathien beinhaltet das Aussden von BREC auf eine
Fibrinogenmatrix (Vailhe et al., 1998). Der Mechanismus der Sp-Ausbildung

beruhte unter solchen 2-D Bedingungen auf einer groBfldachigen Ablosung ganzer
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Zellverbinde. Die dadurch entstandenen, als ,Lakunen® bezeichneten zellfreien
Areale wurden nach einiger Zeit von elongierten, miteinander in Kontakt
stthenden BREC umsdumt. Im betreffenden Assay wurde Fibrinabbauprodukte
gemessen und als Indiz einer proteolytisch bedingten Sp-Entstehung gewertet, da
sie zeitgleich mit den elongierten BREC enstanden (Vailhe et al., 1998). Da zur
gleichen Zeit massive Zellablosung stattfand, die auch als Reaktion auf zu
exzessive (,,suizidale®) Proteolyse durch die abgelosten EZ auftreten kann,
erscheint diese Interpretation fragwiirdig. Die Ubertragbarkeit der Zellverlust-
bedingten Sp-Entstehung auf Angiogenese in situ wird angezweifelt (Boulton et
al., 1990). Zusitzlich sind primir 3-D Modelle auch dem physiologischen Milieu
in der Retina vergleichbarer (s.0.).

Wie bereits ausgefiihrt, kann Endothel unterschiedlicher Organ- und
Speziesherkunft in funktionellen Assays stark divergierende Resultate zeigen.
Insofern wire der Einsatz von humanen retinalen EZ das beste in vitro
Testsystem, um potentielle Angiogenese-Hemmstoffe zu testen, deren geplantes
Anwendungsgebiet das menschliche Auge ist. Die Versorgung mit menschlichen
Retina-Zellen in groBeren Mengen kann jedoch problematisch sein. Als
aufwindiges, aber qualitativ gutes Modell ist kiirzlich ein SpA mit menschlichem
Retina-Material vorgestellt worden (Knott et al., 1999). In jenem System wird
komplettes Retina-Gewebe zwischen zwei verschiedenen Lagen von Fibrin
eingebettet und durch bFGF- und VEGF-Stimulation zur Sp-Ausformung
angeregt. GroBte Vorteile dieses Systems sind seine biologische Komplexizitit,
seine Dreidimensionalitit sowie die Tatsache, dass es sich um menschliches
Material handelt. Dadurch entfallen Ubertragbarkeitsprobleme aufgrund von
Speziesunterschieden. Als Nachteile sind Schwierigkeiten bei der Versorgung mit
Retinae, die lange Versuchsdauer (bis zu 14 d) und die komplizierte, nur
qualitative Auswertung mit notwendigen Zusatzexperimenten zur Identifikation
der Sp als endotheliale Strukturen (Knott et al., 1999). Der BREC-SpA wiirde sich
mit diesem Modell gut ergiinzen, indem die Giiltigkeit von Resultaten mit bovinen
Zellen in ausgewdhlten Fillen dort {iberpriift werden konnte. Der
Speziesunterschied und die Verdnderung von EZ durch ldngerfristige Kultur in
Petrischalen als Ubertragbarkeitsprobleme fallen im Modell mit humanen

retinalen EZ weg.
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Unter den angiogenen Faktoren wird vor allem VEGF eine zentrale
Bedeutung bei der Entstehung retinaler Neovaskularisationen zugeschrieben (Lu
und Adamis, 2002; Wittmer et al., 2003). Fiir VEGF sind Daten vorhanden, die
seine vermehrte Expression in der Retina nach hypoxischer Stimulation belegen
(Hata et al., 1995; Pe’er et al., 1995). Perizyten, retinale EZ und retinale
Pigmentzellen sind als VEGF-Produzenten charakterisiert ( Hata et al., 1995;
Sone et al.,, 1996). Erhohte Glucose-Konzentrationen und darauffolgender
Glucose-Mangel induzieren VEGF-Bildung ( Sone et al., 1996). Durch chronische
Hyperglykdmie entstandene Gykosylierungsendprodukte wirken durch vermehrte
VEGF-Ausschiittung angiogen (Yamagashi et al., 1997). Erhohte VEGF-
Konzentrationen sind in Netzhduten von Patienten mit pathologischer retinaler
Angiogenese nachgewiesen worden ( Aiello et al., 1994; Adamis et al., 1996).

Neben  VEGF  wird insbesondere die  Bedeutung der
Fibroblastenwachstumsfaktoren (aFGF und bFGF) fiir Angiogenese am Auge
hervorgehoben (Cursiefen und Schonherr, 1997). Retinale Zellen (Zellen der
inneren Kornerschicht, Pigmentepithelzellen, Astrozyten der Ganglienzellschicht)
sind zur Bildung von bFGF befihigt (Schweigerer et al., 1987; Zhang et al.,
1993). Kiirzlich wurde der synergistische Effekt von bFGF und VEGF auf retinale
Angiogenese in einem sekunddr 3-D SpA beschrieben, dabei wurden die
Substanzen auch in Kombination mit ,Insulin-like Growth Factor I' und ,Plateled-
derived Growth Factor’ appliziert (Castellon, 2002). Auch in den hier
vorgestellten Experimenten zeigt sich ein kooperativer Effekt bei gleichzeitiger
Applikation von VEGF und bFGF. Die Stimulierbarkeit der BREC zur Sp-
Ausformung durch bFGF bzw. VEGF im hier vorgestellten Assay zeugt von der
pathophysiologischen Relevanz des Testsystems.

TNF-a hat - wie bereits ausgefiihrt - im hier vorgestellten Modellsystem
keinen angiogenen Effekt. Demgegeniiber konnte in einem Angiogenese-Assay
mit humanen mikrovaskulidren EZ, die aus der menschlichen Vorhaut gewonnen
wurden, eine erhohte Rate an Sp durch Kombination von bFGF und VEGF mit
TNF-a nachgewiesen werden (Koolwijk et al., 1997, van Hinsbergh et al., 2001).
In Operationspriparaten von Patienten mit pathologischer retinaler Angiogenese
lieB3 sich in allen Fillen der Nachweis von VEGF fithren, wihrend TNF-a nur in
etwa der Hilfte der Fille detektiert werden konnte (Armstrong et al., 1999).

Diese Beobachtung konnte auf eine untergeordnete Bedeutung von TNF-a fiir
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retinale Angiogenese hinweisen. Hypoxische Stimuli sorgen jedoch in vivo fiir
eine erhohte retinale TNF-a-Produktion (Majka et al., 2002), so dass eine
fehlende angiogene Wirkung von TNF-a nur fiir das hier beschriebene Modell

retinaler Angiogenese (fiir diesen Kontext, vgl. oben) konstatiert werden kann.

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

Der Einfluss der EZM auf Angiogenese ist seit Jahren bekannt (Ingber und
Folkman, 1989; Madri und Pratt, 1986). Fibg wurde in verschiedenen
Konzentrationen auf seine Fihigkeit untersucht, die angiogene Aktivitit der
BREC zu beeinflussen. Mit zunehmenden Fibg-Konzentrationen lie3 sich die Sp-
Rate vermindern, die in der hochsten getesteten Fibg-Dosis (4,5 mg/ml) nur noch
ein knappes Drittel des Ausgangswertes betrug. Somit ist allein die Variation der
Proteinkonzentration in einer weitgehend uniformen Matrix ein effektiver
Regulator der Angiogenese. Der Serumwert von Fibg betrdgt beim Gesunden
zwischen 1,5-4 mg/ml. Die getesteten Dosen bewegen sich also im
physiologischen Bereich. Die relativ geringe Erhohung der Fibg-Konzentration
auf das etwa 2,5-fache und die einhergehende drastische Reduktion der Sp-Zahl
weist die EZ-Matrix-Interaktion als sensiblen Teil des Angiogenese-Kontextes
aus.

In Tumoren und Wunden ist ein perivaskulidres Fibg-Fibronectin-Gemisch
als potentieller Ausgangspunkt von Angiogenese regelmidBig zu beobachten
(Brown et al., 1988; Zacharski et al., 1983 ). Fibg kann aus verletzten GefiBlen
austreten bzw. sich aufgrund erhohter Gefdl3permeabilitit perivaskulidr anreichern.
Gesteigerte GefidlBdurchlédssigkeit kann als Folge von VEGF-Wirkung auftreten
(Bayless et al., 1998). Die Synthese von Fibg durch Tumorzellen ist beschrieben
(Simpson-Haidaris und Rybarczyk, 2001). Gesteigerte GefidBdurchlissigkeit
wiederum kann als Folge von VEGF-Wirkung auftreten (Bayless et al., 1998).
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Fibg wurde nicht von den regelmifig
in Spuren enthaltenen Fibg-Kontaminanten Fibronectin, Vitronectin, Faktor XIII
und Plasminogen befreit. Allerdings sind diese als physiologische
Begleitkomponenten des Fibg bei in situ ablaufender Angiogenese ebenfalls co-

lokalisiert.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen in Kontrast zu einer
Veroffentlichung, in der erhohte Fibg-Mengen angiogen wirkten. Vailhe et al.
berichteten 1998 iiber ein sekundir 3-D in vitro Testsystem, in dem BREC auf
eine Fibg-Matrix ausgesidt wurden. Erst ab Konzentrationen von 8 mg/ml Fibg
zeigten sie unter diesen Bedingungen angiogene Aktivitdt, wihrend niedrigere
Fibg-Dosen mit Proteolyse-bedingter Zellablosung einhergingen (Vailhe et al.,
1998). In jenem experimentellen Aufbau lieBe sich die exzessive Proteolyse als
fehldosierter und damit ,,frustraner* Versuch der EZ betrachten, Angiogenese zu
initiieren . Nimmt man an, dass der Riickgang der Sp-Zahlen im hier vorgestellten
BREC-SpA auf verminderte proteolytische Wirkung in einer dichteren Matrix
beruht, lassen sich die Resultate miteinander in Einklang bringen. Gleichzeitig
unterstreicht die Diskrepanz der notwendigen Fibg-Dosen die bereits diskutierte
notwendige Beriicksichtigung des Assay-Kontextes. In Ubereinstimmung mit den
hier prisentierten Resultaten wurde iiber eine Reduktion der Anzahl von Sp durch
ansteigende Fibg-Dosis in anderen Experimenten berichtet (Vailhe et al., 1997).

In einer Kollagen Typ I[-Matrix wirkt die Zugabe von Fibrin (Img/ml)
angiogen (Takei et al., 1995). Fibg-Adhision von EZ wird durch aV3-Integrine
vermittelt (Cheresh etl., 1989; Vailhe et al., 1997). aVB3 wird an Spitzen von Sp
exprimiert, wenn Sp in eine fibrinreiche Matrix einsprossen (Clark et al., 1996). In
Kultivierungsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass humane mikrovas-
kuldre EZ aVB3-mRNA in vielfach hoheren Konzentrationen produzieren, wenn
sie in einer Fibrinmatrix statt in einer Kollagenmatrix wachsen (Feng et al., 1999).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass aV-mRNA-Synthese von innerhalb
einer Kollagenmatrix wachsenden EZ deutlich niedriger war als die einer auf
Kollagen wachsenden EZ-Population (Feng et al., 1999). Dies zeigt erneut die
notwendige Differenzierung zwischen 2-D und 3-D Angiogenese-Assays hin.

