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1. Einleitung

Der Ersatz geschidigter oder verlorengegangener Korperteile hat in der heutigen Zeit zur
Entwicklung einer Vielzahl hochentwickelter Implantate und kiinstlicher Organe gefiihrt. So
werden im Bereich des Schidels- und des Stiitzapparates Implantate aus Titan, rostfreiem Stahl,
Kobalt-Chrom-Legierungen, Keramik oder Polymeren wie Polytetrafluorethylen (PTFE)
eingesetzt. Diese werden mit biologischen Materialien wie z.B. Hydroxylapatit (Bestandteil des
Knochens) iiberzogen, um eine bessere Verankerung und Einheilung im Empfingerorganismus
zu gewibhrleisten. Bei einem Teil der Implantate besteht jedoch die Gefahr der Korrosion, was
vor allem bei Nickel und Kobalt zu nicht vorhersehbaren pathophysiologischen
Wechselwirkungen im Organismus fithren kann [1]. Im Bereich der , kiinstlichen Organe‘ wurde
eine Vielzahl extrakorporaler Gerite entwickelt, an welche der Patient jedoch im Bett liegend
angeschlossen werden muss. Selbst das von der Firma Cardio West entwickelte, implantierbare
Herz ist ein pneumatisches System mit einer externen Konsole, das den Patienten lebenslang an
das Krankenhaus bindet [2,3]. Diese Probleme lassen den Wunsch nach einem biologischen
Gewebe- und Organersatz verstdndlich werden. So kénnen heute schon Defekte mit Hilfe von
neu geziichteten Geweben aus Leber-, Haut-, Knochen-, Knorpel-, Herz- oder gar Nervenzellen

ersetzt werden [4, 5, 6, 7, 8, 9].

Die technische Herangehensweise bei der Gewebeziichtung ist dabei fiir die verschiedenen
Gewebe prinzipiell gleich. So werden durch das gezielte Einbringen von Wachstumsfaktoren,
Vitaminen und Hormonen in eine Zellkultur aus organspezifischen primédren Zellen,
Vorlduferzellen, multipotenten Stammzellen aus adulten Geweben, oder embryonalen
Stammzellen, diese zur Vermehrung und Ausdifferenzierung in die gewiinschten Gewebstypen

induziert [10].

Ein entscheidender Schritt bei der Herstellung von Gewebe- oder Organteilen ist die Ausbildung
von dreidimensionalen Strukturen. Breite Anwendung finden dabei z.B. Hydrogele, welche
neben stark wasseraufnahmefédhigen (synthetischen) Polymeren wie Polyethylenglykol [11] oder
Polysacchariden wie Alginat [12] auch aus Proteinen der extrazelluliren Matrix (ECM), wie
Collagen, Laminin, Fibronectin, oder Bestandteilen des Blutes wie Fibrin bestehen [13].
Dreidimensionale Stiitzgeriiste, sogenannte ,,Scaffolds* (z.B. Schwamme) mit ihren definierten
PorengroBBen, dienen sowohl der mechanischen Stabilitdt, als auch dem vorhersagbaren
Einwachsen von Zellen in diese Strukturen. Sie zeichnen sich dariiber hinaus durch einen

langsameren Abbau als Hydrogele aus. Als ,,Kern*“ der Scaffolds dienen hdufig biologisch
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abbaubare Polymere wie Poly-L-Milchsdure (PLLA) oder Poly-Milch-Glykolsdure (PLGA), aber
auch Proteine der extrazelluliren Matrix [14,15]. Durch das Einbringen von
Glykosaminoglykanen oder GAG-Analoga in Hydrogele oder Scaffolds, dhneln diese stark der
natiirlichen extrazelluldren Matrix und erlauben das Einbinden von Wachstumsfaktoren.
Glykosaminoglykane wie Heparin und Polysaccharide wie Chitosan [16,17] finden hierbei breite
Anwendung. Aber auch Chondroitin-Sulfat oder Hyaluronsdure finden eine immer groflere
Beachtung als Bestandteil dreidimensionaler Strukturen [18]. Dariiber hinaus wurde gezeigt,
dass die definierte Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus diesen Systemen zu einem zeitlich
und rdaumlich gesteuertem Wachstum und Ausdifferenzierung der eingebrachten Zellen fiihrte.

[19,20].

Eine Einbindung von GAG-analogen Verbindungen mit, fiir unterschiedliche
Wachstumsfaktoren spezifischen Derivatisierungsmustern, die zu einer optimalen Funktion der

Wachstumsfaktoren fithren, fand jedoch bisher noch keine Anwendung.

1.1.  Rolle von Glykanen im Organismus

Die Ubertragung zellulirer Signale erfolgt durch eine Vielzahl von Hormonen und Proteinen,
wie z.B. Cytokinen und Wachstumsfaktoren, sowie den entsprechenden Rezeptoren und
intrazelluldren Signaliibertragungsproteinen. Bei der Feinregulation der Signalvermittlung spielt
jedoch eine weitere Klasse von Molekiilen eine entscheidende Rolle, die Glykane. Das sind
Kohlenhydratketten, die an Proteine oder Lipide gebunden vielfiltige Funktionen im Organismus
tibernehmen [21]. Durch die groBe strukturelle Komplexitdt und den Umstand, dass ihre Struktur
nicht aus der DNA vorhergesagt und von vielen anderen Faktoren beeinflusst werden kann,
tragen sie zur enormen biologischen Komplexitit der Regulation biologischer Systeme bei.
Glykane sind in diversen Formen auf jeder Zelle oder als eigenstindige Strukturen in der
extrazellularen Matrix zu finden und vermitteln so verschiedene Prozesse wie Zell-Molekiil-,

Zell-Matrix- oder Zell-Zell Interaktionen [22].

1.1.1. Struktur und biologische Funktionen

Glykane sind aus Monosacchariden aufgebaut und haben die Formel C4(H,0),, wobei n
zwischen 3 und 9 liegen kann. Biologisch relevante Glykane bestehen aus Pentosen (n=5) oder
Hexosen (n=6). Alle Monosaccharide besitzen dabei asymetrische C-Atome, deren Anzahl

gleich der Anzahl der CHOH-Gruppen ist. Diese bewirken die Ausbildung von Stereoisomeren,
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deren Anzahl durch 2" beschrieben ist (k: Anzahl der asymetrischen C-Atome steht. Fiir eine
Hexose resultieren somit 16 mogliche isomere Formen [21]. Die Bildung von Polysacchariden
aus Monosacchariden wird iiber die Ausbildung von glykosidischen Bindungen realisiert. Dabei
regiert das anomere C-Atoms eines Monosaccharides (bei Glukose C-1) mit einer Hydroxyl-
Gruppe des benachbarten Monosaccharides, wobei ein Acetal entsteht. Die Konfiguration dieser
Bindung ist stabil und kann in zwei Formen (a und B) vorliegen. Jedoch besitzen diese
glykosidischen Bindungen einen hohen Grad an Flexibilitit, da die Torsionswinkel ¥, ¢ und ®

variabel sind. Eine Spaltung der glykosidischen Bindung ist in verdiinnten Sduren moglich [21].

Die Vielfiltigkeit der Glykane resultiert nicht nur aus der Zusammensetzung verschiedener
Monomere und deren Stereoisomere sowie der Art der glykosidischen Bindung, sondern auch
aus der Art, dem Grad und der Anordnung der Substituenten. In einer Hexose sind nach der
Ausbildung der glykosidischen Bindung noch drei Hydroxylgruppen fiir funktionelle Gruppen
frei. In natiirlichen Glykanen sind sehr hdufig Phosphat-, Carboxyl- und Sulfat-Gruppen zu
finden. Diese Substituenten werden neben anderen Substitutenten wie Methyl- oder
Carboxymethyl-Gruppen, hiufig in unsubstituierte Polysaccharide wie Dextran oder Cellulose
eingefiigt. Viele natiirliche Polysaccharide tragen auch N-Acetamino-Gruppen wie Glucose-N-

Acetamid oder in seltenen Fillen auch nur Amino-Gruppen, wie z.B. Chitosan [21].

Glykane liegen fast ausschlieBlich an Proteine gebunden vor und weisen eine grofle Diversitit
auf. So bestehen Mucine, welche Hauptbestandteile der Schleimhautabsonderungen sind, aus N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc), das an Hydroxyl-Gruppen von Serin oder Threonin gekoppelt ist.
Sie liegen hochmolekular und gelbildend oder niedermolekular und monomer vor [21].
Glykosphingolipide dagegen sind ubiquitédr verbreitete Bestandteile der Zellmembran (Bakterien
bis Mensch) und sind aus verschiedenen, an Lipide gebunden Zuckern aufgebaut.
Glykosphingolipide bilden Cluster in der Zellmembran. Untersuchungen weisen darauf hin, dass

sie an der Weiterleitung von extrazelluldren Signalen beteiligt sind [21].

Bei Glykosylphosphatidylinositol-Ankern bilden Oligosaccharide einen in der Zellmembran
verankerten, frei beweglichen ,,Arm* an den Proteine oder Peptide gebunden sind. Als typische
Vertreter sind hydrolytische Enzyme, Adhidsionsmolekiile, regulierende Enzyme des
Komplementsystems, Rezeptoren oder auch Hiillproteine von Protozoen zu nennen. [21].
Sialinsduren sind ein Oberbegriff fiir N-und O-Derivate der Neuraminsdure. N-
Acetylneuraminsédure z.B. ist Bestandteil von Aminozuckern, welche bei Zell-Zell Interaktionen

eine  wichtige Rolle spielen, aber auch Proteine vor proteolytischem Abbau
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schiitzen. In Form von Glykoproteinen und Glykolipiden kommen sie auch in Driisensekreten

oder der Zellmembran vor [21].

1.1.2. Funktion von Glykosaminoglykanen

Die Gruppe der Glykosaminoglykane (GAG) umschlieBt eine Vielzahl von an Proteinen
gekoppelten Glykanen, die in der extrazelluldren Matrix sowie auf jeder Zelloberfliche zu finden
sind. Neben Aminogruppen tragen vor allem anionische Substituenten wie Sulfat- oder
Carboxylgruppen, welche sich sowohl hinsichtlich der Anordnung als auch dem Grad der
Substitution unterscheiden, zur groen Heterogenitidt des Zucker-Anteils bei. Chondroitinsulfat
ist z.B. aus p-(1—4)-glykosidisch verkniipften, sulfatierten D-Glukuronyl-B-(1—3)-N-
Acetylgalaktosamin-Disacchariden aufgebaut. Keratansulfat dagegen besteht aus sulfatierten -
(1—3)-glykosidisch  verkniipften = D-Galaktose-B-(1—4)-N-Acetylglukosamin-Disacchariden
(Abb. 1) [23].

6 6

o0 sy CH20804

O— Bl1-3)

OH NHCOCH, /" H OH H NHCOCH,
p-Glucuron- N-Acetyl- p-Galactose N-Acetyl-
saure p-galactosamin p-glucosamin
Chondroitin-6-sulfat Keratansulfat
(n=20-60) (n=25)

Abb. 1: Strukturformel von Chondroitin-6-Sulfat und Keratansulfat.
aus Darnell et al. Molekulare Zellbiologie. De Gruyter: New York, 1994 [23]

Chondroitinsulfat und Keratansulfat tragen als typische Glykane des Knorpels zu einem grof3en
Teil zu dessen Elastizitidt bei. Zahlreiche Chondroitin- und Keratansulfat-Ketten sind dabei
kovalent an Core-Proteine gekoppelt, welche wiederum nicht-kovalent an Hyaluronséure-
Molekiile gebunden sind. Diese Strukturen bilden insgesamt eines elastischen Netzwerkes aus
Proteinen und Zuckern (Abb. 2). Der bekannteste Vertreter dieser sogenannten interstitiellen
Proteoglykane ist Aggrecan. Das Molekulargewicht eines Aggrecan-Monomers, (Core-Protein
mit daran gebundenen Glykosaminoglykanen) betriigt dabei durchschnittlich 2 x 10° Dalton [23].

Chondroitinsulfat besitzt dariiber hinaus aber nicht nur ,,mechanische® Funktionen, sondern
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spielt auch eine Rolle bei der Weiterleitung von Signalen durch regulatorische Proteine.
Gebunden an die Glykan, Dekorin und Biglykan wurde es auf Osteoblasten gefunden. Dort
beeinflusst es, abhdngig von seiner Dichte auf der Zellmembran, die Hydroxylapatit-Bildung. In
vitro wurde dariiber hinaus gezeigt, dass libersulfatiertes Chondroitinsulfat sowohl mit als auch
ohne Anwesenheit von BMP-4 zu verstirkter Proliferation und osteogener Differenzierung von
MC3T3 E1 Zellen fiihrte [24]. Fiir das im Knorpel vorkommende, und Chondroitinsulfat
tragende Perlecan sind Einflisse in der Embryonalentwicklung und Chondrogenese

nachgewiesen worden [23].

50-300 nm

| Dekasaccharide der |

Hyaluronséure & ' E Core—_
\ sl | [l Protein

a |
/ ‘ll Keratan- \Chondroitim

Hyaluron- Linker-  sulfat sulfat
saure Protein

Abb. 2: Strukturdetails eines Proteoglykan-Monomers aus dem Knorpel.
aus Darnell et al. Molekulare Zellbiologie. De Gruyter: New York, 1994 [23]

Die Glykosaminoglykane mit der groften strukturellen Diversitit und den vielféltigsten
biologischen Funktionen sind aber Heparine und Heparan-Sulfate (HS). Heparin ist aufgrund
seiner groen Anzahl an Sulfat- und Carboxylgruppen das Glykosaminoglykan mit der héchsten
Dichte an negativen Ladungen. Es besteht aus Disaccharid-Untereinheiten, bei denen entweder
D-Glukuronsdure (zu 10%) B-(1—4)-glykosidisch, oder L-Iduronsdure (zu 90%) a-(1—4)-
glykosidisch mit einem N-Acetyl-D-Glukosamin verkniipft ist. Die Bindung zwischen den
verschiedenen Disacchariden ist a-(1—4)-glykosidisch. Die typische Grundstruktur ist dabei das
trisulfatierte Disaccharid (Abb. 3) [25]. Dabei konnen die Sulfatgruppen an der 2-O-Position der
Iduron- bzw. Glukuronsidure, sowie an 3-O- und 6-O-Position des Glukosamins positioniert sein.

Die Aminogruppe des Glukosaminrests kann dagegen durch eine Acetyl- oder Sulfatgruppe
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Abb. 3: Strukturformel von Heparan-Sulfat und Heparin. [aus Molecular cell biology;
aus Darnell et al. Molekulare Zellbiologie. De Gruyter: New York, 1994 [23]

substituiert oder frei sein. Die durchschnittliche Molmasse eines Heparin-Molekiils betragt ca. 15

kDa [23,25].

Im Gegensatz dazu hat Heparan-Sulfat eine durchschnittlich groBere Molmasse (ca. 30 kDa),
und trdgt prinzipiell weniger Sulfatgruppen. Heparan-Sulfat-Ketten enthalten Domidnen mit
ausgedehnten Sequenzen niedriger oder aber hoher Sulfatierung. Oft ist nur eine Sulfatgruppe
pro Disaccharid zu finden. Aber auch Heparin weist Inhomogenititen im Sulfatierungsgrad auf,
welche aber wesentlich geringer als bei Heparan-Sulfat ausgepridgt sind [25]. Neben der
unterschiedlichen Dichte der Substituenten ist die molekulare Variabilitdt und Flexibilitdt bei
beiden Glykosaminoglykanen auch auf Konformationsinderungen von Monosaccharid-Einheiten
zuriickzufiihren. Eine Umwandlung des L-Iduronsidure-Restes von der 4C1— in die 1C4—
Sesselformen oder in die Sy (schiefes Boot) ist dabei moglich [26]. Da die Energiebarriere zur
Umwandlung der Sesselform in die Bootsform relativ gering ist, kann es bei der Bindung an
Proteine aufgrund der Bevorzugung energetisch giinstiger elektrostatischer Wechselwirkungen
zur konformativen Umwandlung in eine der beiden Formen kommen. Die D-Glukosamin und D-

Glukuronsiurereste nehmen dagegen meist die bevorzugte *C;-Konfiguration ein [27].

Die Synthese von Heparin findet hauptsidchlich in Mastzellen und basophilen Granulozyten statt.
Heparin iibernimmt dabei eine Vielzahl von Funktionen in der Regulierung zelluldrer Prozesse.
So bindet es z.B. Histamin und Serglycin in den sekretorischen Vesikeln (Abb. 4a) und ist an der
Verteilung und Aktivitdt ausgeschiitteter Proteasen beteiligt [28]. Exozytierte Heparin-
Proteoglykane inhibieren dagegen die Thrombozyten-Collagen Interaktion und die Bindung des

Von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten [29]. Des Weiteren binden Heparine an LDL-Partikel
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Abb. 4: Funktionen von Heparin und Heparan-Sulfat Proteoglykanen in der Zellphysiologie
nach Bishop et al. [22].

und bewirken eine endozytotische Aufnahme und den Abbau dieser in Makrophagen (Abb.4 b,c)
[30]. Die wohl bekannteste Eigenschaft von Heparin ist die Bindung an Antithrombin III,
weshalb es in breiter Anwendung zur Hemmung der Blutgerinnung genutzt wird [28]. Heparan-
Sulfat-Proteoglykane (HSPG) sind dagegen auf der Oberfliche vieler Zellen und in der
extrazelluldiren Matrix lokalisiert. Die bekanntesten Vertreter Zellmembran-lokalisierter HSPG
sind Syndecan, Glypican. Als weiterer bekannter Vertreter ist das Zelloberfldchenprotein CD44
zu nennen [31]. Die Mitglieder der Syndecan-Familie besitzen sowohl eine Membran-
umspannende als auch cytoplasmatische Domine. So tragen Syndecan-1 und -3 Chondroitin-
Sulfat-Ketten proximal zur Membran, jedoch Heparan-Sulfat-Ketten am distalen Teil. Die
Syndecan-2 und -4 tragen ausschlieBlich Heparan-Sulfate. Syndecane iibertragen iiber die
cytoplasmatische Domine Signale von der extrazelluliren Umgebung in das Innere der Zelle.
Die Bindung eines Liganden an die HS-Ketten fiihrt zur Oligomerisierung der Syndekane,

welche die Aktivierung von Kinasen im Cytoplasma bewirken [21]. Vielfiltige Funktionen der
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HSPG sind auch mit der Regulierung der Funktion von Chemokinen und Wachstumsfaktoren
sowie der Interaktion zwischen Zelloberfliche, ECM und Zytoskelett verbunden. So
transportieren HSPG Chemokine aus der Zelle (Abb. 4d) und prisentieren sie auf der
Zelloberflache (Abb. 4e). Als Co-Rezeptoren tragen sie zur Bindung von Wachstumsfaktoren
den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen auf der gleichen (Abb. 4f) oder einer benachbarten Zelle bei und
fiihren so zur Zell-Zell-Adhésion (Abb. 4g) [32]. Dabei konnen die Heparan-Sufat-Ketten, wie
fiir den Wachstumsfaktor FGF-2 beschrieben, direkt in die Formierung des Rezeptor-Ligand-
Komplexes eingebunden sein [33]. HSPG konnen Wachstumsfaktoren dariiber hinaus auBerhalb
der Zelle speichern und damit als ,,Reservoir® dienen. Die Freisetzung der gebundenen
Wachstumsfaktoren erfolgt durch eine Verinderung des Sulfatierungsgrades durch lokal
exprimierte Sulfatasen (Abb. 4h) [34], durch Proteolyse der Core-Proteine (Abb. 4i) oder durch
Heparanase-Spaltung der HS-Ketten (Abb. 4j). HSPG vermitteln auch die Anhaftung der Zellen
zur ECM (Abb. 4k) und bilden Briicken zum Zytoskelett aus (Abb. 41). Sekretierte HSPGs
dienen auch als Strukturkomponenten der ECM (Abb. 4m), wo sie ebenfalls Wachstumsfaktoren
fiir eine spitere Freisetzung speichern (Abb. 4n). Auch wurden HS-Ketten im Zellkern gefunden,

deren genaue Funktion ist jedoch noch unklar (Abb. 40) [22].