Es sind mehrere Mechanismen beschrieben worden, durch die die EZM
Angiogenese modulieren kann. Die EZM stellt zunéchst eine strukturelle Barriere
dar, in die EZ je nach Ausstattung mit proteolytischen Enzymen unterschiedlich
gut eindringen konnen. Proteine der EZM sind dabei in der Lage, die
proteolytische Potenz der EZ zu beeinflussen, indem sie Proteasen konzentrieren
und der EZ prisentieren (Chavakis et al., 1998). Eine @hnliche Depotfunktion
bzw. lokal gezielte Freisetzung durch die EZM ist bereits seit einigen Jahren fiir

aF bekannt (Vlodavsky et al., 1991). Fibrin und Fibg kénnen VEGF binden und
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damit die EZ-Proliferation regulieren (Sahni und Francis, 2000). Rein
mechanische Eigenschaften fibrilldrer Matrices sind ,,Wegweiser angiogener
Aktivitit: Kiinstlich erzeugte Spannungskrifte innerhalb einer Kollagenmatrix
dirigierten durch Ausrichtung der Matrixproteine das Auswachsen entstehender
Sp (Korff und Augustin, 1999). Mechanische Eigenschaften von Fibrinmatrices
regulieren ebenfalls Angiogenese-Aktivitidt (Vailhe et al., 1997; van Hinsbergh et
al., 2001). Fiir Fibrinmatrices sind auch pH-bedingte strukturelle Verinderungen
als Einflussfaktor auf angiogene Aktivitit nachgewiesen (Collen et al., 1998 — vgl.
unten). Dariiber hinaus sind - wie oben bereits erortert - EZ-EZM-Interaktionen

auf der Ebene der Integrine bekannt (Ruoslahti & Engvall, 1997).

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

Fir Thrombin wurden bereits angiogene Effekte beschrieben (Van
Hinsbergh et al., 1987; Nehls und Herrmann, 1996). In menschlichem
Tumorgewebe lidsst sich ein erhohtes Vorkommen von Thrombin feststellen
(Zacharski et al., 1995). Thrombin dient zur Fibrinherstellung im BREC-SpA.
Erhohung der Thrombin-Dosen kann zu einer Zunahme der Sp-Rate durch
verdnderte Matrixstruktur fithren (Nehls und Herrmann, 1996). In der
vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Dosen Thrombin zur Fibrinherstellung
eingesetzt. Thrombin wurde anschlieBend sofort durch Hirudin-Beigabe ins
,Equilibrationsmedium’ antagonisiert.

Es lieB sich weder ein signifikanter angiogener noch ein antiangiogener
Effekt ansteigender = Thrombin-Dosen  bei  Matrixzugabe  feststellen.
Demgegeniiber ist fiir bovine pulmonale EZ ein angiogener Einfluss hoherer
Thrombin-Matrix-Konzentrationen beschrieben (Nehls und Herrmann, 1996).
Wurde Thrombin im BREC-SpA dem Medium zugesetzt, zeigte es in hoheren
Dosen nach 48 h eine Steigerung des Ausgangswertes auf iiber das Dreifache.
Aufgrund der Resultate entfdllt im BREC-SpA die Notwendigkeit einer
routineméfBigen Thrombin-Antagonisierung durch Hirudin, da die Standarddosis
(10 nM) weder in der Matrix noch als Zusatz zum Testmedium signifikante
Effekte zeigt. Da unter den gewihlten serum-armen Bedingungen erheblicher Sp-

Verlust zwischen 24 h und 48 h zu verzeichnen war, erwies sich hoherdosiertes
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Thrombin als Angiogenese-modulierender Faktor, der die Uberlebensrate von Sp
bei bFGF-Stimulation erhoht.

Matrix-modulierende Effekte durch Thrombin sind auch bei Zugabe von
Thrombin ins Medium moglich, da Thrombin durch Diffusion die Matrix erreicht.
Noch nicht proteolytisch abgespaltene Fibrinogenmolekiile konnen somit erreicht
werden und eine weitergehende Fibrinpolymerisation stattfinden, die wiederum
eine Veridnderung der Matrixdichte nach sich zoge. 8-fach hoher als die
Standarddosis konzentriertes Matrix-Thrombin blieb jedoch in  den hier
vorgestellten Experimenten auch bei Versuchsbeobachtung iiber 48 h ohne
jeglichen Effekt, dabei wurde das molekulare Verhiltnis des Thrombin zu
Fibrinogen von 1 zu 50 auf 1 zu 6 erhoht. In Anbetracht des deutlich angiogenen
Einflusses hoher Konzentrationen an Medium-Thrombin spricht dies eher fiir
einen matrixunabhingigen angiogenen Thrombin-Effekt.

In anderen MS-SpA wurde der angiogene Einfluss von Thrombin Matrix-
modifizierenden Eigenschaften zugeschrieben (Nehls und Herrmann, 1996). Diese
wurde aus der Beobachtung abgeleitet, dass Hirudin-Zugabe die angiogene
Wirkung von Matrix-integriertem Thrombin nicht hemmen konnte. Allerdings
fehlen ndhere Angaben iiber Dosis und Applikationszeitpunkt des Thrombin-
Antagonisten. Ein matrixunabhiingiger, angiogener Einfluss von Thrombin ist
mehrfach beschrieben worden. Dabei zeigte im ,,Chick Chorioallantoic Assay*
gamma-Thrombin, das keine Potenz zur Fibrinpolymerisation besitzt, einen gleich
starken angiogenen Effekt wie gerinnungsaktives alpha-Thombin (Tsopanoglou et
al., 1993). Es wurde die Aktivierung der Proteinkinase C als Mechanismus der
angiogenen Eigenschaft von Thrombin postuliert (Haralabopoulos et al., 1997).
Thrombin-stimulierten HUVEC zeigen iiber diesen intrazelluldren Signalweg
sowie iiber Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen eine erhohte Expression der
VEGF-Rezeptoren flk-1 und flt-1 (Tsopanoglou und Maragoudakis, 1999).
Thrombin erhoht auch die bFGF mRNA-Expression von EZ (Weich et al., 1991).

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

exzessive Proteolyse durch die BREC zu verhindern (vgl. Nehls und Drenckhahn,
1995). Zu starke proteolytische EZ-Aktivitit hatte in verschiedenen Assays
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antiangiogene bzw. zellablosende Wirkungen nach sich gezogen (Montesano et
al., 1987 und Pepper et al., 1996). Aprotinin zeigte in den verwendeten
Konzentrationen keinen signifikanten angiogenen Einfluss. In Aprotinin-freien
Ansidtzen im BREC-SpA wurde keine unerwiinscht starke Proteolyse und keine
Degradation der Fibrinmatrix beobachtet. In anderen SpA wurden BREC auf
Fibrinmatrices zur Angiogenese stimuliert. In jenen SpA war Aprotinin
unentbehrlich, da seine Abwesenheit zu proteolytisch bedingter Ablosung der
BREC fiihrte (Vailhe et al., 1998). Die Kontrolle exzessiver Proteolyse fungierte
dort als Stabilisator der Zell-Matrix-Adhédsion und damit als angiogener
Mechanismus (Montesano et al., 1987) beschrieben.

Als Ursache der Aprotinin-Redundanz im hier vorgestellten SpA ist der
postulierte Unterschied zwischen primér und sekundir 3-D Angiogenese-Assays
relevant. EZ-Adhidsion an eine Fibg-Matrix wird von der Synthese endogen
produzierter Matrix-Proteine wie Fibronectin und Vitronectin sowie von
Integrinen vermittelt (Clark et al., 1996; Dejana et al., 1990). Die Adhision an
eine Fibg-Matrix durch deren Vermittlung dauert etwa vier Stunden (Dejana et al.,
1990). Proteolytische Aktivitit hingegen kann in EZ schon nach Kkiirzerer
Zeitdauer auftreten (Pepper et al., 1990). Dieses zeitliche Verhiltnis zwischen
Adhisionsvermittlung und EZM-Degradation kann sich demnach auf
Oberfldchen-adhirierende EZ anders als auf Matrix-inkorporierte EZ auswirken:
Bei Verlust der Oberflichen-Haftung in 2-D Angiogenese-Assays durch zu starke
Proteolyse wirken Protease-Inhibitoren einer Zellablosung entgegen.

Abweichende EZ-vermittelte Proteolyse wird durch Isolations-, Kultur-
und organbedingte Unterschiede im EZ-Phidnotyp beeinflusst. Humane
mikrovaskulidre EZ konnen auch in Abwesenheit von Aprotinin auf Fibrinmatrices
eingesetzt werden (Koolwijk et al., 1996). Aprotinin-Abwesenheit kann nicht nur
zur Zellablosung, sondern auch zum Verdau von Fibrinmatrices fiihren
(Montesano et al., 1987); dies macht eine unterschiedliche proteolytische Potenz
von EZ offensichtlich. Moglicherweise moduliert auch die EZM je nach
Dimensionalitdt des Testsystems unterschiedlich. Aprotinin ist in Publikationen
als potenter Inhibitor von in vitro Angiogenese beschrieben worden (Koolwijk et
al., 1996; Lansink et al., 1998; Montesano et al., 1987; Montesano et al., 1990;
Vailhe et al., 1998). Im BREC-SpA ist keine signifikante Inhibition festzustellen.
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Proteolyse konnte im BREC-SpA von untergeordneter Bedeutung sein,
wenn die Fibrinmatrices permissiv genug sind fiir angiogen aktive EZ.
Proteolysemechanismen konnten unter lokaler Kontrolle der EZ ablaufen, so dass
eine ,.exogene* Inhibition erschwert wird. Dabei konnte der verlingerte
Diffusionsweg von Aprotinin im primir 3-D System von Relevanz sein, zumal die
oben zitierten Studien alle in sekundir 3-D Systemen vorgenommen wurden.
Gegen diese Interpretation spricht, dass auch Matrix-eingebettetes Aprotinin keine
potentere Inhibition zeigt. Weiterhin erscheint die Beteiligung von nicht-
Aprotinin-sensiblen Proteasen denkbar. In dieser Hinsicht ist von Bedeutung, dass
kiirzlich Fibg als Substrat von Matrix Metalloproteinasen nachgewiesen werden
konnte (Bini et al., 1999). Festzuhalten bleibt, dass bei fehlenden Aprotinin-
Effekten im BREC-SpA routinemiBiger Einsatz der Substanz nicht notwendig ist.

Zur weiteren arbeitstechnischen Vereinfachung wurde die partielle
Einbettung der Testsubstanzen in die Fibrinmatrices mit ihrer einmaligen,
kompletten Applikation im Testmedium verglichen (vgl. Nehls et al., 1996). Es
ergab sich fiir die isolierte Medium-Zugabe von bFGF und VEGF keine
signifikante Anderung ihrer Wirkung. Somit kann die isolierte Medium-
Applikation der Wirkstoffen routinemiBig erfolgen; dies vereinfacht das
experimentelle Procedere.

Bei Einbettung der Wirkstoffe ins Fibrin wird die sensible Phase vor
Polymerisation verlidngert, da vor Thrombinzugabe zu verschiedenen Matrices die
Pipettenspitze gewechselt werden musste, um keine Testsubstanzen zu
“verschleppen”. Die bei dieser Vorgehensweise hiufiger beobachteten
inhomogenen Fibrinkissen werden bei alleiniger Medium-Zugabe sehr viel
seltener beobachtet und damit eine Fehlerquelle unspezifischer Effekte auf die Sp-
Rate eliminiert. Voraussetzung fiir die Beigabe von Wirkstoffen ins Medium ist
deren Fihigkeit zur Diffusion, die allerdings fiir die meisten der bisher bekannten
Angiogenese-wirksamen Substanzen gegeben bzw. fiir potenziell klinisch

einzusetzende Stoffe zu fordern ist.

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

Um die Storanfélligkeit des SpAs zu testen, wurde der pH verédndert.

Hierbei wurde bewusst das Applikationsvolumen als Vergleichsgrofe
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herangezogen, da sich die anwendungsorientierte Fragestellung auf die Ermittlung
der Volumina bezog, die - je nach Applikationsform - keinen oder nur geringen
unspezifischen Einfluss auf die Sp-Bildung ausiiben. Dariiber hinaus wird der
resultierende pH von der variablen Temperatur (Raumtemperatur bei
Fibrinherstellung und 37°C bei EZ-Wachstum), der CO,-haltigen Atmosphére des
Inkubators, der Zeit (Versuchanfang gegeniiber Versuchende) und den
Puffersystemen des Mediums beeinflusst.