Die Familie der Glypikane ist dagegen iiber einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker an die
Zellmembran gekoppelt und besitzt keine zytoplasmatische Domine. Glypikane tragen
ausschlieBlich Heparan-Sulfat und haben im Gegensatz zu den langgestreckten Syndecanen
aufgrund vieler Cystein-Reste eine globuldre Struktur. Die HS-Ketten der Glypicane binden eine
grofle Anzahl von fiir die Entwicklung und Morphogenese des Organismus wichtigen Faktoren
wie Cytokine und Wachstumsfaktoren [21]. So reguliert das Glypican dally die Verteilung und
die zelluldre Antwort auf das zur BMP-Familie gehérende Morphogen Decapentaplegic (Dpp)
wihrend der Entwicklung der Fliigel der Fruchtfliege Drosophila. Dabei konnte nachgewiesen
werden, dass die Bindung an das Regulatorprotein dally die Halbwertzeit von Dpp verldngert.
[35]. Eine Uberexpression von Glypicanen spielt auch hiufig auch eine Rolle bei der Entstehung
von Tumoren. Eine Unterdriickung der Expression von Glypican 1 fiihrte dabei
interessanterweise zu einer reduzierten Reaktion auf Heparin bindende Wachstumsfaktoren [36].
Neben Wachstumsfaktoren und Chemokinen sind eine Vielzahl anderer Heparin- oder Heparan-
Sulfat bindender Proteine bekannt. Im Folgenden sei eine kleine Auswahl getroffen die keinen
Anspruch an Vollstandigkeit stellt: IL-8, Apo E (Lipid-Transport), HIV1 gp120 (Vireneintritt),
Malaria CS-Protein (Anheften von Sporozyten an Leberzellen) [23].
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Die Bindung von Heparin oder Heparan-Sulfat erfolgt an Heparin-Bindungsstellen von
Wachstumsfaktoren. Dies sind meist ,,Taschen mit einem hohen Anteil positiv geladener
Aminosduren wie Lysin oder Arginin und liegen im Allgemeinen an der Au3enseite der Proteine.
Obwohl bestimmte Strukturmotive fiir die Bindung von Heparin vorhanden sind, stimmen die
Sequenzen fiir die Bindesequenzen bei einer Vielzahl von Heparin-bindenden Proteinen nicht
tiberein. Vielmehr ist entscheidend, welche Aminosduren im gefalteten Zustand in relativer
Nachbarschaft zueinander liegen. Da die meisten basischen Reste auf entgegengesetzten Seiten
der Sekundirstruktur angeordnet sind, nimmt man an, dass sich Heparin um seine
Bindungsdoméne windet, um mit den positiv geladenen Resten in Wechselwirkung zu treten.
Dieses ,,Kndulen* fiihrt letztlich zu Konformationsidnderungen des Heparin-bindenden Proteins

[25].

1.2. Struktur und Funktion von Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren steuern die Teilung und Differenzierung von Zellen in vielféltiger Weise.
Sie werden in der Regel entsprechend ihrer charakteristischen Wirkung im Organismus benannt.
Oftmals erfolgt die Zelldifferenzierung als ein Zusammenspiel oder ein antagonistisches
Gegenspiel verschiedener Wachstumsfaktoren, wie bei der Ausbildung und Differenzierung der
Keimblitter [37]. Im Folgenden sollen die in der Arbeit verwendeten Wachstumsfaktoren
beziiglich ihrer Struktur, Signaliibermittlung und Funktion im Organismus nidher beschrieben

werden.

1.2.1. Fibroblasten Wachstumsfaktor 2 (FGF-2)

FGF-2 gehort zu der mehr als 20 Mitglieder umfassenden Fibroblasten Wachstumsfaktoren-
Familie, und ist gleichzeitig einer der in seiner biologischen Funktion und molekularen Struktur
am besten untersuchten Wachstumsfaktoren [38,39,40]. FGF-2 ist ein 17,2 kDa grof3es Protein
mit einem isoelektrischen Punkt von 9,6 [41]. Es sind bislang vier Rezeptor-Familien
identifiziert worden (FGFR1 bis FGFR4) [42]. Die Rezeptoren sind aus drei Dominen
aufgebaut: a) einer cytoplasmatischen Tyrosin-Kinase Domine, b) einer transmembranen
Domiine und c) einer extrazelluldren Liganden-Bindungs Domine. Fiir FGF-2 wurde gezeigt,
dass die Bindung des Wachstumsfaktors an den FGFR1 Rezeptor, sowie die Einleitung des
resultierenden FGF-Signalwegs, nur durch die Bildung eines terndren Komplexes aus FGF-2,

und dem FGFR1-Rezeptors moglich ist [43]. In einer Rontgen Kristall-Struktur Analyse wurde
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schlieBlich nachgewiesen, dass zwei Heparin Decasaccharide an der Bildung eines ternidren
FGF2:Heparan-Sulfat:FGFR1 Komplexes beteiligt sind (Abb. 5) [33]. Die Bindung von
Heparan-Sulfat zu FGF-2 wird dabei iiber 16 Wasserstoffbriicken realisiert, wobei nur zwei iiber

6-O-Sulfat Gruppen (zu den Aminoséduren Lys135 und Thr121) ausgebildet werden.
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Abb. §: Interaktion zwischen Heparin, FGF-2 und FGFR1 Rezeptor.
aus Schlessinger et al. [33]

Jeweils vier Wasserstoffbriicken sind {iiber 2-O- und 2-N-Sulfatgruppen und zwei zu
Carboxylgruppen ausgebildet. Der Rest der Wasserstoffbriickenbindungen wird {iiber
Sauerstoffatome der glykosidischen Bindung und des Ringsauerstoffes, sowie iiber eine
Hydroxylgruppe realisiert. Von den 9 Wasserstoffbriicken, die an der Bindung von Heparan
Sulfat an den primidren FGFR-Rezeptor beteiligt sind, werden zwei iiber 6-O-, zwei iiber 2-N-,

eine liber 2-O-Sulfat, sowie iiber eine Carboxylgruppe realisiert. Die iibrigen
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Wasserstoffbriickenbindungen werden iiber den Ringsauerstoff und eine Hydroxylgruppe
ausgebildet [33]. Es wurde gezeigt, dass 6-O-desulfatiertes Heparin zwar an FGF-2 bindet, aber
keine Formierung des FGF-2:FGFR1 Komplexes ermoglicht [44].

Die intrazelluldre Signaliibertragung von FGF-2 wird iiber verschiedene Signaltransduktions-
Kaskaden realisiert. Die Nutzung des Proteinkinase-C-Signalweges spielt dabei eine zentrale
Rolle bei der Zellteilung, Mitose, Differenzierung und dem Stoffwechsel der Zellen [45]. Die
Tyrosin-Kinase des FGFR1 Rezeptors bindet und aktiviert dabei zunichst die Phospholipase C
[46], welche Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat zu Inosit-1,4,5-trisphosphat und 1,2-
Diacylglycerin spaltet. Letzteres aktiviert zusammen mit Ca®* die Proteinkinase C [23]. Diese
fiihrt dann unter anderem zum Anstieg der Expression der G1-Phase Cykline, welche die
Einleitung des Zellzyklus unterstiitzen [47]. Die zweite Moglichkeit der Signaliibertragung wird
iiber die Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAPK) realisiert. Die FGFR1-Tyrosin-Kinase
bindet und aktiviert iiber ein Adapter-Protein die GTPase Ras, wobei diese einen Austausch von
GDP gegen GTP bewirkt. Aktiviertes Ras-GTP bindet nun das Effektorprotein Raf-Kinase,
welches zu einer Phosphorylierung von ERK fiihrt. Dieses dringt letztendlich in den Zellkern ein
und induziert eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, welche Prozesse wie Proliferation,

Differenzierung und Zelliiberleben oder Apoptose einleiten [48, 23].

FGF-2 triagt in vielfiltiger Weise zur Proliferation und Differenzierung verschiedener Gewebe
bei. Seine Name stammt urspriinglich von seiner Fihigkeit, Fibroblasten zur Proliferation
anzuregen [49] und von Fibroblasten exprimiert zu werden [50]. Aber auch eine Vielzahl anderer
Zelltypen, wie Endothelzellen oder Stromazellen des Knochenmarks exprimieren FGF-2 [51,52].
Sehr hiufig beschriebene Effekte dieses Wachstumsfaktors sind die Induktion endothelialer
Zellproliferation und Zellmigration [53] sowie die Stimulation der Bildung verschiedener Blut-
Zelltypen wie Erythrozyten, Granulozyten und Makrophagen [54]. Weitere Gewebe, die durch
FGF-2 in ihrer Teilung und Differenzierung beeinflusst werden, sind die Lunge [55], das zentrale
Nervensystem [56], die Augen [57], die Muskeln [58] und die Haut [59]. Eine wichtige Rolle
kommt FGF-2 auch wihrend der Wundheilung zu [60]. Dariiber hinaus wurde auch gezeigt, dass

es auch zu einer erhohten Proliferation von Osteoblasten fiihrt [61].

Der Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren kommt eine groBe Bedeutung in der
Embryonalentwicklung zu. FGF-2 spielt dabei eine wichtige Rolle fiir die Selbst-Erneuerung,
das Uberleben und die Aufrechterhaltung der Pluripotenz von embryonalen Stammzellen [62].
So bewirkt es z.B. die Induktion und die Aufrechterhaltung des Mesoderms wéhrend der

Gastrulation in Xenopus [63]. Die spitere Entwicklung des Kleinhirns [64] und der Darmrohr-
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Anlage im Endoderm werden ebenfalls durch FGF-Wachstumsfaktoren reguliert. Oft fiihrt ein
Zusammenspiel mit anderen Wachstumsafaktoren wie Wnt [65] oder BMP [66] erst zur

Auspriagung der entsprechenden Entwicklungsmerkmale.

Nicht zuletzt soll erwédhnt werden, dass FGF-2 auch an der Ausbildung von Krankheitsbildern
beteiligt ist. Bei der Paget’schen Knochenkrankheit fiihrt eine Uberexpression von FGF-2 in
Knochenmark-Preosteoblasten zur Induktion des Rezeptor-Aktivator fiir den Kernfaktor-Kappa-
B-Ligand (RANKL). Dieser leitet die Osteoclastogenese ein und fiihrt zur Knochenresorption
[67]. Auch bei aktiven metastatischen Tumoren wird oft eine Uberexpression von FGF-2
beobachtet, was zu verstirkter Angiogenese und damit Blutversorgung des Tumors fiihrt. FGF-2

wird deshalb auch als Indikator fiir die Tumor-Diagnostik genutzt [68].

1.2.2. Bone Morphogenic Protein 2 (BMP-2)

Die zur TGF-Superfamilie gehdrenden 14 Mitglieder der ,,Bone morphogenic proteins* (BMPs)
sind durch vielfiltige Funktionen wéhrend der Differenzierung und Ausbildung des Knochens
bekannt. So bewirken sie einerseits eine direkte Osteogene, andererseits auch eine endochondrale
Osteogenese, was die Infiltration mesenchymaler Zellen, Knorpelbildung, Vaskularisierung und
Knochenbildung einschliet. Nicht alle BMPs haben dabei gleiche Effekte. So zeigten BMP-2,
-6 und -7 #hnliche konzentrationsabhingige osteogene Aktivititen. BMP-5 hingegen bedarf
hoherer Dosen, BMP-3 scheint moglicherweise sogar ein negativer Regulator der
Knochenbildung zu sein [69]. Die Wirkung der verschiedenen BMP’s hingt dabei auch vom
Zelltyp ab. So zeigten z.B. BMP-2, -6 und -9 eine osteogene Wirkung auf multipotente
embryonale Maus-Fibroblasten, BMP-2, -4, -6 und -9 bewirken eine osteogene Differenzierung
von C2C12 Myoblasten aus der Maus. TE-85 Osteoblasten wurden hingegen durch alle
Mitglieder zur weiteren osteogenen Differenzierung angeregt [70]. Verschiedene BMPs fiihrten
auch bei multipotenten mesenchymalen Stammzellen (MSC) aus dem Knochenmark zu starker
osteogener Differenzierung. Dabei wurde jedoch mit humanen MSC eine wesentlich geringere

BMP-induzierte Knochenbildung gegeniiber MSC aus Ratten und Mausen nachgewiesen [71].

BMP-2 ist aber nicht nur ein Stimulator der Osteogenese, sondern bewirkt auch die Aktivitierung
von Osteoclasten, was zu verstirkter Knochenresorption fiihrt [72]. Um die Aktivitit von BMP-2
bei deratigen Krankheitsbildern zu regulieren ist die Anwendung von Glykosaminoglykanen

oder GAG-analogen Verbindungen eine vielversprechendes Instrument.
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Die Familie der BMPs hat, &dhnlich der FGF-Familie, vielfiltige Funktionen in der
Embryonalentwicklung. BMP-4 bewirkt z.B. die Ventralisierung des Mesoderms und
unterdriickt die Bildung des Nervengewebes in Vertebraten. Die Gegenspieler Noggin und
Chordin wirken dem entgegen und fithren zu einer Dorsalisierung des Mesoderms sowie zur
Auspriagung neuraler Entwicklung [73]. Immer mehr Informationen deuten darauf hin, dass
BMPs auch bei der Entwicklung der Haarfollikel, Lunge, Leber, Haut und der Zihne eine Rolle
spielen [74].

BMP-2 ist ein 26 kDa groBes Homodimer, bestehend aus zwei, je 115 Aminosduren
umfassenden Untereinheiten und einem isoelelektrischen Punkt von 8,21 haben [75]. BMP
Zelloberflachen-Rezeptoren besitzen, dhnlich den FGF-Rezeptoren, eine extrazellulidre, eine
transmembrane und eine intrazellulire Domine. BMP-2 bindet dabei zunichst an die
extrazellulire Domédne des BMP-Rezeptors Ia, erst dann ist der niedrig affine Activin-Rezeptor
IT in der Lage an den Komplex anzudocken. Durch das Andocken erfahrt der ActRII Rezeptor
eine Konformationsianderung, welche wiederum eine Phosphorylierung und Aktivierung des
BMP-Ia Rezeptors bewirkt [76]. Die intrazelluldre Signaliibertragung erfolgt iiber SMAD
Proteine, die in drei Klassen eingeteilt sind: Rezeptor-regulierte (R-Smads), allgemeine (C-
Smads), sowie inhibitorische (I-Smads). Die R-Smads 1, 5 und 8 werden durch den Typ Ia
Rezeptor phosphoryliert, dissoziieren vom Rezeptor und binden an Smad4. Dieser Komplex tritt
nun in den Zellkern ein und 16st dort eine Vielzahl von Differenzierungsprozessen aus [77].
Durch Fehlregulation von BMP-Signalwegen kann es jedoch auch zu einer Reihe von
Krankheitsbildern kommen. Eines der bekanntesten ist die Fibrodysplasia ossificans progressiva
(FOP), bei welcher eine Mutation im ActRII-Rezeptor sowohl zu Ligand-gebundener
Uberreaktion, als auch zu Ligand-unabhiingiger BMP-Signaliibertragung durch Smad oder p38
(MAPK) fiihrt. Dies zieht eine fortschreitende ektopische Verkndcherung mit sich [78,79].

Wie die Familie der Fibroblasten Wachstumsfakotren sind auch BMPs Heparin-bindende
Wachstumsfaktoren. Die Involvierung von Heparin oder Heparan-Sulfat in den BMP:BMPR-
Komplex wurde bisher jedoch noch nicht, wie fiir FGF-2 beschrieben, in einer Kristall-
Strukturanalyse nachgewiesen. BMP-2 weist aber am N-terminalen Ende eine Bindedoméne fiir
Heparin auf [80]. Dariiber hinaus ist aus vielen Studien bekannt, dass die Abwesenheit oder die
Uberexpression von Zelloberflichen-GAG zu verinderter Wirkung der BMPs fiihren. So fiihrte
der Abbau der zelleigenen GAGs oder die Beseitigung der Sulfatgruppen durch Chlorat zu einer
Unterdriickung der Smad-Phosphorylierung durch BMP-7 [81].
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1.3. Einbindung von GAGs und GAG-analogen Verbindungen in dreidimensionale

Strukturen zur Knochenregeneration

Zum Verstiandnis des folgenden Abschnitts soll hier zunédchst kurz die Zusammensetzung des
Knochens erlidutert werden. Die Knochenmatrix besteht zu 35% aus organischen und zu 65% aus
anorganischen Bestandteilen. Zu den anorganischen Bestandteilen ist an erster Stelle Hydroxylapit
[Cas(PO4)3(OH)] zu nennen, das wesentlich zur mechanischen Stabilitidt des Knochens beitriagt. Des
Weiteren machen Magnesium, Kalium, Chlor, Eisen und Karbonat wesentliche Bestandteile des
mineralischen Teils aus. Der organische Anteil besteht zu 90% aus Typ 1-Kollagen und zu 10% aus
nicht-kollagenartigen Proteinen. Darunter sind mit abnehmender Abundanz Osteonectin, Osteocalcin,
Bone-Sialoprotein, Osteopoentin, Phosphoproteine, Glykoproteine, Proteoglykane sowie weitere
Proteine, die tiberwiegend von Knochenzellen synthetisiert werden [82]. Osteocalcin spielt dabei
eine wichtige Rolle bei der Knochenmineralisierung [83] und wird schon kurze Zeit nach der
Induktion osteogener Differenzierung (2-3 Tage) ausgeprigt [84,85]. Die Expression des Bone-
Sialoproteins erfolgt dagegen erst nach ldngerer Inkubationsdauer von 2 Wochen [86]. Auch die
Mineralisierung (Einbau von Hydroxylapatid in die ECM) ist ein langwieriger Prozess, der
frithestens nach einer Woche, in der Regel aber erst nach drei oder mehr Wochen nachgewiesen
wird [85,87,84]. Eine entscheidende Rolle bei der Mineralisierung spielt die alkalische
Phosphatase, welche in Vesikeln der ECM angereichert wird und im Beisein von Kalziumsalzen
und Phosphatestern Kalziumphosphat prizipitiert [88]. Da die Expression dieses Enzyms schon
nach kurzer Zeit erfolgt und die Aktivitét leicht in 96 Loch-Platten gemessen werden kann, wird
es oft als erster Marker osteogener Differenzierung genutzt [89,90]. In vielen Studien werden
zusitzlich zu BMP-2 die osteogenen Induktoren Ascorbinsdure-2-Phosphat, -Glycerophosphat
und Dexamethason eingesetzt [87,91]. B-Glycerophosphat ist dabei Phosphat-Quelle fiir
Hydroxylapatit [92]. Ascorbinsdure hat, neben seiner Wirkung als Anti-Oxidants, eine Funktion
als Coenzym zur Reduktion von Prolin und Lysin zu Hydroxyprolin bzw. Hydroxylysin. Diese
beiden Aminosduren tragen wesentlich zur Fibrillisierung von Kollagen bei [93]. Dexamethason
ist ein entziindungshemmendes Glucokortikoid-Hormon, das in humanen mesenchymalen

Stammzellen und anderen Zellen zur Verstirkung der osteogenen Differenzierung fiihrt [94].