Schon bei der Fibrinmatrixproduktion zeigte sich, dass Matrix-Zugabe pH-
wirksamer Substanzen ein groBBeres Fehlerpotential beinhaltet als deren Zugabe in
das Medium. Bei einem Volumen von 5 ul HCI bzw. NaOH (resultierender pH
bei 3,4 bzw. 10,85) war die Konversion von Fibrinogen zu Fibrin gestort, so dass
kein Solide-Werden der Matrix mehr erfolgte. Dies iiberrascht angesichts der
drastischen pH-Anderungen nicht. Hierbei ist jedoch von Bedeutung, dass bei
Funktionstests mit potentiellen Angiogenese-Wirkstoffen deren Applikation in
Volumina erfolgt, die das der genannten Mengen teilweise deutlich iiberschreiten.
Beispielsweise wurde zyklisches RGD-Peptid, welches in Essigsdure l6slich ist
(aber in den betreffenden Experimenten pH-neutralisiert wurde), in einem
Volumen von 16 pl eingesetzt. Bei fraktionierter Matrix-Medium-Applikation
hitte dies den Einsatz von 6 pl in der Matrix bedeutet. Auch die kleineren
Volumina von 0,5 pul HCI bzw. NaOH (resultierender pH 7,25 bzw. 7,70)
bewirkten bei Matrix-Zugabe signifikante Anderungen der Sp-Aktivitit. Die pH-
Wirkung war nur in der Phase der Fibrin-Herstellung durch Thrombin gegeben, da
nach 30 min die Matrix-,Equilibrierung’ mit MCDB 131 (pH 7,8) erfolgte. Somit
ist das Zeitfenster moglicher direkter pH-Effekte auf den EZ-Zustand relativ kurz.
Makroskopisch dnderte sich die Struktur der Fibrinmatrices: Bei HCI-Zugabe
wurde sie milchig-triilbe und bei NaOH-Einsatz transparenter und verformbarer.
Absorptionsmessungen mit Fibg-Matrices, die in verschiedenen pH-Bereichen
polymerisiert wurden, zeigten im Bereich von pH 6,5 bis pH 7,2 deutlich hohere
Absorptionswerte (>1,3 bei 350nm) als die im pH von 7,6 bis 8,0 (<1,0 bei 350
nm) (Nehls et al., 1996). Parallel wurde demonstriert, dass solche pH-bedingten
Anderungen der Fibrinmatrix die Angiogenese-Rate beeinflussen (Nehls et al.,
1996).

In den letzten Jahren wurden Einfliisse von pH-Wert-Anderungen auf

Angiogenese vermehrt untersucht (Burbridge et al., 1999; Collen et al., 1998; Hall
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et al.,, 2001; Wahl. et al., 2002). Es wurde iiber verminderte Angiogenese im
azidotischen Milieu einer Kollagenmatrix berichtet (Burbridge et al., 1999). Die
gesteigerte Ausbildung von Sp in pH 7,0 geformten Fibrinmatrices gegeniiber in
pH 7.4 hergestellten Fibrinmatrices wurde nachgewiesen (Collen et al., 1998). Im
Vergleich mit dem hier vorgestellten primér 3-D Assay mit BREC wurden dabei
humane mikrovaskuldre EZ auf eine Fibrinmatrix ausgesit, von deren Oberfliche
sie Sp in die Matrix bildeten — also ein sekundér 3-D Angiogenese-Assay (Collen
et al., 1998). Bei Verwendung boviner pulmomaler EZ in primir 3-D wurden
antiangiogene Effekte in azidotisch generierten Fibrinmatrices (pH 7,0) und
angiogene Wirkungen in alkalischem Fibrinmilieu (pH 7,6) festgestellt (Nehls et
al., 1996). Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente im primir 3-
D BREC-SpAs zeigen ebenfalls antiangiogene Effekte einer im Sauren
hergestellten Fibrinschicht sowie Angiogenese-Forderung durch ,basische’
Matrixproduktion.

Ob Speziesunterschiede der verwendeten EZ, die primédre 3-D gegeniiber
der sekundir 3-D der Assays oder sich unterscheidende Stimulationsbedingungen
verantwortlich fiir die sich teilweise kontrastierenden Ergebnisse sind, bleibt
unklar. Im Hinblick auf die physiologische Situation sind nicht nur die Art der
Matrix-Proteine und ihr Mischungsverhiltnis zueinander wichtig, sondern fiir
perivaskuldre Fibrinablagerungen auch dessen Entstehungsmilieu, das unter
anderem durch den pH determiniert ist. Tumoren weisen im Vergleich zu
normalem Gewebe einen niedrigeren extrazelluliren pH auf (Gerweck, 1998;
Kozin et al., 2001). Dabei ist der Tumor-pH laut kernspintomographischen
Studien durchschnittlich 0,2 pH-Einheiten saurer (Stubbs et al.,, 1999).
Entsprechend findet Matrixdeposition in Tumorgewebe im azidotischen Milieu
statt und hat Auswirkungen auf den Angiogenese-Kontext, da die entstehende
EZM Angiogenese reguliert. In kernspintomographischen Studien wurde die
Beziehung des extrazellulidren Tumor-pH zum Ausmal der
Tumorvaskularisierung untersucht (Bhujwalla et al., 2002). Der pH der Retina
unterliegt Schwankungen (Dmitriev und Mangel, 2001). Die hier vorgestellten
Experimente belegen, dass retinale Angiogenese durch den pH-Wert beeinflusst
werden kann. Im hier vorgestellten SpA konnte die Sp-Rate auch durch
Sédure/Basen-Zusatz zum Medium beeinflusst werden. In einem anderen Assay

hatten nur pH-Modifikationen der Matrix eine Verdnderung der Angiogenese-
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Rate zur Folge, dabei wurden die Mediumzusitze jedoch nur fiir die Dauer einer
Stunde appliziert (Nehls et al., 1996).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden insbesondere unter
dem Aspekt der Assay-Storanfilligkeit durchgefiihrt. Entsprechend wurden die
HCI- und NaOH-Volumina ins endgiiltige Testmedium gegeben, da auch nicht
pH-neutrale Puffer mit den Testsubstanzen mehrere Tage verbleiben wiirden.
Obwohl Anwendung von HCI im Medium eine Angiogenese-Inhibition bewirkte,
fiel diese deutlich schwicher aus als bei Matrixzugabe. Bei Zugabe von 2 ul HCI1
reduzierte sich die Sp-Rate nur auf 80%. Dabei war das relative Volumen (0,6 ml
bezogen auf das Gesamtvolumen der Matrix bzw. 1,6 ml bezogen auf Matrix und
Medium zusammen) 1,5-fach groler war als bei Zugabe von 0,5 ul HCI in die
Matrix, was eine Inhibition auf 50% zur Folge hatte. Ebenso bewirkten bei
Mediumzugabe 10 pl HCI trotz initial massiver pH-Senkung auf 6,45 eine
geringere Abnahme der Angiogenese-Aktivitit als 2ul HCI in der Matrix. Dabei
betrug das relative Volumen der Medium-Beigabe fast das Doppelte der ins Fibrin
gegebenen HCl-Menge. Die Experimente mit NaOH lieferten in der Tendenz
dhnliche Effekte in Bezug auf die Applikationsart.

Testsubstanzen im SpA sollten somit in bekannten, moglichst
physiologischen Puffern appliziert werden bzw. Puffer pH-Wert neutralisiert
werden. Bei eingetretenen Effekten vermeintlicher Angiogenese-wirksamer
Substanzen muss die Moglichkeit einer Puffer-bedingten Ergebnis-Modifikation
ausgeschlossen werden. Bei alleiniger Zugabe der Testsubstanzen ins Medium
sind unspezifische pH-bedingte Effekte seltener (vgl. Nehls et al., 1996). Neben
pH-bedingter Matrix-Modifikation ist Angiogenese-Regulierung auch durch
direkte pH-Effekte auf die EZ beschrieben. Dabei wirken azidotische Zellmedien
antiangiogen in 3-D Assays, bleiben jedoch ohne Wirkung in 2-D Assays
(Burbridge et al., 1999). Solche pH-Einfliisse wurden spekulativ auf die pH-
bedingte Veridnderung der proteolytischen Kapazitit von EZ zuriickgefiihrt
(Burbridge et al., 1999). Z.B. liegt das pH-Optimum von Urokinase Plasminogen
Aktivator (uPA) im alkalischen Milieu (Yabushita, 1988).

Die pH-Abhingigkeit der Produktion und Wirkung von angiogenen und
antiangiogenen Faktoren wird diskutiert. VEGF-Entstehung ist im sauren pH-
Wert-Bereich verstiarkt (Xu et al., 2002). VEGF und bFGF induzierten in 3-D

Angiogenese Assay Sp-Bildung vor allem im azidotischem Milieu (Burbridge et
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al., 1999). Kiirzlich wurde iiber stirkere VEGF-Bindungskapazitit an EZ unter
sauren Bedingungen berichtet (Goerges und Nugent, 2003). Der Angiogenese-
Inhibitor AS wirkt verstirkt im Niedrig-pH-Bereich und kann selbst intrazellulire
Azidose der EZ induzieren (Wahl et al., 2002; Wahl und Grant, 2000). VEGF-
Produktion retinaler Miiller-Zellen kann durch kombinierte pH-Wert-
Erniedrigung und Hypoxie, nicht jedoch durch pH-Wert-Erniedrigung allein
induziert werden (Brooks et al, 1998).

Serumproteine verfiigen iiber Pufferkapazitit. Im BREC-SpA wurde die
Wirkung unterschiedlicher pH-Werte in Abhingigkeit von verschiedenen FBS-
Konzentrationen untersucht (0,5%; 5%; 20%). Ubereinstimmend zeigte sich fir
alle gewidhlten FBS-Konzentration sowohl fiir bFGF-behandelte als auch fiir
unstimulierte BREC der Angiogenese-hemmende Effekt von HCI-Zugabe. Die
NaOH-bedingte Steigerung der Sp-Rate war vom FBS-Gehalt des Mediums
abhingig. In 0,5% FBS bewirkte NaOH sowohl bei bFGF-stimulierten als auch
bei unbehandelten BREC eine sehr potente Sp-Steigerung. Mit zunehmendem
FBS-Gehalt fiel dieser Effekt geringer aus bzw. war nicht mehr vorhanden. In
20% FBS zeigte sich im Kontrast dazu eine sehr deutliche Abnahme der Sp-
Aktivitdt durch NaOH-Zugabe. Im Hinblick auf die abnehmende Angiogenese-
Rate bei hohem Serum-Anteil im alkalischen Milieu sind folgendende
Uberlegungen interessant: Da durch hoheren Serum-Gehalt sowohl die Anzahl der
iberlebenden Zellen als auch der Gehalt an Plg zunimmt, sollte im alkalischen
Milieu vermehrte perizelluldre Proteolyse stattfinden. Diese proteolytische
Aktivitit kann auch dadurch verstirkt werden, dass das pH-Optimum von uPA bei
9,0 liegt (Yabushita, 1988).

Exzessive Proteolyse von EZM kann antiangiogen wirken, indem sehr
zellnahe EZM als notwendige adhisionsvermittelnde, gefdBsprossstabilisierende
Leitstruktur in nicht ausreichendem Maf erhalten bleibt (Montesano et al., 1987).
Somit  konnte die  verminderte  Sp-Zahl unter den = genannten
Stimulationsbedingungen durch zu starke proteolytische Aktivitét erklirt sein, die
sich im Resultat antiangiogen auswirkt. Passend zu dieser Hypothese ist die starke
Zunahme der Angiogenese-Aktivitidt bei unstimulierten BREC im alkalischen.
Dies lésst sich damit erkldren, dass die proteolytische Potenz einer geringeren
Anzahl von Zellen durch pH-Wert-Modifikation so stark erhoht wurde, dass ein

angiogenes Milieu entsteht.
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Ebenfalls unter dem Blickpunkt der Assay-Storanfalligkeit wurde Zn** in
unterschiedlichen Konzentrationen im SpA untersucht. Zn** ist nicht selten
Bestandteil von Substanzpuffern. Zn** hatte hier eine potente antiangiogene
Wirkung. Fiir Zn** sind toxische Effekte auf EZ gut bekannt. Dadurch wird die
Notwendigkeit einer differenzierten FErgebnisanalyse bei angiogenen bzw.
antiangiogenen Effekten unterstrichen — es muss immer ein unspezifischer

Puffereffekt ausgeschlossen werden.