Auf dem Gebiet der Knochen-Regeneration werden grofle Anstrengungen unternommen,
dreidimensionale Strukturen zu entwickeln die sowohl eine optimale in vitro Ausbildung von
Knochengewebe als auch eine in vivo Regeneration von Knochendefekten realisieren. Wie
auch zur Ziichtung anderer Gewebe werden Stiitzgeriiste aus organisch abbaubaren

Polymeren, wie PLLA oder Epsilon-Caprolacton/Tricalcium Phosphat eingesetzt. Oft werden
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dabei Collagen oder Fibrin integriert, welche aufgrund spezifischer Bindesequenzen fiir
Integrine eine bessere Adhésion von Zellen bewirken. Die zusitzliche Einbindung von BMP-2 in
die Stiitzgeriiste fiihrte zur vollstindigen Heilung eines Knochendefekts in Ratten, ohne BMP-2
wurde signifikant weniger Knochenbildung nachgewiesen [95]. Die Nutzung von
Glykosaminoglykanen in Stiitzgeriisten fiihrt dariiber hinaus zu einer langanhaltenden und
kontrollierten Freisetzung, und damit zu verstarkter Aktivitit von BMP-2. So wurde gezeigt,
dass BMP-2 geladene, Heparin-konjugierte PLGA Stiitzgeriiste in vitro fiir mindestens 14 Tage,
im Gegensatzt zu nur drei Tagen ohne Heparin, zu erhohter Alkalischer Phosphatase (ALP)
Aktivitdt fithrten. In vivo wurde dies durch 9 fach stirkere Knochenbildung und signifikant
hoheren Kalzium-Gehalt durch Heparin-Einbindung bestitigt [96]. Breite Anwendung finden
auch Heparin-konjugierte Nanopartikel, die ebenfalls zu verzogerter Freisetzung von BMP-2,
und damit verbundener verstirkter osteogener Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
fiihrten [97]. Als weiteres Glykosaminoglykan findet Chondroitin-Sulfat Anwendung zum
kontrollierten Freisetzen von BMPs [98]. Neben Glykosaminoglykanen werden aber auch
natiirliche Polysaccharide fiir diese Anwendung genutzt. Dabei wird vor allem Chitosan in der
regenerativen Medizin und Knochenregeneration eingesetzt. [99,100]. So wird es z.B. in Form
von Chitosan-Mikro-Kugeln, die in Hydroxyapathid/Collagen/PLLA Stiitzstrukturen eingebettet

sind, zur zeitlich kontrollierten Freisetzung von BMP-2 verwendet [101].

1.4. Regulierung der Aktivitit von Wachstumsfaktoren durch exogen applizierte

Glykosaminoglykane

Im Bereich der Gewebeziichtung und der medizinischen Forschung gibt es verschiedene Ansitze,
durch die Zugabe exogener GAG die Wirkung von Wachstumsfaktoren zu beeinflussen. Wenige
Ergebnisse liegen bisher jedoch iiber die Wirkung unterschiedlich derivatisierter GAGs und
GAG-analoger Verbindungen auf die Aktivitit von Mitgliedern der BMP-Familie vor. Das
Anliegen der Nutzung exogen applizierter GAGs ist einerseits die Verbesserung der Interaktion
des Wachstumsfaktors mit seinem Rezeptor, andererseits aber auch eine ldngere
Halbwertzeit der Wachstumsfaktoren. Im Fall von Krankheitsbildern ist es dagegen oftmals
erwiinscht die Wirkung der Wachstumsfaktoren zu unterdriicken, um z.B. Prozessen wie der

Angiogenese in Karzinomen entgegenzuwirken [102].

Eine wichtige EinfluBgrofle der Wirkung von GAGs ist, neben dem Derivatisierungsmuster, auch
die MolekiilgroBe. Ubereinstimmend mit Kristallstruktur-Analysen des FGF:Heparan-

Sulfat:FGFR-Komplexes, in welchem zwei HS-Decasaccharide in den Bindungstaschen
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eingeschlossen sind [33] wurde gezeigt, dass nur Deca- und Dodecasaccharide, jedoch keine
kleineren Oligosaccharide die Aktivitit von FGF-2 in HSPG-freien Zellen erhohen. Dariiber
hinaus wurde festgestellt, dass der Grad der 6-O-Sulfatierung, bei ansonsten konstanter 2-N- und
2-O-Sulfatierung, entscheidend fiir die Aktivitdt von FGF-2 ist. Niedrige 6-O-Sulfatierung
unterdriickte die Proliferation, ansteigende 6-O-Sulfatierung fithrte zu einem graduellen
Ansteigen der FGF-2-induzierten mitogenen Aktivitit. [103]. Die Bindung von FGF-2 an einen
immobilisierten FGFR 1-Rezeptor wurde durch Heparin aus Schweinedarm, welches einen hohen
Sulfatierugsgrad aufweist, nicht aber durch Heparan-Sulfate aus der Aorta des Rindes (geringer
Sulfatierungsgrad), verstidrkt. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass N/O-desulfatiertes
Heparin nahezu keine Binding, N-acetyliertes Heparin eine relative geringe Bindung, aber
ibersulfatiertes, N-acetyliertes Heparin die gleiche Bindung wie natiirliches Heparin aufweist
[104]. Demgegeniiber zeigten andere Studien, dass exogen appliziertes Heparin die Bindung von
FGF-2 an Proteoglykane der Zelloberfliche und an den FGF-Rezeptor sowie die mitogene
Aktivitat von Endothelzellen konzentrationsabhidngig unterdriickt, dabei aber gleichzeitig den
Abbau von FGF-2 durch Proteasen verhindert. Hier zeigte unfraktioniertes Heparin von 13 kDa

eine hohere Aktivitit als niedermolekulares Heparin (4 bzw. 2 kDa). [105].

Fiir BMP-7 wurde nachgewiesen, dass nur intaktes, nicht aber 2-N-, 2-O, 6-O-desulfatiertes
Heparin mit hoher Affinitdt an den Wachstumsfaktor bindet aber gleichzeitig die fiir den BMP
Signalweg erforderliche Phosphorylierung von Smad in ROS 17/2.8 Osteoblasten mit einer
Konzentration von 10 pg/ml unterdriickt [81]. An C2C12 Myoblasten wurde dagegen
nachgewiesen, dass Heparin in niedrigen Mengen bis 2 ug/ml die BMP-2-induzierte Alkalische
Phosphatase Aktivitidt erhoht, hohere Dosen bis 2 mg/ml aber wieder zu einer Unterdriickung der
osteogenen Differenzierung fiithrten [106]. Neben einer moglichen Beeinflussung der
Formierung des Wachstumsfakor:Rezeptor Komplexes haben vielfiltige Studien gezeigt, dass
die Anwesenheit von Heparin zu einem Schutz vor proteolytischer Aktivitit, Sdure und Hitze
fiihrt und damit eine wesentlich verldngerte Halbwertzeit der Wachstumsfaktoren bewirkt

[107,108].

1.5. Regulierung der Aktivitit von Wachstumsfaktoren durch exogen applizierte

GAG-analoge Verbindungen

Die Nutzung natiirlicher GAGs wie Heparin oder Chondroitin-Sulfat ist mit einer Reihe von
Nachteilen verbunden. Neben aufwendiger Extraktion aus Organen, was neben 6konomischen

auch ethische Fragen aufwirft, muss dariiber hinaus mit Infektionen und immunologischen
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Reaktionen bei deren Anwendung im Patienten gerechnet werden. Ein wesentlicher Nachteil von
natiirlichen GAG ist auch, dass sie sich in Abhingigkeit von ihrer biologischen Herkunft
(Spezies, Organ) hinsichtlich des Substitutionsmusters stark unterscheiden. Selbst zwischen
unterschiedlichen Chargen gleicher Herkunft konnen Heterogenititen auftreten [25]. Es ist
dariiber hinaus bekannt, dass die Langzeit Anwendung von Heparin zu verzdgerter
Knochenheilung und gesteigertem Risiko von Osteoporose fiihrt. [109,110]. Deshalb wurde nach
Moglichkeiten gesucht, Molekiile zu synthetisieren, die einerseits weniger variabel in der
biologischen Wirkung, andererseits aber spezifische Substitutionsmuster hinsichtlich der
Interaktion mit Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren aufweisen. In verschiedene
Ausgangsmaterialien wurden deshalb Substituenten in verschiedene Positionen und mit
unterschiedlichem Substitutionsgrad (DS) eingebracht, wobei héaufig Sulfat-Gruppen eingesetzt

wurden.

GAG-analoge Substanzen werden in der medizinischen Grundlagenforschung héufig zur
Unterdriickung der Aktivitdt von Wachstumsfaktoren eingesetzt. Ziel ist es dabei, das Wachstum
und die Differenzierung von Zellen zu inhibieren, welche z.B. an der Entstehung und
Ausbreitung von krankhaftem Gewebe (Tumorwachstums) beteiligt sind. So wurde gezeigt, dass
sulfatierte Polymere wie Poly-4-Styrensulfonat oder Poly-Vinylsulfonat zu einer Unterdriickung
der Bindung von FGF-2 an seinen Rezeptor und an Zelloberflichen HSPG fiihren, was mit der
Inhibierung endothelialer Zellproliferation (Angiogenese) verbunden war. 10 ng/ml der
Substanzen bewirkten eine leichte Inhibierung der beschriebenen Effekte, 100 pg/ml fiihrten zu
einer vollstindigen Unterdriickung der Zellproliferation [111]. In der Mehrzahl wurden jedoch
natiirlich vorkommende Polysaccharide zur Synthese von GAG-analogen Substanzen genutzt.
Das K5 Polysaccharide von Escherichia coli, welches die gleiche Struktur wie der Heparin-
Vorldufer N-Acetyl-Heparosan aufweist, wurde an 2-0, 3-0, 2-N- oder 6-O-Position sulfatiert.
Hohere Sulfatierungsgrade, aber nicht zwingend die hochsten, fiihrten mit 10 pg/ml zur
Unterdriickung der Bindung von FGF-2 an den FGFR Rezeptor und mit 1 bis 300 pug/ml zur
Unterdriickung der mitogenen Aktivitdt in fotalen Endothel-Zellen. Dabei korrelierten die

beschriebenen Effekte mit der Bindungsstédrke der sulfatierten Polysaccharide an FGF-2 [102].

In der Gewebeziichtung dagegen ist es erwiinscht eine Verstirkung der Wirkung von
Wachstumsfaktoren und damit eine Verstiarkung der Zellteilung oder Differenzierung zu erzielen.
In Untersuchungen mit 3T3-L1 Fibroblasten fiihrten sulfatierte Dextrane und sulfatiertes (1-6)-a-
D-Mannopyranan in Konzentration von 1 - 40 upg/ml, zu einer Verstirkung der FGF-1
induzierten mitogenen Aktivitit. Diese erhohte sich dabei mit ansteigendem Sulfatierungsgrad

und iiberstieg die von nativem Heparin. [112]. Auch sulfatierte Polymere fiihrten mit dem
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gleichen Zelltyp zu einer Beeinflussung der mitogenen Aktivitit. In Konzentrationen von 1 — 40
pg/ml verstirkte Poly-Vinlylsulfat die Proliferation, Poly-Acrylicsdure und Poly-Styrenesulfat
fiihrten zur Unterdriickung, Carboxymethyl-Cellulose hatte dagegen keinen Einfluss auf die
FGF-induzierte Proliferation [113]. Verschiedene Untersuchungen zeigten aber auch, dass GAG-
analoge Verbindungen, abhiingig von der Konzentration, sowohl zu einer Verstirkung als auch
Unterdriickung der Wirkung von Wachstumsfaktoren fithren konnen. An C2CI12
Mausmyoblasten wurde nachgewiesen, dass 2-0/6-O- und 6-O-sulfatiertes, nicht aber
ausschlieBlich 2-O-sulfatiertes Chitosan zu einer Verstiarkung der BMP-2-induzierten osteogenen
Aktivitit in Konzentrationen zwischen 0,3 bis 10 pg/ml fiihrte. Hohere Konzentrationen
bewirkten jedoch eine Unterdriickung der osteogenen Aktivitit. [85]. Aber nicht nur sulfatierte
Polysaccharide, sondern auch carboxymethyliertes Dextran mit einem hohen Anteil an
Benzylamid-Gruppen fiihrte zu erhohter BMP-2-induzierter osteogener Aktivitit, welche
wiederum die von nativem Heparin iiberstieg [114]. Ahnlich natiirlichen Glykosaminoglykanen,
wurde mit GAG-analogen Verbindungen ein Schutz der Wachstumsfaktoren vor proteolytischem

Abbau nachgewiesen [114,115].

1.6.  Chitosan und Cellulose als Ausgangsmaterialien fiir GAG-Analoga

Cellulose und der Ausgangsstoff fiir Chitosan, Chitin, gehoren zu den am haufigsten in der Natur
vorkommenden Polysacchariden. Als Hauptbestandteil der Zellwand von Pflanzen (Cellulose),
sowie Pilzen und des Exoskeletts von Arthtropoden (Chitin) weisen beide sehr hohe
Molekulargewichte auf. Beide sind unverzweigt und aus aus B-1,4 glykosidisch verbundenen D-
Glykose-Einheiten aufgebaut, Chitin tragt im Unterschied zu Cellulose eine N-Acetyl-Gruppe in
C,-Position. In der vorliegenden Arbeit wurden Cellulose und Chitosan chemisch modifiziert
und auf ihre kooperative Wirkung mit Wachstumsfaktoren untersucht. An dieser Stelle soll
deshalb kurz auf chemische Eigenschaften sowie Anwendungen in Forschung und Industrie

eingegangen werden.

1.6.1. Cellulose

Cellulose liegt kristallin vor und ist in Wasser sowie anorganischen und organischen Séduren wie
Salzsdure, Essigsdure oder Glutharsdure kaum 16slich. In organischen Losungsmitteln wie
Dimethylformamid (DMF), Dimethylacetamid (DMAc) oder Diemthylsuloxid (DMSO) liegt

Cellulose dagegen im gequollenen Zustand vor. Chemische Reaktionen der Cellulose laufen
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deshalb unter quasi-homogenen Bedingungen ab [116]. Cellulose wird hiufig als Material fiir
Filter [117] oder Membranen zur Himodialyse [118] eingesetzt. Deriviate wie Cellulose-Acetat
oder Nitrocellulose finden breite Anwendung in der Herstellung enzymatischer Membranen und
Reaktoren, oder zur Bindung von Proteinen und DNS [119,120]. Auch als Bestandteil
dreidimensionaler Stiitzgeriiste wurde Cellulose schon zusammen mit Chitosan und
Hydroxylapatid in der Kochenregeneration eingesetzt [121,122]. Cellulose-Sulfat (CS) zeichnet
sich gegeniiber nativer Cellulose durch eine wesentlich hohere Loslichkeit in Wasser sowie eine
bessere enzymatische Abbaubarkeit aus [123,124]. CS finden breite Anwendung in der
Biotechnologie und Pharmazie, wie z.B. bei der Verkapselung von Enzymen und Zellen
[125,126] sowie als Inhibitor von HI-Viren [127]. Carboxymethyl- und Carboxyl-Cellulose
dagegen spielen eine wichtige Rolle in der Papier-, Kosmetik- und Pharma-Industrie [128]. Fiir
die Herstellung von Stiitzgeriisten oder als Zusatz zu Zellkulturen wurden substituierte
Cellulosen bisher jedoch noch nicht eingesetzt. Cellulose-Derivate, welche sowohl Sulfat- als
auch Carboxymethyl- oder Carboxyl-Gruppen tragen, wurden bereits synthetisert [129] finden

aber bislang noch keine Anwendung in der biomedizinischen Forschung oder Industrie.

1.6.2. Chitosan

Chitosan wird durch Deacetylierung von Chitin erzeugt. Liegen im Gesamtmolekiil mehr als 50%
deacetylierte Monomere vor, spricht man von Chitosan. Fiir Synthesezwecke werden meist
Chitosane mit einem Deacetylierungsgrad von mehr als 95% eingesetzt. Die Loslichkeit in
organischen Losungsmitteln ist durch die Ausbildung intramolekularer
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aminogruppen und Hydroxylgruppen sehr gering [130].
In organischen Saduren wie Dichloressigsdure oder Ameisensdure kann Chitosan jedoch
vollstiandig gelost werden. Eine weitere Verdiinnung in organischen Losungsmitteln wie DMF ist

dann moglich [131].

Chitosan zeichnet sich besonders durch antimikrobiologische Aktivitit, gute Biokompatibilitit
und niedrige Toxizitdt aus. Das fiihrte zu seiner Anwendung in vielen Gebieten der
Lebensmittel-, biomedizinischen sowie pharmazeutischen Industrie. [132,133,134]. Chitosan-
Sulfate dagegen zeigen antikoagulante, antivirale und antioxidative Eigenschaften und finden
deshalb dhnliche Anwendung wie Cellulose-Sulfate [135,136,137]. Chitosan findet dariiber
hinaus, wie schon in vorherigen Kapiteln beschrieben, breite Anwendung bei der Herstellung

von dreidimensionalen Stiitzgeriisten [138], sowie Mikro- oder Nanostrukturen fiir die
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Gewebeziichtung [139]. Chitosan-Sulfate oder gar Chitosane mit Mischfunktionalisierung
(Sulfat-, Carboxymethyl- oder Carboxyl-Gruppen) wurden bislang nicht zur Herstellung
dreidimensionalen Stiitzgeriiste verwendet. Erste Untersuchungen zur Beeinflussung der BMP-2-
induzierten osteogenen Aktivitdt durch regioselektiv sulfatierte Chitosane [85] oder dem Schutz
und der Freisetzung von FGF-2 durch carboxymethylierte/sulfatierte Chitosane liegen vor [140].
Die unterschiedliche Wirkung der Derivate resultierte dabei lediglich aus der unterschiedlichen
regioselektiven Anordnung der Substituenten, aber nicht aus dem Grad der Substitution an den

einzelnen Positionen.
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2. Ziel der Arbeiten

Auf der Zelloberfliche und in der extrazelluliren Matrix lokalisierte Glykosaminoglykane
iibernehmen vielfdltige Funktionen in der Regulierung von Aktivitit, Halbwertzeit und
rdaumlicher Verteilung von Wachstumsfaktoren. Sie werden deshalb in der Gewebeziichtung
eingesetzt, um die Aktivitit von Wachstumsfaktoren zu steuern. Entscheidenden Einfluss auf die
Wechselwirkung  zwischen beiden Molekiillen hat das  Substitutionsmuster der
Glykosaminoglykane. Durch die gezielte, regioselektive Substitution von Cellulose und Chitosan
mit Sulfat-, Carboxyl- und Carboxymethyl-Gruppen sollen  Glykosaminoglykan-analoge
Verbindungen hergestellt werden, die optimale Derivatisierungsmuster fiir die Beeinflussung der

Aktivitiat von Wachstumsfaktoren besitzen.

Die Effekte der synthetisierten Verbindungen auf die Aktivitat von Wachstumsfaktoren sollen in
einem in vitro System, im Vergleich zu natiirlichen Glykosaminoglykanen wie Heparin

untersucht werden.

Neben der physikochemischen Interaktion zwischen Polysaccharid und Wachstumsfaktor, sollen
vor allem zelluldre Prozesse wie Vitalitit, Proliferation und Differenzierung fiir die Beurteilung
der Wirksamkeit der synthetisierten Derivate herangezogen werden. Die Effekte der zu
untersuchenden Polysaccharide hingen dabei auch entscheidend von der Konzentration ab, die

Verbindungen werden deshalb iiber einen breiten Konzentrationsbereich untersucht.

Ziel ist es letztendlich Zusammenhidnge zwischen Derivatisierungsmuster, Konzentration und
Molekiilgrole der synthetisierten Derivate auf die Aktivitdt verschiedener Wachstumsfaktoren
zu untersuchen, um weitere Einblicke in die Funktion von glykosaminiglykan-analogen
Verbindungen in der Vermittlung und Steuerung von inter- und intrazelluldren Signalen zu

erlangen.
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3. Material und Methoden

3.1. Synthese derivatisierter Cellulosen

Zunachst erfolgte die Sulfatierung, anschlieBend Carboxylierung bzw. Carboxymethylierung.

Die Reaktionsschemata der einzelnen Syntheseschritte sind in Abbildung 6 dargestellt.

Ausgangsmaterialien

- Native Cellulose (AC), zu 97.0% bestehend aus Alpha-Cellulose mit einem
Polymerisationsgrad (DP) von 1180 (Buckeye Technologies Inc., Memphis, USA).