4.9. ECGF/H ist stirkster angiogener Faktor im BREC-,Sprouting’ Assay

ECGF/H wurde als aF getestet. Es lie sich seine potente angiogene
Wirkung im hier vorgestellten Modell feststellen. Die Erstbeschreibung von
ECGF gelang schon vor iiber 20 Jahren (Maciag et al., 1979). ECGF existiert in
einer hochmolekularen (>70 kDa) wie auch in einer niedrigmolekularen Form
(15-25 kDa), dabei ist die Konversion der hochmolekularen in die
niedrigmolekulare =~ Form moglich (Maciag et al.,, 1982). ECGF findet
insbesondere in der Forschung mit humanen EZ breite Anwendung, dies ist auch
auf seine stark mitogene Potenz zuriickzufiihren (Greisler et al., 1987). Trotz
seiner Verwendung seit iiber 20 Jahren ist die Substanz relativ schlecht definiert,
es existieren beispielsweise keine detaillierten Kenntnisse iiber seinen
Wirkmechanismus. Hypothalamus-Pridparationen werden als ECGF definiert,
ohne dass andere, im Hypothalamus vorkommende Wachstums-Faktoren zuvor
entzogen worden sind. Auch bei dem in dieser Arbeit eingesetzten ECGF/H
handelt es sich um einen ,unreinen“ Hypothalamus-Extrakt. Aufgrund der
vorgenannten Probleme sollte der FEinsatz von ECGF/H besonderen
Fragestellungen vorbehalten bleiben. Beim Vergleich von ECGF/H mit bFGF und
VEGF war ECGF/H das stirkste der getesteten Agenzien, indem es mehr als die
doppelte Sp-Zahl als bFGF erzielte. Auffillig war die Sp-Morphologie bei
ECGF/H-Stimulation, indem diese teilweise sehr viel breiter als die von bFGEF-
und VEGF-stimulierten BREC war. ECGF ist bereits im ersten publizierten SpA
erfolgreich als aF eingesetzt worden (Folkman und Haudenschild, 1980). Trotz
bereits oben genannter Vorbehalte ergibt sich aus den ECGF/H-Besonderheiten
(Sp-Anwortstirke und -Morphologie) die Moglichkeit, beobachtete angiogene

Effekte unter abweichenden Stimulationsbedingungen zu iiberpriifen.
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Im eingesetzten Faktorengemisch (ECGF/H) ist Heparin in einer
Endkonzentration von 11-225ug/ml vorhanden. Dabei ist eine maximale Wirkung
von ECGF/H nach 24 Stunden bereits bei einer Konzentration von 55 pg/ml
Heparin (enthalten in der 7,5ug/ml ECGF-Dosis) und eine Wirkungssittigung
nach 48 h bei 110 pg/ml Heparin (enthalten in 15pug/ml ECGF) zu beobachten.
Fiir Heparin sind sowohl anti- wie auch proangiogene Wirkungen beschrieben
(Collen et al., 2001 und Rosengart et al., 1997). Heparin wurdet getestet, ohne
dass sich eine signifikanter Effekt zeigte (Ergebnisse nicht demonstriert)
Antiangiogene Wirkung von Heparin wurden bei Aussaat humaner
mikrovaskuldrer EZ auf Fibrinmatrices bei Stimulation mit bFGF und TNF-o
beschrieben (Collen et al., 2001). Auch in 3-D SpA ist der antiangiogene Einfluss
auf humane Plazentavenen demonstriert (Jung et al., 2001).

In klinischen Untersuchungen wird ein angiogener (bzw. arteriogener)
Heparin-Effekt bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit durch Forderung der
Kollateralgefidssentstehung diskutiert (Bombardini & Picano, 1997). Die
angiogene Wirkung von Heparin konnte im ,Chorioallantoic Assay’ am Hiihnerei
belegt werden, dabei war der Effekt an die Anwesenheit eines basischen
Polypeptids gebunden (Pacini et al., 2002). In einer anderen, am gleichen
Testsystem durchgefiihrten Untersuchung liel sich die angiogene Heparin-
Wirkung auf vermehrt exprimiertes Fibronectin zuriickfithren (Ribatti et al.,
1997). Im hier beschriebenen SpA zeigte Heparin alleine kein signifikantes
angiogenes Potenzial. Angesichts einer auf iiber 200% angestiegenen
Angiogenese-Rate bei Verwendung des ECGF/H-Gemisches kann Heparin nicht
alleinverantwortlicher angiogener Bestandteil sein. Ein synergistischer bzw.
potenzierender Effekt des Heparin auf die ECGF-Wirkung kann nicht
ausgeschlossen werden. Eine kooperative Wirkung und erst dadurch stark
angiogene Wirkung von Heparin mit basischen Polypeptiden wurde nachgewiesen

(Pacini et al., 2002).

4.10. Angiostatin-Herstellung durch uPA und SHD

Durch Plg-Proteolyse mit Elastase hergestelltes humanes AS (ElL-AS)

wandert laut Erstbeschreibung in der SDS-Elektrophorese in Form von drei

separaten Banden bei 45, 42 und 40 kDa unter nicht-reduzierenden Bedingungen.
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Fir jede der drei genannten Banden ist antiproliferative Wirkung auf EZ
beschrieben (O’Reilly et al., 1994). Einige Jahre nach Entdeckung von AS
wurden alternative Verfahren zur in vitro-Herstellung durch Verwendung von
SHD und PA publiziert (Gately et al., 1997 und Stathakis et al., 1997). Teilweise
wurde das exakte elektrophoretische Wanderungsverhalten des so generierten AS
nicht dargestellt, da keine Angaben zur Bandenlokalisation gemacht wurden
(Gately et al., 1997). Bei der Erstbeschreibung eines durch uPA und SHD
hergestellten AS (uPA/SHD-AS) wird im Gegensatz zum El.-AS ein nur aus zwei
Banden bestehendes Plasminogenspaltprodukt prisentiert (Gately et al., 1997).
Bei Verwendung von Thioredoxin und Protein-Disulfid-Isomerase nach erfolgter
Aktivierung von Plg zu Plasmin (PIm) wurde AS als breite Bande mit Wanderung
bei 43 kDA unter nicht-reduzierenden Bedingungen nachgewiesen (Stathakis et
al., 1997).

Aufgrund der im Korper nahezu ubiquitiren Verfiigbarkeit von PA und
SHD ist der Mechanismus der uPA/SHD-AS-Produktion physiologsich
bedeutsam. In der vorliegenden Arbeit wurden die Herstellungsbedingungen von
uPA/SHD-AS iiberpriift. Zwei verschiedene SHD, NAC und GSH, zeigten bei
Inkubation mit uPA Plg-Konversions-Aktivitiat. Das entstandene AS trat als
Doppelbande bei 45 und 52 kDA und als eine inkonstant nachweisbare Bande bei
36 kDa unter nicht-reduzierenden Bedingungen auf. NAC war im Vergleich mit
GSH effektiver hinsichtlich der AS-Produktion, daher wurde es im folgenden als
SHD eingesetzt. Die Wirkung des NAC war dosisabhiingig. Bei Verwendung von
100 uM NAC war die effektivste AS-Produktion zu beobachten. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit publizierten Daten (Gately et al., 1997). NAC schwiichte in
hoheren Konzentrationen die AS-Banden. Parallel war bei Verwendung dieser
hohen Konzentrationen eine Verminderung von Plg selbst zu beobachten.
Aufgrund dieser Beobachtung erscheint eine Beteiligung von SHD sowohl an der
Produktion als auch beim Abbau von AS moglich.

Die totale antioxidative Kapazitit in humanem Plasma, die durch
Schwefelgruppen-Donatoren wie GSH mitbestimmt wird, erreicht nach neueren
Daten durchschnittliche Werte von etwa 1,5 mmol/l (Kampa et al., 2002). Die bei
in vitro-Herstellung von AS verwendeten hohen Konzentrationen an SHD kdnnen
unter Zellkulturbedingungen nicht erreicht werden (Stathakis et al., 1999).

Tumorzellen sezernieren eine sog. ,Plasmin-Reduktase’, die fiir die Reduktion
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von Disulfid-Briicken verantwortlich zu sein scheint. Nach dieser Vorstellung
sind im zellhaltigen Milieu SHD Co-Faktoren von ,Plasmin-Reduktasen’
(Stathakis et al., 1999). Ausreichend hohe Konzentrationen an SHD sind in vitro
eine entscheidende Komponente der AS-Produktion (bei gleichzeitiger
Anwesenheit von PA). SHD sind gleichzeitig aber vermutlich nur eine von
mehreren Determinanten der AS-Produktion unter physiologischen Bedingungen.

Die Dosis-Wirkungsexperimente mit uPA lieBen iiber einen um Faktor
1000 unterschiedlichen Konzentrationsbereich eine nahezu unveridnderte AS-
Entstehung erkennen. Die von Gately et al. (1997) gewihlte uPA-Dosis erwies
sich auch in den hier vorgestellten Experimenten als wirksam. Die Anwesenheit
von uPA (bzw. PA) ist unabdingbarer Faktor fiir die AS-Produktion im
vorgestellten System, da Plg-Inkubation nur mit SHD keine AS-typischen
Banden entstehen lie3. Der relativ geringe Einfluss einer veridnderten uPA-Dosis
spricht jedoch dafiir, dass die Regulation der AS-Entstehung unter
physiologischen Bedingungen nicht primér von der PA-Konzentration beeinflusst
wird.

Plg-Proteolyse durch Pankreaselastase wurde als erstes in vitro-Verfahren
zur AS-Herstellung beschrieben. Physiologisch scheinen jedoch andere
Mechanismen der AS-Produktion vorzuherrschen. Konditioniertes Medium von
humanen Pankreascarcinomzellen enthédlt AS-generierende Faktoren. Die
Pankreastumorzellen sezernieren statt Elastasen Serin-Proteasen (vermutlich
uPA), die als verantwortliche AS-produzierende Enzyme nachgewiesen wurden
(O’Mahoney et al., 1998). Fiir Prostatacarcinomzellen sind verschiedene Enzyme
mit Aktivitit zur AS-Herstellung beschrieben worden. Prostata spezifisches
Antigen, Cathepsin D und PA wurden als dort verantwortliche AS-Produzenten
nachgewiesen (Gately et al., 1997; Heidtmann et al., 1999 und Morikawa et al.,
2000). Somit ist die AS- Entstehung in einem Tumor bzw. einem Gewebe durch
verschiedene enzymabhingige Systeme reguliert.

Mehrere Metalloproteasen sind zur AS-Produktion befidhigt. Fiir Matrix
Metalloproteinase 3 (MMP 3), MMP 7, MMP 9 und MMPI12 wurden
entsprechendes Potenzial beschrieben ( Dong et al., 1997; Lijnen et al, 1998;
Patterson und Sang, 1997). In Prostata-Carcinom-Zellen lassen sich keine aktiven
Formen von MMP-7 und MMP-9 nachweisen, so dass fiir die genannten Zellen

ein von diesen Enzymen abhingiger AS-Entstehungs-Mechanismus zunichst
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nicht wahrscheinlich ist (Patterson und Sang, 1997). Die Beteiligung einer MMP-
abhidngigen AS-Entstehung in verschiedenen Tumoren wird durch die Fihigkeit
von Makrophagen zur Tumor-Invasion und zur Sekretion vom MMP jedoch
moglich (Dong et al., 1997 und Cornelius et al., 1998). Auch in nicht-
neoplastischem Gewebe konnte AS-Bildung nachgewiesen werden. Makrophagen
sind im Rahmen von Entziindungsprozessen mitverantwortliche AS-Produzenten
(Falcone et al., 1998). Vaskuldre glatte Muskelzellen sind AS-Bildner (Stathakis
et al., 1999). Thrombozytenaggregation fithrt zur AS-Produktion (Jurasz et.,
2003).

Die zur AS-Bildung befihigten Enzyme wurden nach einer Arbeit in zwei
Kategorien eingeteilt: MMP (s.0.), Cathepsin D und Prostata spezifisches Antigen
gehoren zur Gruppe der Proteinasen, die direkt aus Plg AS bzw. AS-dhnliche
Fragmente generieren konnen (Kwon et al, 2002). Die zweite Gruppe der
Proteinasen stellt dieser Einteilung zufolge AS in mehreren Teilschritten indirekt
her. Dazu wurde die hier vorgestellte uPA/SHD-Methode gerechnet (Kwon et al,
2002). Als Teilschritt erfolgt erstens die Konversion von Plg zu Plm durch einen
PA. Zweitens reduziert eine Plasmin Reduktase die Cystein(Cys)426—Cys54l— sowie
die Cys’'*-Cys***-Disulfid-Briicken in Kringle 5. Drittens wird durch die
reduzierten  Disulfid-Briicken eine  Spaltung der Arginin—53O—Lysin531—
Peptidbriicken und von zwei anderen, nicht ndher definierten C-terminal von
Cys462 gelegenen Peptidbriicken getriggert. Die Spaltung kann dabei sowohl
autoproteolytisch wie auch durch Serin-Proteasen erfolgen. Viertens konnen die
so entstandenen Kringle 1-4,5-Fragmente durch MMP weiter zu Kringle 1-3 bzw.
Kringel 1-4-Angiostatin-Formen prozessiert werden (Kwon et al., 2002 und Lay
et al., 2000).

Nachdem von Stathakis et al. (1997) die Beteiligung einer PIm-Reduktase
an der uPA/SHD-induzierten Bildung von AS postuliert wurde, konnten
mittlerweile Annexin II und ein Enzym der Glykolyse, Phosphoglycerat-Kinase,
als PIm-Reduktasen identifiziert werden (Kwon et al., 2002 und Lay et al., 2002).
In Ubereinstimmung mit der postulierten Existenz von drei alternativen
Proteolyseorten nach erfolgter Disulfidbriickenreduktion bei der uPA/SHD-AS-
Entstehung lieBen sich bei den hier vorgestellten Experimenten bis zu drei
unterschiedliche Banden (52, 42 und 36 KDA unter nicht-reduzierenden

Bedingungen) beobachten. Als Ausdruck einer vaiierenden Plg-Degradation war
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die 36 kDA-Bande nicht einheitlich nachzuweisen bzw. teilweise nur sehr
schwach vorhanden.

Die Entstehung von AS-dhnlichen Fragmenten bei Inkubation von Plg mit
uPA in Abwesenheit von SHD wurde beschrieben (Kassam et al., 2001). In
diesem Kontext wurde diskutiert, dass ein alkalischer pH des Inkubationsmediums

die uPA-initiierte Autoproteolyse von Plg steuert. Die Reduktion der Cys’'*

536 462 541

Cys™- und Cys “-Cys  -Peptidbriicken soll dieser These zufolge durch
Wasserstoffionen erfolgen konnen, die die SHD-Wirkung ersetzen.

In dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuchsaufbau wurden Plg-
Inkubationen zur Herstellung von AS bei einem pH von 9,0 durchgefiihrt, da in
diesem Bereich das pH-Optimum von uPA liegt (Yabushita, 1988). Bei
Inkubation von Plg mit verschiedenen uPA-Formen ohne SHD lief sich
elektrophoretische Wanderungsaktivitat zwischen 52 und 120 kDA feststellen,
ohne dass eindeutige Banden zu differenzieren waren. Mithin ist bei den hier
vorgestellten Inkubationsbedingungen ein kombinierter pH/uPA-Effekt nach der
These von Kassam et al. (2001) moglich. Allerdings sind die so produzierten AS-
dhnlichen Banden vergleichsweise schwach und von anderen Plg-
Degradationsfragmenten nicht eindeutig zu differenzieren. Entsprechend wurden
fiir die uPA/SHD-AS-Produktion in groeren Mengen NAC und sc-uPA parallel

verwendet.

4.11. Vergleich der Angiostatin-Formen

Zum Zeitpunkt der hier vorgestellten Experimente war in der Literatur nur
iiber zwei unterschiedliche Entstehungs- und Produktionswege von AS berichtet
worden (Reilly et al., 1994; Gately et al, 1997). Dabei existierten keine Daten
hinsichtlich der Vergleichbarkeit der unterschiedlich hergestellten AS-Formen. In
der hier vorliegenden Arbeit wurde der Notwendigkeit einer solchen Analyse
durch  Vergleich  der  elektrophoretischen @~ Wanderung  und  der
Aminosduresequenzen von El.-AS und von uPA/SHD-AS nachgekommen. Nach
Produktion von EL-AS nach herkommlicher Methode lieBen sich
elektrophoretisch unter nicht-reduzierenden Bedingungen Doppelbanden bei 35
und 32 kDA sowie bei 29 und 26 kDA nachweisen. Die erwartete Wanderung von
El.-AS wire laut AS-Erstbeschreibung bei 45, 42 und 40 kDA unter nicht-
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reduzierenden Bedingungen gewesen (O’Reilly et al., 1994). Das parallel
getestete uPA/SHD-AS zeigte im gleichen Elektrophorese-Experiment Banden
zwischen 45 und 52 kDA. Bei der Erstbeschreibung von uPA/SHD-AS wurde
eine Doppelbande detektiert, ohne dass deren exaktes Wanderungsverhalten
beschrieben wurde, da keine Massenmarkerproteine angegeben wurden (Gately et
al., 1997). Zur fast gleichen Zeit wurde die in vitro-Produktion von AS durch
einen anderen SHD nach erfolgter Konversion von Plg zu Plm beschrieben:
, Thioredoxin-AS’. Die ,Thioredoxin-AS’-Wanderung lag bei 45, 41 und 38 kDA
unter nicht-reduzierenden Bedingungen (Stathakis et al., 1997).

Somit waren die bis dahin publizierten Elektrophorese-Daten von AS
leicht (,Thioredoxin-AS’ versus El.-AS) bis deutlich diskrepant (uPA/SHD-AS
versus El.-AS). Die in dieser vorliegenden Arbeit miteinander verglichenen AS-
Formen zeigten eine Differenz von 15-20 kDA hinsichtlich ihres
Wanderungsverhalten. Auch unter reduzierenden Konditionen waren diese
Unterschiede vorhanden, dort waren El.-AS bei 42 und 38 kDA sowie uPA/SHD
bei 65 kDA zu beobachten. Es ergaben sich somit Molekiilmassendifferenzen von
maximal etwa 20 kDA.

In den letzten Jahren wurden weitere, von der Produktionsart von AS
abhingige Molekiilmassendifferenzen beschrieben. Plg-Behandlung mit Matrix-
Metalloproteinase-9 (MMP-9) resultierte in drei Banden bei 58, 42 und 38 kDA,
Plg-Degradation mit MMP-7 hingegen in einer breiten Bande zwischen 38 und 45
kDA unter reduzierenden Bedingungen (Patterson und Sang, 1997). Cathepsin D
spaltet Plg zu AS-Banden bei 55 und 52 kDA unter reduzierendem Probenpuffer
(Morikawa et al., 2000). MMP-3 ergibt sowohl bei reduzierenden wie auch bei
nicht-reduzierenden Konditionen Banden bei 55, 40 und 30 kDA (Lijnen et al.,
1998). Aufgrund der genannten Differenzen wird zunehmend der Begriff AS-
dhnliche Fragmente verwendet bzw. zwischen den einzelnen Herstellungsarten
unterschieden (Kassam et al., 2001; Lijnen et al., 1998; Migita et al., 2001).

Initial wurden die Kringle 1-4 von Plg als AS angesehen (O’Reilly et al.,
1994). Es existieren alternative Proteolyse-Orte bei der AS-Entstehung, so dass
Kringle 1-4%2, Kringle 1-4 und Kringel 1-3 als Plg-Abbauprodukte beobachtet
werden konnen (Lay et al., 2000). Zunehmend werden die Entstehungswege und
MolekiilgroBen von AS-dhnlichen Plg-Fragmenten unterschieden. Kiirzlich ist das

Plg-Fragment Ag; beschrieben worden (Kassam et al., 2001). Als Ag; ist ein 61
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kDA grof3es Plg-Fragment benannt worden , dass bei Inkubation von Plg mit uPA
ohne Zugabe von SHD bei pH 9,0 hergestellt werden kann. Ag; zeigte dabei,
vergleichbar mit in den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen uPA/SHD-AS,
elektrophoretische Wanderung mit einer breiten diffusen Bande unter nicht-
reduzierenden Bedingungen bei 50 kDA sowie unter reduzierenden bei 61 und 64
kDA als Doppelbande (Kassam et al., 2001).

In den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Teilsequenzierungen der
AS-Formen sowie der verbliebenen Plg-Reste wurde die Aminosidurenfolge der
AS-Varianten bestimmt. Fiir EL-AS lieBen sich die alternativen Sequenzen
Tyrosin99—Valin462, Tyrosin99—Alanin463 und Tyrosin99—Leucin469 nachweisen. Laut
einer bei Kassam et al. (2001) erstellten tabellarischen Ubersicht entspricht El.-
AS der Plg-Region Tyrosingg—Alanin459, wenn die Sequenz des humanen Plg
inklusive des Signalpeptids zu Grunde gelegt wird (vgl. Abb. 44, S. 73). Somit
ergibt die hier vorgestellte Plg-Elastase-Proteolyse geringfiigige Abweichungen
im erhalten El.-AS, welches Kringle 1-4 des Plg entspricht.

Das Kringle 1-3 umfassende El.-AS wurde als Plg-Sequenz Tyrosingg—
Valin®’ bzw. Tyrosin99—\7alin373 beschrieben (Kassam et al., 2001). Das in der
vorliegenden Arbeit bei Plg-Elastase-Proteolyse erhaltene 14 kDa-Fragment

beginnt laut N-terminaler Sequenzierung bei Valin®™.

Kringle 3 endet bei
Cystein352. Die einzelnen Kringle-Doméinen umfassen jeweils ca. 80
Aminosiuren, Kringle 4 beginnt bei Cystein®’’ (Cao et al., 1996). Somit handelt
es sich beim nachgewiesenen 14 kDa-Fragment um Kringle 4. Daraus folgt, dass
ElL.-AS in dieser Arbeit auch Kringle 1-3 enthaltende Fragmente aufweist, da der
nachgewiesene Spaltungsort zwischen Kringle 3 und 4 lokalisiert ist. Die Sequenz
von Kringle 1-3 erstreckt sich in Ubereinstimmung mit anderen Daten von
Tyrosin99—\7alin3 73 (Kassam et al., 2001).

uPA/SHD-AS wurde ebenfalls N-terminal teilsequenziert. Es waren zwei
unterschiedliche N-Termini festzustellen: Lysin97 und Valin®®. Der Versuch, den
Plg-Rest nach uPA/SHD-Proteolyse zu sequenzieren, um das C-terminale Ende
des uPA/SHD-AS zu bestimmen, gelang nicht. Somit lie sich die exakte
MolekiilgroBBe nicht erfassen. Unter Verwendung bereits publizierter Daten von
durch PA und SHD hergestellten AS-Formen (Stathakis et al., 1999; Kassam et
al., 2001) und aufgrund einer elektrophoretischen Wanderung bei 65 kDA des hier

hergestellten uPA/SHD-AS sollte dessen Ausdehnung bis in die Kringle 5-



111

Domiine reichen. Es sind durch Plasmin-Reduktase hergestellte AS-Formen

T bis Arginin549 reichte

beschrieben, deren Aminosiduresequenz von Lysin
(Stathakis et al., 1999). Das Ag; benannte AS-dhnliche Protein reicht von Lysin97
bis Lysin487 (Kassam et al., 2001). Die genannten AS-Formen zeigen Banden
zwischen 57 und 65 kDa unter reduzierenden Bedingungen, so dass bei
vergleichbarer uPA/SHD-AS-Wanderung die vermutete Aminosduresequenz
wahrscheinlich ist. Diese Uberlegungen erkliren auch  die festgestellten
Unterschiede zwischen der Wanderung von El.-AS- und uPA/SHD-AS in der
Elektrophorese. Ob die unterschiedlichen Entstehungswege von AS auch

differierende biologische Wirkungen bedingen, ist weitgehend unklar und sollte

Bestandteil weitergehender Untersuchungen sein (Soff, 2000).