- Mikrokristalline Cellulose (MCC), durch Sdurehydrolyse chemisch abgebaute Cellulose mit
einem DP von 275-277 (J. Rettenmaier & S6hne GmbH Rosenberg, Deutschland).

- bestrahlte Cellulose (IC) mit einem DP von 113, ein Material, das durch Elektronenbestrahlung
in der Molmasse verringert wurde.

- Cellulose-2.5-Acetat (C2.5A) mit einem Substitutionsgrad von 2.5 der Acetat-Gruppen (M&G
Gruppe, Verbania-Pallanza, Italien).

Alle Ausgangsmaterialien wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.

3.1.1. Sulfatierung von Cellulose

A) Acetosulfatierung: 10 g Cellulose wurde in 500 ml entwissertem Dimethylforamid (DMF)
bei Raumtemperatur fiir 14 h gequollen (quasi-homogen). Chlorschwefelsdure oder
Schwefelsaure und Essigsdureanhydrid wurden in Dimethylformamid (DMF) oder
Dimethylacetamid (DMAc) gelost. Dieses Gemisch wurde der Cellulose-Suspension
tropfenweise unter starkem Riihren fiir 15 min zugegeben. Nach Erwidrmen auf 50°C fiir 5 h
wurde auf Raumtemperatur (RT) abgekiihlt und in einer gesittigten Losung von entwéssertem
Natriumacetat in Ethanol geféllt. Nach Waschen des Prizipitates mit 4% Natriumacetat/Ethanol
wurde mit 1 M NaOH/Ethanol fiir 15 h deacetyliert. Der pH-Wert wurde mit Essigsdure/Ethanol
(50/50, w/w) auf 8.0 eingestellt. Nach Waschen mit Ethanol wurde das Produkt zentrifugiert, in
Wasser gelost, filtriert, in deionisiertem Wasser dialysiert und lyophilisiert. Die
Reaktionsparameter Molverhiltnis von Sulfatierungsmittel bzw. Acetylierungsmittel zu

Anhydro-Glucose-Einheiten (AGU), Temperatur und Reaktionsdauer wurden variiert.
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B) Direkte Sulfatierung: Cellulose wurde fiir 14 h in DMF suspendiert (quasi-homogen). C2.5A
wurde in DMF gelost (homogen). Nach tropfenweiser Zugabe von Chlorschwefelsdure in
verschiedenen Konzentrationen (siehe Ergebnisse) in die Suspension bzw. Losung (C2.5A) fiir
15 min wurde das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur (RT) fiir verschiedene Zeiten
inkubiert. Nach Fillung in einer gesittigten LOosung von entwédssertem Natriumacetat (in
Ethanol), waschen mit 4% Natriumacetat/Ethanol und Deacetylierung mit 1 M NaOH/Ethanol

erfolgten alle anderen Schritte analog zur Acetosulfatierung.

3.1.2. Einfiihrung von Carboxylgruppen in Cellulose-Sulfat

Die Carboxylierung erfolgte homogen durch Oxidation freier OH-Gruppen an zuvor
synthetisierten Cellulose-Sulfaten mit einem 6-O-Sulfatierungsgrad (DSsg) < 1. Dazu wurde 1 g
CS in 60 ml Wasser gelost. Die Oxidationsreagenzien, bestehend aus 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin-1-Oxyl Radikal (TEMPO), NaBr und NaOCl wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen (siehe Ergebnisse) unter Riithren in Wasser vollstindig gelost. Das Oxidations-
Reagenz wurde langsam zur CS-Losung gegeben und der pH-Wert mit NaOCl auf 10,5
eingestellt. Die Reaktion wurde fiir 4 h durchgefiihrt und der pH-Wert von 10,5 mit 0,5 M NaOH
konstant gehalten. Nach Stoppen der Reaktion mit 5 ml Methanol wurde der pH-Wert mit 0,5 M
HCI auf 7,5 eingestellt. Das Reaktionsprodukt wurde mit 300 ml Ethanol gefillt und zentrifugiert.
Das Prizipitat wurde mit 80% Ethanol gewaschen, in Wasser gelost, filtriert, dialysiert und

lyophilisiert.

3.1.3. Carboxymethylierung von Cellulose-Sulfat

Die Carboxymethylierung erfolgte an CS mit einem Sulfatierungsgrad an 6-O-Position
(DSs6) < 1. Die Carboxymethylierung erfolgt in 2-O-, 3-O- und nicht sulfatierte 6-O-Position.
Zur Reaktion wurden 1.5 g CS in 75 ml Isopropanol (20 g/l) oder 175 ml Dimethylsulfoxid
(8,6 g/l) unter Riihren fiir 0,5 h suspendiert (quasi-homogen). Nach tropfenweiser Zugabe von
22 ml 3,75 M NaOH wurde die Losung fiir 3 h geriihrt. Dann wurden 3,85 g Chloressigsdure in
fester Form zugegeben und die Temperatur wurde fiir 5 h bei 55°C konstant gehalten. Nach
abkiihlen auf RT wurde das Reaktionsgemisch in 5 Volumen Ethanol (83,3 %) unter Riihren fiir
0,5 h prézipitiert. Nach Zentrifugieren wurde das Priézipitat in Wasser gelost und der pH-Wert
mit 50% Essigsdure auf 7,5 eingestellt. Danach wurde nochmals prézipitiert, zentrifugiert und

3 x in 80% Ethanol gewaschen, sowie in Wasser gelost, filtriert, dialysiert und lyophilisiert.
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Abbildung 6: Synthese-Wege zur Herstellung von Cellulose-Sulfat, carboxylierten und
carboxyymethlierten CS

3.2. Sulfatierung von Chitosan
Materialien

Chitosan mit einer Viskositdt von 145 mPas und einem Deazatylierungsgrad von 95.7% wurde

von Heppe Medical Chitosan GmbH (Halle, Deutschland) erworben.

Homogene Sulfatierung von Chitosan

Es wurde 1 g Chitosan in verschiedenen Mengen Ameisensidure (siehe Ergebnisse) fiir 3 h bei
RT gelost. Nach Zugabe von 156 ml DMF wurde fiir 2h geriihrt. Chlorschwefelsdure in DMF
wurde tropfenweise iiber 30 min zugegeben und fiir 3 h bei 50°C inkubiert. Fiir die
Acetosulfatierung wurde Chlorschwefelsdure und Essigsdureanhydrid in verschiedenen
Konzentrationen und Verhiltnissen in DMF zugegeben. Nach Abkiihlen auf RT, wurde die
Losung in 600 ml einer gesittigten alkalischen Losung von wasserfreiem Natriumacetat

dekantiert. Das Prizipitat wurde nach Waschen in Ethanol/Wasser  (8/2, v/v) und
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Deformylierung mit 1 M NaOH/Ethanol in Wasser gelost. Nach Einstellen des pH Wertes auf
7,5 wurde gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert.

Nicht-homogene Sulfatierung von Chitosan

1 g Chitosan wurde in 1% Essigsdure suspendiert, danach wurden 100 ml Methanol zugegeben.
Nach weiterer Zugabe von 100 ml 4% Natriumhydrogencarbonat wurde die Losung fiir 2 h
geriihrt. Nach Waschen in Methanol und DMF wurde das aktivierte Chitosan in 50 ml DMF
dispergiert. Fiir die direkte Sulfatierung wurde Chlorschwefelsdure in DMF in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben und bei 50°C fiir 3 h inkubiert. Das entstandene Chitosan-Sulfat
wurde durch Prézipitierung in 250 ml einer gesittigten alkalischen Losung von wasserfreiem
Natriumacetat gewonnen, anschlieBend in Wasser gelost, auf pH 7.5 eingestellt, gegen Wasser

dialysiert und lyophilisiert.

3.3. Charakterisierung der Reaktionsprodukte
NMR-Spektroskopie

Fiir alle NMR-Analysen wurden die Proben in D,O gelost. Die BC-NMR Spektren wurden bei
RT mit einem Bruker DFX 400 Spektrometer (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland) bei
einer Frequenz von 100.13 MHz, 30° Pulslinge, 0.3 s Aquirierungszeit und einer
Relaxationsverzogerung von 3 s aufgenommen. Es wurden zwischen 5.000 und 20.000 Scans

akkumuliert.

Fiir die "H NMR wurden die Spektren mit einem Bruker Advance III 600 Spektrometer (Bruker
Optik GmbH) bei RT bei einer Frequenz von 600 MHz, 2.6 s Aquirierungszeit und einer
Bandbreite von 12335 Hz durchgefiihrt. Es wurden 16 Scans akkumuliert.

Festphasen CP/MAS "N NMR wurde mit einem Bruker Avance 400 WB Spektrometer (Bruker
Optik GmbH) bei RT mit einer Kontaktzeit von 2 ms, einer Aquirieruungszeit von 20 ms und

einer Durchlaufbreite von 20325 Hz durchgefiihrt. Es wurden 80000 Scans akkumuliert.
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Elementaranalyse

Der Schwefelgehalt wurde mit einem Elementar-Analyse-Gerét Eltra CS 500 der Firma Neuss
(Deutschland) gemessen. Der Gehalt an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff wurden mit dem
Elementar Analyse Gerit Vario-El (Elementar, Hanau, Deutschland) determiniert. Der Gesamt

DSs wurde nach folgender Formel berechnet: Total DSg = (S%/32)/(N%/14).

Raman-Spektroskopie

Die Fourier-Transformierten-Raman-Spektren aller Proben wurden mit einem Bruker MultiRam-
Spektrometer (Bruker Optik GmbH) mit einer Fliissig-Stickstoff gekiihlten Ge-Diode als
Detektor aufgenommen. Ein cw-Nd-YAG-Laser mit einer Anregungswellenldange von 1064 nm
wurde als Lichtquelle zur Erzeugung der Raman-Streuung verwendet. Die Spektren wurden iiber
eine Bandbreite von 3500-100 cm™ mit einer Spektralauflosung von 3 cm’ aufgenommen. Jede
Probe wurde bei einer Laserleistung von 100 mW und einer Aufldsung von 3 cm™ zweimal mit
je 400 Scans gemessen. Aus beiden Messungen wurde ein mittleres Spektrum ermittelt, welches
fiir die qualitative und quantitative Auswertung mit der Spektroskopiesoftware OPUS Ver. 6.5
(Bruker Optik GmbH) im Wellenzahlbereich von 3070 — 2670 cm’ genutzt wurde.