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

Der Integrin-Antagonist cRGD hemmt im BREC-SpA die Sp-Entstehung
zuverlidssig. Puffereffekte konnten  ausgeschlossen werden. Integrine sind
transmembrandse, adhidsionsvermittelnde Molekiile. Jede Zellart verfiigt iiber
ihren eigenen Satz an Integrinen (Hynes, 1992). Prinzipiell sind EZ in der Lage,
die Integrine alphal-betal (alf1), alpha2-betal (a2PB1), alpha3-betal (a3p1),
alphaS-betal (a5B1), alpha6-betal (a6B1), alphaV-betal (aVP1), alphaV-beta3
(aVPB3) und alphaV-beta5 (aVB5) zu exprimieren (Bayless et al., 2000; Albelda et
al., 1989). Ob und in welchem AusmaBl die EZ-Integrine phénotypisch in
Erscheinung treten, hingt vom Zustand der Zellen ab.

1994 zeigten Brooks und Mitarbeiter, dass aV3 als Marker fiir angiogen
aktive EZ dienen kann, wihrend ruhendes Endothel dieses Integrin nur in extrem
geringer Anzahl exprimiert. Integrin-Anwesenheit variiert auch in Abhéngigkeit
von der gewihlten Stimulation, da VEGF vor allem aVB5-Expression und bFGF
hauptsichlich aVpB3-Expression bewirken (Friedldander et al., 1995). Die Relevanz
von Zell-Matrix-Interaktion zeigt sich auch auf Ebene der Integrine. Je nach
Matrix werden verschiedene Integrin-Typen der EZ vermehrt exprimiert. So
herrschen in Typ 1-Kollagen 21, in Laminin-reicher Umgebung a6p1 und in
Fibrin-Matrices aVB3 und a5p1 vor (Bayless et al., 2000). 1999 ist durch Feng
und Mitarbeiter nachgewiesen worden, dass auf 2-D-Kollagenschicht wachsende

EZ weit hohere oV mRNA Werte zeigen als die gleichen EZ innerhalb einer 3-D-
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Kollagenschicht. Dies unterstreicht erneut die Bedeutung der Assay-
Dimensionalitét (vgl. oben).

cRGD ist im BREC-SpA bei Stimulation mit bFGF und VEGF und
ECGF/H wirksam. Die antiangiogenen Effekte zeigten Dosis-Abhingigkeit und
wiesen damit die Spezifitit der Wirkungen aus. Maximale Hemmwirkung zeigte
sich ab Sug/ml cRGD. Auch die lineare RGD-Form (lin RGD) wirkte
antiangiogen, allerdings schwicher als cRGD. Lineares RGE-Peptid (lin RGE)
hingegen war nicht wirksam. Die antiangiogene Wirksamkeit von RGD-Peptiden
wurden in den letzten Jahren mehrfach demonstriert (Bayless et al., 2000;
Hammes et al.,, 1996; Meerovitch et al., 2003; Pfaff et al., 1994). cRGD-
Interaktionen sind mit den EZ-Integrinen aVB1, aVB3, aVBS, a2p1, a2B5 und
a5P1 beschrieben (Ubersicht bei Cardarelli et al., 1994). Nach VEGF-Stimulation
vorzugsweise exprimiertes aVP5 wird daher ebenso blockiert wie durch bFGF-
behandelte EZ mit aVB3-Integrinen. Da im vorgestellten Assay auch ECGF/H-
induzierte Angiogenese durch cRGD blockiert werden kann, ist auch hier die
Expression von Integrinen notwendig, die mit RGD-Peptiden interagieren. aV[33
und a5B1 sind hierbei die wahrscheinlichsten Kandidaten, da ihre Expression in
Fibrinsystemen zu dominieren scheint (Bayless et al, 2000).

Fibg-Bindung findet aber auch iiber die RGD-Sequenz seiner Aa-Kette an
das a5B1-Integrin der EZ statt, diese Bindung wird durch RGD-Peptide verhindert
(Suehiro et al., 2000). Zusitzlich konnen RGD-Peptide EZ-Apoptose durch
direkte Aktivierung des proapoptotischen Proteins Caspase 3 induzieren (Buckley,
1999). Auch die inhibitorische Wirkung von RGD-Peptiden auf retinale
Angiogenese wurde mehrfach beschrieben, so dass die hier vorgestellten
Ergebnisse mit bisherigen Erkenntnissen konform gehen ( Hammes et al., 1996;
Riecke et al., 2001). Die klinische Relevanz solcher Daten zeigt sich durch
Untersuchungen an menschlichen Augen. aVP3 als auch aVB5 werden bei der
proliferativen diabetischen Retinopathie exprimiert (Friedlinder et al., 1996).

Auch im Hinblick auf tumorassoziierte Angiogenese erweisen sich
Integrin-Inhibitoren als vielversprechende Strategie (Buerkle et al., 2002; Kerr et
al., 2002; Tucker, 2002). Dabei stellt die Selektivitéit des Therapiekonzeptes einen
entscheidenden Vorteil dar. Zum einen haben EZ ihren spezifischen Satz an

Integrinen, zum anderen sind angiogen aktive EZ durch bevorzugte Expression
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einiger dieser Subtypen ,markiert”. Integrin-Antagonismus wird in klinischen

Studien getestet (Gutheil et al., 2000).

4.13. TGF-p als Prototyp Kontext-abhéingiger Angiogenese-Effekte

Im Vergleich mit cRGD ist die hier ermittelte AI-Wirkung von TGF-1
etwas schwicher und uneinheitlicher. TGF-f1 und cRGD sind gut wirksame
Kontrollinihibitoren des BREC-SpA, der dadurch auch fiir das Screening nach Al
geeignet ist. Wihrend bFGF- und VEGF-induzierte Sp-Bildung durch TGF-f1
inhibiert werden konnte, blieb der erwartete Effekt bei Stimulation mit ECGF/H
aus. Die mangelnde Wirksamkeit von TGF-B1 lieBe sich theoretisch auf die Stirke
der angiogenen Antwort nach ECGF/H-Stimulation zuriickfithren, da beim
Vergleich mit bFGF und VEGF ECGF/H der stirkste aF im BREC-SpA ist:
Angiogenese wird nicht durch An- oder Abwesenheit einzelner Substanzen
bewirkt, sondern ist der Netto-Effekt aller pro- und antiangiogenen Stimuli
(Folkman, 1995). Entsprechend wurde in einem orientierenden Experiment
gepriift, ob nach Dosis-Reduktion von ECGF/H die inhibitorische Potenz von
TGF-B1 zu beobachten war. Dabei war ein Tendenz zur Angiogenese-Verstirkung
bei geringen ECGF/H-Konzentrationen  festzustellen, die allerdings nicht
signifikant war. Das Nichterreichen des Signifikanzniveaus ist jedoch am ehestens
der geringen Datenmenge (n = 2) zuzuschreiben. Die Frage nach einer
Angiogenese-Verstirkung durch TGF-81 stand nicht im Zentrum der
vorliegenden Arbeit, die Klidrung eines angiogenen Effekts durch TGF-B1 im
vorgestellten BREC-SpA bleibt somit Zusatzexperimenten vorbehalten.

Bei der Charakterisierung der BREC im Proliferationsversuch zeigte sich
TGF-B1 als potenter Inhibitor der EZ-Proliferation. Die Mitosehemmung durch
TGF-B1 scheint jedoch nicht der entscheidende Mechanismus der antiangiogenen
Potenz von TGF-B1 in anderen 3-D-SpA zu sein (Pepper et al., 1990), da
Inhibition der DNA-Synthese durch Mitomycin die Sp-Ausformung nicht
verhindern konnte (Montesano und Orci, 1985).

In 3-D Assays wurde eine mangelnde antiproliferative Wirkung von TGF-
B1 auf EZ wiederholt beobachtet (Madri et al., 1988). TGF-B1 fungiert als Ligand
fir TGFB Rezeptor-Typ I und Typ II (Piek et al., 1999). Die fiir TGF-f1

beschriebenen Wirkungen auf die EZ wie Wachstumshemmung (Baird und
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Durkin, 1986), Sekretion von Proteasen bzw. Protease-Inhibitoren (Pepper et al.,
1990) und Matrixmodulation (Madri, 1988) werden iiber die genannten
Rezeptoren vermittelt. Ausbleibende Proliferationshemmung von EZ durch TGF-
B1 in 3-D Angiogenese Assays wird auf die verminderte Expression der TGF-81-
Rezeptoren Typ 1II zuriickgefiihrt. Dieser Rezeptortyp soll die Inhibition des EZ-
Wachstums in 2-D Aassays vermitteln (Sankar et al., 1996). In der vorliegenden
Arbeit konnte TGF-f1 konnte zwar die Proliferation von ECGF/H-behandelten
BREC im 2-D-Assay hemmen, blieb aber ohne inhibitorisches Potenzial bei der
ECGF/H-bedingten Ausformung von Sp. Die genannte Divergenz der Effekte
lieBe sich durch unterschiedliche Rezeptorexpression mit relativem Mangel an
TGF-B1- Rezeptor Typ II Typ erkldaren. Entsprechend konnten die TGF-B1-
Wirkungen bei Stimulation von bFGF und VEGF im Vergleich mit der
Verwendung von ECGF/H auf veridnderte Rezeptorexpression zuriickzufithren zu
sein.

Experimente mit TGF-f1 haben die Entstehung des Konzepts der Kontext-
abhingigen Wirkung von Angiogenese-Regulatoren entscheidend mitgepragt.
Diese Vorstellung besagt, dass die Wirkung bzw. Wirksamkeit eines Al bzw. aF
von der Anwesenheit und Konzentration anderer Mediatoren, Adhisionsproteine
sowie dem Zustand der EZ selbst (Wachstums- gegeniiber Ruhephase) abhingig
ist (Pepper et al., 1993; Sutton et al., 1991). Angiogenese stellt also das Ergebnis
einer vielfach vernetzten Interaktion verschiedener Wachstumsfaktoren und-
inhibitoren, Proteasen und Matrixproteine mit der EZ dar. Die im BREC-SpA
vorhandene Inhibition bFGF- und VEGF-stimulierter Angiogenese durch TGF- 1
und dessen gleichzeitig moglich erscheinende Synergismus mit ECGF/H als Sp-
induzierender Faktor unterstiitzt diese Vorstellungen des Angiogenese-Kontextes.
Das komplexe Zusammenspiel verschiedener Co-Faktoren miteinander und der
variable Phianotyp von EZ (Sankar et al., 1996) fiihrt dazu, dass TGF- 1 sowohl
inhibierend (Miiller et al., 1987; Pepper et al., 1990) wie auch stimulierend auf in
vitro-Angiogenese wirkt (Madri et al. 1988). ECGF/H induziert bei BREC Sp
anderer Morphologie. Diese Beobachtung legt nahe, dass der EZ-Phinotyp auch
auf der molekularbiologischen Ebene unterschiedlich ist und eine andere
Ausstattung der EZ mit Rezeptoren, Proteasen und Integrinen zur Folge hat.

Es konnte gezeigt werden, dass TGF-1-Applikation sowohl die Synthese
von Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) mRNA wie auch gleichzeitig die
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von uPA mRNA in EZ erhthen kann (Pepper et al., 1990). Dabei war PAI-1-
Induktion von einem raschen Anstieg und einem Maximum nach 12 h
gekennzeichnet, wihrend fiir uPA mRNA ein spiterer, langsamerer Anstieg zu
verzeichnen war. Daraus ergab sich fiir die EZ eine sog. ,,proteolytische Balance®,
die initial eine Proteolyse-Hemmung und spiter eine Proteolyse-Verstirkung
bewirkte. Bei gleichzeitiger bFGF-Behandlung der Zellen zeigte sich ein
vergleichbarer Netto-Effekt (Pepper et al., 1990). Eine derartige zeitversetzte
Expression maximaler Konzentrationen von Anti-Proteasen und Proteasen allein
konnte die im BREC-SpA beobachteten Interaktionen zwischen ECGF/H und
TGF- B1 erklaren. ECGF/H ist stiarkster Sp-fordernder Faktor des SpA. Die
ECGF/H-induzierten Sp zeichnen sich teilweise durch eine besonders breite
Morphologie aus. Aufgrund der Breite der ECGF/H-Sp ist eine erhohte
proteolytische Aktivitit der BREC im Vergleich zu den VEGF/bFGF-Sp zu
fordern, da das teilweise seenartige ZusammenflieBen der Sp den Abbau der

Fibrinmatrix voraussetzt.

4.14. Endostatin und Angiostatin sind ohne Effekt

Fiir AS und ES existiert eine Vielzahl experimenteller Daten, die deren
antiangiogenes Potential untermauern. Dabei wurde die antiangiogene
Wirksamkeit von AS und ES sowohl in vitro als auch in vivo demonstriert
(Drixler et al., 2000; Morikawa et al., 2000; O’Reilly et al., 1994; O’Reilly et al.,
1997; Sacco et al, 2000; Wajih & Sane, 2003). Im hier vorgestellten BREC-SpA
wie auch bei Tests mit HUVEC lassen sich keine antiangiogenen Wirkungen von
AS und ES feststellen. Im Hinblick auf das Konzept kontextabhingiger
Substanzwirkungen miissen diese Ergebnisse differenziert betrachtet werden.

Fir kapillire EZ sind spezialisierte Isolationsmethoden beschrieben
worden, die u.a. die EZ-Wachstumsstimulation mit tumorzell-konditioniertem
Medium beinhalten (Folkman et al., 1979). Die Langzeitkultur der hiufig in der
Angiogenese-Forschung verwendeten kapilldren bovinen Nebennierenrinden-EZ
wird durch diese Methode moglich. Ein erheblicher Teil der publizierten in vitro
Experimente mit AS und ES wurde mit auf solche Weise isolierten EZ
durchgefiihrt (Cao et al., 1995; Cao et al., 1996; Claesson-Welsh et al.,1998;
Dong et al., 1997; Falcone et al., 1998; Gately et al.,1997; Lannutti et al., 97; Luo
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et al, 1998; O’Reilly et al., 1994; O’Reilly et al., 1996; O’Reilly et al., 1997 und
Sim et al., 1997). Die Verwendung von tumorzell-konditionierten EZ ist sinnvoll,
da derartige EZ einen Hauptangriffspunkt therapeutischer Bemiihungen darstellen.
Dennoch ist die Frage nach der Giiltigkeit der auf diese Weise erzielten
Ergebnisse fiir nicht-tumorzell-konditionierte EZ berechtigt. Tumorzell-
konditionierte EZ weisen eine andere proteolytische Potenz auf, sind mit anderen
Oberfldchen- und Adhisionsmolekiilen ausgestattet und reagieren im Vergleich
mit physiologischen EZ auf aF bzw. AI unterschiedlich (Bajou et al., 2002;
Kamada et al., 2000; Ran et al., 2002). Die antiangiogene Wirkung von AS und
ES auf tumorzell-konditionierte EZ konnte daher stirker und einheitlicher
auftreten als bei Experimenten mit physiologischen EZ.

Tatsidchlich sind die Resultate in Testsystemen mit derartigen EZ
uneinheitlich. So zeigte AS in einer Untersuchung einen inhibitorischen Effekt auf
HUVEC-Proliferation (Gately et al, 1996). In einer anderen Publikation hingegen
wird vom fehlenden Einfluss von AS auf das Wachstum von HUVEC berichtet
(Stathakis et al., 1997). Kiirzlich wurde berichtet, dass die antiproliferative
Wirkung von AS von der Art der EZ-Stimulation abhiingen kann. Dabei zeigte AS
keinen Einfluss auf HUVEC-Proliferation nach Stimulation der Zellen durch
VEGF und bFGF. Demgegentiiber lief} sich seine angioinhibitorische Potenz nach
Stimulation mit Hepatocyte Growth Factor (HGF) feststellen ( Wajih & Sane,
2003). In der hier vorliegenden Arbeit wurden die AS-Wirkung nach Stimulation
von bFGF, VEGF und ECGF/H getestet. In keiner der genannten Ansitze ergab
sich ein AS-Effekt.

Die Proliferation humaner EZ der Haut wurde durch AS allenfalls minimal
inhibiert ( Redlitz et al., 1999). Das Wachstum von HUVEC wird entweder gar
nicht (Stathakis et al., 1997) oder nur geringfiigig um 25% bis 35 % gehemmt
(Gately et al, 1996; Moser et al., 1999). Demgegeniiber inhibierte AS bei Maus-
EZ die Proliferation um 85% (Goretzki et al., 2000). Bei bovinen EZ konnte eine
100% Hemmung der Proliferation durch AS nachgewiesen werden (Lannutti et
al., 97; Lucas et al., 1998). In einem 3-D in vitro Angiogenese Assay wurde keine
antiangiogene Wirkung von AS auf humane Plazenta-Venen festgestellt ( Pil Jung
et al., 2003). In den hier prisentierten Experimenten wurde der AS-Effekt sowohl
auf humane EZ wie auch auf bovine EZ getestet, ohne dass sich eine Spezies-

bedingte Anderung der Resultate beobachten lieB.
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Es existieren Hinweise fiir Spezies-Abhingigkeit der ES-Wirkung. In
einem 3-D in vitro Angiogenese Modell lie3 sich durch humanes ES (hES) keine
inhibierende Wirkung auf die Sp-Ausbildung im Rat Aorta Ring Assay erzielen,
wihrend Maus-ES (M-ES) wirksam war. Wurden im selben Testmodell humane
EZ der Vena saphena zur Sp-Bildung stimuliert, zeigte demgegeniiber das hES
antiangiogene Potenz (Kruger et al., 2000). In dhnlicher Weise war durch hES
keine antiproliferative wie auch keine proapoptotische Wirkung bei verschiedenen
bovinen EZ festzustellen, wohingegen M-ES effektiv war. Bei
Kontrollexperimenten mit humanen EZ zeigte hES die erwartete proapoptotische
Kapazitit (Dhanabel et al., 1999a). Es wurde iiber fehlende antiproliferative
Wirkung von hES auf das Wachstum boviner EZ bei vorhandenem Effekt auf
humane EZ berichtet (Dhanabel et al., 1999b). In der hier vorgestellten Arbeit
wird die mangelnde Wirkung von hES auf die Proliferation von HUVEC
demonstriert, nachdem hES in Experimenten mit BREC ineffektiv war. Somit
deutet primdr nichts auf mangelnde ES-Wirksamkeit aufgrund von
Speziesunterschieden hin. Es wurden jedoch ausschlieBlich antiproliferative
Effekte von hES auf HUVEC getestet.

In einigen Untersuchungen entfaltete ES nur antimigratorische, jedoch
keine antiproliferativen Effekte (Yamaguchi et al., 1999). Bereits das erste
isolierte hES zeigte sich in Proliferationsexperimenten mit bovinen und humanen
EZ unwirksam (Stdndker et al., 1997). Es wurde berichtet, dass eine ldngere hES-
Variante antiangiogene Effekte aufweist, wofiir die im Vergleich zum Erst-hES-
Molekiil lingere Aminosduresequenz verantwortlich gemacht wurde (Taddei et
al., 1999). Daher wurden hier verschiedene ES-Varianten untersucht. Keine der
hier verwendeten ES-Pridparationen war effektiv. ES entfaltet seine
antiangiogenen Wirkungen in Abhingigkeit vom Serumanteil der EZ-Kultur
(Shichiri und Hirata, 2001). In einer weiteren Untersuchung konnte ES VEGF-
stimulierte EZ im Gegensatz zu bFGF-behandelten Zellen nicht inhibieren (Sasaki
et al., 2000). Unterschiedliche Serum-Anteile wie auch die Art der Zellstimulation
dnderten nichts an der mangelnden antiangiogenen Wirkung von ES im BREC-
MS-SpA. Mangelnde hES-Wirkung wurde auf die makrovaskuldre Abstammung
von EZ zuriickgefiihrt (Taddei et al., 1999). Der fehlende Effekt von hES in dieser
Arbeit betrifft sowohl mikrovaskuldre EZ (BREC) wie auch makrovaskuliare EZ

(HUVEC). Fiir M-ES ist eine proangiogene Wirkung auf murine EZ beschrieben.
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In der betreffenden Untersuchung erhthte M-ES in Kombination mit bFGF die
Uberlebensrate von EZ und damit die Ausformung von Sp im Vergleich zur
alleinigen Anwesenheit von bFGF (Dixelius et al., 2000).

Trotz der aufgefiihrten Beispiele mangelnder bzw. unterschiedlicher ES-
und AS-Wirkungen bleibt deren antiangiogenes Potenzial in Anbetracht der
Menge gegenteiliger Daten unbestritten. Bei Bewertung der antiangiogenen
Effekte der Substanzen sollte jedoch der jeweilige Kontext mit einbezogen
werden: Stimulationsbedingungen, die Art der EZ, die eingesetzten AS- bzw. ES-
Formen, der prinzipielle Versuchsaufbau sind relevante Variablen.

Je genauer der Wirkmechanismus von AS definiert ist, desto besser sollte
es gelingen, dass Ausbleiben bzw. Auftreten seines antiangiogenen Einflusses zu
erkldren. AS interagiert mit den Integrinen aVP3, a9B1, a4p1 boviner aortaler EZ,
dabei fungiert vor allem aVP3 als Bindungsstelle (Tarui et al., 2001). ATP
Synthase weist Rezeptoreigenschaften fiir AS auf und kann durch AS inhibiert
werden (Moser et al., 2001). Annexin II ist ebenfalls als AS-Rezeptor beschrieben
(Tuszynski et al., 2002). AS hemmt Plasmin-induzierte EZ-Migration (Tarui et
al., 2002). Intrazelluldre pH-Werterniedrigung durch AS wurde als antiangiogener
Mechanismus beschrieben (Wahl et al., 2002). AS wirkt vasokonstriktorisch
(Koshida et al., 2003). AS wirkt Apoptose-fordernd (Lucas et al., 1998). AS-
behandelte EZ weisen signifikant erhohtes E-Selectin-Vorkommen auf (Luo et al.,
1998). AS verhindert die Signaltransduktion des ,Hepatocyte Growth Factor’
(HGF). AS zeigt partielle Sequenzhomologie zu HGF und bindet an den HGF-
Rezeptor c-met ( Wajih & Sane, 2003). Seit der AS-Entdeckung ist somit eine
Vielzahl an Mechanismen und Interaktionen des Molekiils beschrieben. Die
mangelnde Wirkung der hier bei BREC (und HUVEC) eingesetzten AS-Formen
ist ungekliart. AS wurde in anderen Modellen retinaler Angiogenese eingesetzt
und zeigte antiangiogene Potenz (Igirashi et al., 2003; Meneses et al., 2001).

Ahnlich wie fiir AS wurden fiir das erst seit etwa sieben Jahren bekannte
ES verschiedene potentielle Wirkmechanismen beschrieben. Interaktionen mit
Glypikanen, a5- und aV- Integrinen und mit der Matrix Metalloprotease 2 sind
beschrieben (Karumanchi et al., 2001; Kim et al., 2000; Rehn et al., 2001). An das
Zellmembranankerprotein Caveolin-1 scheint ES ebenfalls zu binden (Wickstrom
et al., 2002). Sowohl fiir die Wirkung von AS wie auch fiir ES scheinen Ca**-

Signale von Bedeutung zu sein (Lianwei et al., 2001). ES induziert Apoptose
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(Dhanabel et al., 1999a). ES kann die VEGF-Wirkung inhibieren, indem ES die
Phosphorylisierung von KDR/FIk-1, einem der VEGF-Rezeptoren, sowie die
Aktivierung verschiedener abhingiger Kinasen blockiert (Kim et al., 2002). Auch
hier deutet die Vielzahl der diskutierten Mechanismen den weiterhin vorhandenen
Kldrungsbedarf an. Die definitive Kldrung der ES-Wirkmechanismen konnte die
Interpretation der vorliegenden Ergebnisse im BREC-SpA erleichtern. Es bleibt
festzuhalten, dass der angioinhibitorische Effekt von AS und ES nicht in jedem
Kontext auftritt und somit EZ zu existieren scheinen, die unempfindlich

gegeniiber den Wirkungen der Substanzen sind.
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5.1. Zusammenfassung

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

. In der vorliegenden Arbeit gelingt die Etablierung eines Mikroshdren-gestiitzten
»Sprouting” Assays (SpA) durch Verwendung boviner retinaler Endothelzellen
(BREC). Dieser SpA wird als gut definierter und in der Durchfiihrung einfacher
Angiogenese-Assay  vorgestellt, der viele Teilschritte physiologischer
Angiogenese erfasst.

. Zunehmend wird die Bedeutung der Dimensionalitit von Angiogenese-Assays
erkannt. Als primér 3-D in vitro Modell kommt der BREC-SpA physiologisch 3-
D ablaufender Angiogenese sehr nahe. Dabei kann der BREC-SpA insbesondere
auch als Modell fiir retinale Neovaskularisationen dienen.

. bFGF und VEGF sind verantwortlich fiir die Angiogenese-Induktion im BREC-
SpA. TNF-a bleibt im gezeigten Angiogenese-Kontext ohne Wirkung.

. Erhohung der Fibrinogen-Konzentration innerhalb physiologischer Werte hat
einen antiangiogenen Effekt im BREC-SpA.

. Thrombin wirkt in héheren Konzentration angiogen bei Zugabe ins Medium. Der
Effekt von ,Medium-Thrombin* ist wohl matrixunabhingig und vermutlich
direkten Wirkungen auf die Endothelzelle zuzuschreiben.

. Aprotinin ist im BREC-SpA ohne angioregulatorische Wirkung und daher
redundant.

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

Die komplette Applikation von Testsubstanzen ins Versuchsmedium fiihrt zur
methodischen  Vereinfachung des BREC-SpA und vermindert das Risiko
unspezifischer  Effekte durch (z.B.) pH-bedingte Verinderungen der

Matrixstruktur.

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

bewirkt teilweise nicht quantifizierbare Sp und sollte daher nicht als

Standardsubstanz im BREC-SpA verwendet werden.
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Die Produktion von Angiostatin (AS) durch uPA-Proteolyse von Plasminogen
(Plg) und Reduktion von Plasmin durch Sulthydrylgruppen-Donatoren (SHD) ist
reproduzierbar.

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

cRGD und TGF-B1 sind potente Angiogenese-Inhibitoren (AI) im BREC-SpA
und konnen als Kontrollsubstanzen zum Screening nach neuen Al fungieren.
TGF-B1 zeigt seine Al-Potenz abhongig vom aF und dient als Beispiel for die
Kontext-Abhéngigkeit von Angiogenese.

AS und Endostatin sind im BREC-SpA und in Proliferationsassays mit BREC
und humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) ohne antiangiogene
Wirkung. Die Ursache der in diesem Kontext fehlenden Wirksamkeit ist unklar.

Das in dieser Arbeit vorgestellte Angiogenese-Modell und die dargestellten
Substanzwirkungen leisten einen Beitrag zur Erforschung der angiogenen
Mechanismen und Faktoren. Die komplexen Interaktionen im ,,Angiogenese-
Kontext* miissen weiter intensiv untersucht werden, dafiir bietet der BREC-SpA

ausgezeichnete Voraussetzungen.

5.2. Summary

The course of many diseases (for example ischaemic heart disease, diabetes
mellitus, tumors and rheumatoid arthritis) are affected critically by Angiogenesis.
Valid models of Angiogenesis are a prerequisite for research on angiogenic
mechanisms and  for the development of angiogenic and antiangiogenic
substances.

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

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

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

Thrombin promotes Angiogenesis in higher concentrations when added to the
cell medium. The angiogenic effect of Thrombin in the medium seems to be
independent of the matrix and probably is due to direct effects on the endothelial
cells.

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

The pH is important in regulation of Angiogenesis.

The complete application of test substances into the assay medium results in a
methodic simplification.Also, it decreases the risk of unspecific effects caused by
modifications of matrix structure, for example due to pH effects.

ECGF/H is a potent angiogenic factor in the BREC-SpA. Since ECGF/H
partially leads to the development of sprouts that can not be quantified it should
not be used as a routine substance in the BREC-SpA.

Production of Angiostatin by proteolysis of Plasminogen by uPa and reduction of

Plasmin by Sulthydrylgroup donators (SHD) is a reproducible method.

Compared to proteolysis of Plasminogen by Elastase the method using uPA and

SHD generates an Angiostatin form that can be distinguished by electrophoresis

as well as by N-terminal sequencing.

cRGD and TGF-B1 act as potent Angiogenesis inhibitors in the BREC-SpA.

Therefore these substances can be used as a control when screening for new

Angiogenesis inhibitors.

The antiangiogenic potential of TGF-1 depends on the applied angiogenic

factor and therefore serves as an example for contextual dependency of

Angiogenesis.

Angiostatin and Endostatin do neither show any antiangiogenic effect in the

BREC-SpA nor in proliferation assays with BREC and HUVEC. The cause of

their lacking potential in this context is not known.

The Angiogenesis model presented in this work as well as the demonstrated

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

need to be investigated more thoroughly.
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6. Anhang

6.1. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. (Abbildung)

aF (angiogene Faktoren)

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

Ak (Antikorper)

Aminosduren-Abkiirzungen:

Aminosdure  Dreibuchstabencode Buchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsiure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile 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 A%
Asparaginsiure Asx B
oder Asparagin
Glutaminséure Glx Z
oder Glutamin
Unbekannte Xaa X
Aminosdure

Al (Angiogenese-Inhibitoren)
AS (Angiostatin)

alB1 (Alphalbetal-Integrin)
a3B1 (Alpha3betal-Integrin)



a5B1 (AlphaSbetal-Integrin)

a9B1 (Alpha9betal-Integrin)

a6p1 (Alpha6-betal-Integrin)

a4p1 (Alphadbetal-Integrin)

a2fB1 (Alpha2betal-Integrin)

aVP1 (alphaV-betal-Integrin)

a VB3 (AlphaVbeta3-Integrin)

aVP5 (AlphaVbeta5-Integrin)

a2fB1 (Alpha2betal-Integrin)

a2B5 (Alpha2betaS-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”; Endothelzellwachstumsmedium)
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 1und 4 (FMS-dhnliche Tyrosin Kinase 1 und 4)
flk-1 (Fetal liver kinase)

GSH (Glutathion)

hES (humanes Endostatin)

HCI (Salzsidure)

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 (Microsphéren)

MS-SpA (Microsphiren-gestiitzter 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)

Plm (Plasmin)

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

PDR (Proliferative diabetische Retinopathie)

Pro-Io (Propidium-Iodid)

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

RT (Raumtemperatur)

sc-uPA (single chain urokinase Plasminogen Aktivator)

SHD (Sulthydrylgruppen-Donator)

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Sp (,,Sprouts®, Gefid3sprossen)

SpA (Sprouting Assay)

SPARC (Secreted Protein Acidic Rich Cysteine)

TBS (Tris-Salz-Puffer)

TGF- a (Transforming Growth Faxctor-alpha)

TGF-B1 (Transforming growth factor-beta 1)

TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteases)

TNF-a (Tumor Nekrose Faktor-alpha)

uPA (Urokinase Plasminogen Aktivator)

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

VEGF (Vascular endothelial growth factor)

vWF (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. 2322577, 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.nr. 42430-025, Gibco
Elastase: Best.nr. 1027891, Boehringer Mannheim
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rh Endostatin (versch. Formen): Ludger Stindker, Niedersédchsisches Institut
fiir Peptidforschung, D-30625 Hannover

Endothel Cell Growth Supplement / Heparin: Best.nr. 30120, Promo Cell

Endothel Cell Growth Medium : Best.nr. C-22010, Promo Cell
Wachstumsfaktoren des ECGM ( 0,1 ng/ml rh Epidermal growth factor,
1,0 ng/ml bFGF, 1,0 pg/ml Hydrocortisone, 50pug/ml Gentamicin, 50
ng/ml Amphotericin B) : Best.nr. C-39210, Promo Cell

Eppendorf Reaktionsgefiie: Best.nr. 0030 121.023, Eppendorf GmbH

Epsilon-Aminocapronséure: 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-4251, Sigma

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

Hirudin: Best.nr. H-7380, Sigma

Kammer-Glasplatten: Best.nr. 177445, Nunc

Kristallviolett-Losung: 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

Microsphéren (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-Losung: Best.nr. 15140-114, Gibco.

Petrischalen, 96 mm Durchmesser: Best.nr. 633171, Greiner

Phenylmethylsulfonylfluorid: Best.nr. P 7626, Sigma

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

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

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

TGF B1: 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.nr. P 1379, Sigma
rh VEGF 165: Best.nr. 293-VE-010, R & D Systems

Vitronectin: eigene Préparation , Arbeitsgruppe Prof. Preissner, 1997
12-well-Zellkulturplatten: Best.nr. 3513, Corning Costar
24-well-Tellkuturplatten: Best.nr. 3524, Corning Costar
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 P): Best.nr. IPVH00010,
Millipore

Prestained Protein Marker "High”: Best.nr. 161-0309, Bio-Rad

Prestained Protein Marker "Low”: Best.nr. 161-0305, Bio-Rad

Sodium Dodecyl Sulfate: Best.nr. 28365, Pierce

Temed (=N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin): Best.nr. 161-0800, Bio-Rad

Tween 20 (= Polyoxyethlen-Sorbitan-Monolaurate): Best.nr. P 1379, Sigma

Zellen:
BREC: Sigrid Zink, Diabetes- Forschunginstitut, Diisseldorf
HUVEC: Eigene Préparation, Arbeitsgruppe Prof. Preissner, 1997-1999
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Aktin-AK (Kaninchen Anti-synthetisches Actin-Fragment): Best.nr. A-2066,

Sigma

Glatter Muskel-Aktin-Ak (Kaninchen -Anti-synthetisches Glatter Muskel Aktin-

Fragment, polyklonal): Best.nr. 2066A, Sigma

Kaninchen Antikorper (Schwein Anti-Kaninchen, FITC-konjugiert):
Best.nr. F 205-02, Dako
Streptavidin-Ak (Peroxidase-konjugiert): Best.nr. P 0397, Dako

von Willebrand Faktor—Ak (Kaninchen Anti-Human, polyklonal): Best.nr. A 082,

Adressen der genannten Firmen:

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

Beckman: 80807 Miinchen

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 iiber Perbio Science, 53113 Bonn
Promo Cell : D-69120 Heidelberg

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

Roth: D-76185 Karlsruhe

Dako
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