3.4. Molmassenbestimmung

Die Molmassenbestimmung wurde mittels Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) mit einer
PSS Suprema 3000 Einheit und 100 A Siulen (Polymer Standard Service GmbH, Mainz,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit einem 410 Brechungsindex-Detektor
(Waters Corporation, Milford, MA, USA), wobei 0.1 mol/l NaCl als mobile Phase eingesetzt
wurde. Die Sdulen wurden mit Pullulan-Standarverbindungen kalibriert (Sigma-Aldrich, Buchs,
Schweiz) und die Analyse der Daten erfolgte mit einer Empower Pro-Software (Waters
Corporation, MA, USA). Das mittlere Molekulargewicht wurde nach folgenden Formeln

ermittelt.
Zahlenmittel: M, = Y'ic; NiM; / el N

Gewichtsmittel: My, = Yoy NiM;? / Yo Ni M,
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Die mittlere Anzahl der Monosaccharid-Einheiten ergab sich aus: DP, = M,, / MO (Molmasse

der mittleren Monosaccharid-Einheit).

N und M stehen fiir die Grofe unterschiedlicher Molfraktionen, f fir die Anzahl der Molekiile

der einzelnen Molfraktionen.

3.5. Untersuchung der Bindungsaffinitit

Es wurden je Probe 25 ng der Wachstumsfaktoren FGF-2 oder BMP-2 (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) mit 50 pul Heparin-Agarose-Mikropartikeln (Fluka, Saint Louis, USA) und 70 ul
Phosphat-gepufferte Saline (PBS) pH 7,4 fiir 30 min bei Raumtemperatur und 200 rpm inkubiert.
Nach Zentrifugieren bei 6000 rpm fiir 1 min und zweimaligem Waschen mit PBS, wurde mit
PBS auf das urspriingliche Volumen der Heparin-Agarose-Mikropartikel aufgefiillt. Zu je 50 ul
Heparin-Agarose-Mikropartikeln wurden 50 ul der derivatisierten Cellulosen bzw. Heparin zu
einer Endkonzentration von 10 mg/ml sowie 20 ul PBS zugegeben. Dann wurde wiederum fiir
30 min bei RT und 200 rpm inkubiert, wobei das kompetitive Ablosen der Wachstumsfaktoren
von den Heparin-Agarose-Mikropartikeln durch die zugegebenen Polysaccharide erfolgte. Nach
Zentrifugieren bei 6000 rpm fiir 1 min wurde der Uberstand (Polysaccharide + freigesetzter
Wachstumsfaktor) auf Kavitidten einer Slot-Blot Apparatur (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
tiberfiihrt und durch Anlegen eines Vakuums auf eine Cellulosenitrat-Membran (GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK) iibertragen.

Nach Blocken der Membran mit 2.5% Milchpulver in 20 mM Tris Buffer, 8,8 g NaCl und 0,05%
Tween 20 (TST) wurde der primare Antikorper in TST fiir 1h bei RT und 20 rpm appliziert. Die
folgenden primédren Antikdrper wurden in den angegebenen Verdiinnungen eingesetzt:
Maus-Anti-FGF2 (Sigma, Saint Louis, USA) : 1:300,

Maus-Anti-BMP-2 (R&D Systems, Wiesbaden- Nordenstadt, Deutschland): 1:1000.

Nach 3 maligem Waschen mit TST wurde die Membran mit Peroxidase gekoppeltem
sekundidrem Maus-Antikorper (Jackson Immuno Research, Suffolk, USA) in einer Verdiinnung
von 1:3000 in TST fiir 1h bei RT und 20 rpm inkubiert. Nach 3 maligem Waschen in TST
wurde die Membran fiir 5 min in ECL Plus Chemiluminescens-Reagenz (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) inkubiert. Nach Entfernen des Reagenz wurde die Chemilumineszens
mit einer CCD Kamera (Diana 2, Raytest, Straubenhardt, Deutschland), in Abhéngigkeit des
verwendeten primédren Antikorpers, fiir 10-30 min detektiert. Die densitometrische

Quantifizierung der Signale erfolgte mit ImageJ Software
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(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). Die Experimente wurden in zwei unabhingigen Blots
mit jeweils zwei Datenpunkten pro Polysaccharid durchgefiihrt, und Mittelwerte sowie

Standardabweichungen bestimmit.

3.6. Bestimmung der proteolytischen Stabilitit von FGF-2
3.6.1. Proteolytischer Verdau

Es wurden 4,5 pul FGF-2 Losung (50 pug/ml in PBS pH 7.4, Invitrogen) mit 4,5 ul ansteigender
Konzentrationen der derivatisierten Cellulosen bzw. Heparin in PBS pH 7.4 und 4,5 pul frisch
hergestellter Trypsin-Losung (10 pg/ml in Tris-HCI1 pH 7.5) fiir 16 h bei 37°C inkubiert. FGF-2
ohne Polysaccharide und mit Trypsin sowie FGF-2 ohne Polysaccharide und ohne Trypsin und
wurden als Negativ- bzw. Positiv-Kontrollen verwendet. Die Proben wurden mit 4,5 pl
Probenpuffer (0,375 M Tris-HCI pH 6,8; 12% SDS; 60% Glycerol; 0,015 % Bromphenol-Blau
und 1% pB-Mercaptoethanol) gemischt und auf ein 14 % igen Polyacrylamid-SDS-Glycin-Gel
(Serva, Heidelberg, Deutschland) aufgetragen. Zunéchst wurden die Proben fiir 10 min bei einer
Stromstéirke von 10 mA und anschlieBend fiir 90 min bei 20 mA und 125 V in Laemmli-Puffer
(25 mM Tris-HCI pH 8,8; 192 mM Glycin; 0,1% SDS) in einer vertikalen Gel-Kammer
(NOVEX, Mannheim, Deutschland) aufgetrennt. Die Protein-Banden wurden durch Silber-
Farbung (Serva) nach den Angaben des Herstellers visualisiert. Nach Aufnahme des Gels in
einem Gel-Imager (Intas, Gottingen, Deutschland) wurden die Banden mittels Image J software

(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html) densitometrisch ausgewertet.

3.6.2. Inhibierung von Trypsin durch Polysaccharide

Zur Untersuchung, ob die Trypsin-Reaktion durch die Polysaccharide inhibiert wird, wurde N-o-
Benzoyl-DL-Arginin-p-Nitroanilin Hydrochlorid (BAPNA) verwendet. Durch Abspaltung von
p-Nitroanilin durch Trypsin erfolgt ein Farbumschlag. Es wurden 500 pl BAPNA (100 pg/ml in
20 mM CaCl,) mit 250 ul ansteigenden Konzentrationen der Polysaccharide in PBS pH 7,4 und
250 pl Trypsin (10 pg/ml in Tris-HCI1 pH 7.5) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde
bei 385 nm im UV/VIS Spectrophotometer (Specord 200, Analytik Jena, Deutschland)
quantifiziert. Eine Hemmung von Trypsin durch die Polysaccharide fiihrte zu einer verringerten

Absorption bei 385 nm.
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3.7. Zellen und Zellkultivierung
3.7.1. Zellen

In den biologischen Untersuchungen wurden Zell-Linien und primire Zellen verwendet. Alle
Zellen wurden adhdrent mit Fliissig-Ndhrmedien der Firma Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

bei 37°C und einer Atmosphire von 5% CO, kultiviert.

Zell-Linien:

3T3-L1 Maus Fibroblasten sind ein Unterstamm von 3T3 Fibroblasten (Swiss albino), welche
urspriinglich aus einem Maus-Embryo im Jahr 1962 isoliert wurde. 3T3-L1 Fibroblasten wurden
tiber die Firma ATTC (Produkt Nr.: CRL-1427, American Type of Culture Collection, Manassas,
VA, USA) bezogen. Die Zellen differenzieren bei Konfluenz in preadipdse oder adipose Zellen
aus. Die Kultivieruung erfolgte in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM), 10%
fetalem Rinderserum (FBS), 2 mM L-Gluthamin (Biochrom) und 1% Penicillin-Streptomycin-
Fungizone (PSF, Promocell, Heidelberg, Deutschland).

Die Maus-Myoblasten Zelllinie C2C12 ist ein Subklon, welcher vom Maus-Stamm C31+
abstammt. Neben seiner Eigenschaft in kurzer Zeit Muskelfasern zu bilden differenziert er unter
dem Einfluss von BMP-2 in eine Osteoblasten-Linie. C2C12-Zellen wurden iiber die Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Germany, Produkt Nr.:
ACC 565) bezogen. Die Kultivierung erfolgte in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium
(DMEM), 10% FBS, 2 mM L-Gluthamin, 100 U/ml Penecillin und 100 pg/ml Streptomycin

(alles von Biochrom).

Die mesenchymale und multipotente Zell-Linie C3H/10T1/2 (Klon 8) zeigt osteogene,
chondrogene und adipogene Differenzierung unter dem Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren, Hormone und Vitamine. Die Linie neigt zur Inhibierung der Zellteilung bei
Post-Konfluenz. Die Zellen wurden 1972 von einer Linie C3H embryonaler Maus-Zellen isoliert
und ebenfalls von der Firma ATTC erworben (Produkt Nr.: CCL-226). Die Zellen wurden in
Basal Eagle-Medium mit Earle's Salzen (BME), 10% FBS, 2 mM L-Gluthamin, 100 U/ml
Penecillin und 100 pg/ml Streptomycin (Biochrom) kultiviert.
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Primire Zellen:

Aus dem Knochenmark isolierte, humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden {iiber die
Tulane University (Center of Gene Therapy, New Orleans, USA) bezogen. Diese Zellen konnen
chondrogen, osteogen, adipogen oder zu Nervenzellen differenzieren [87]. Die Zellen sind groB,
mit vielen Auslidufern versehen und haben eine geringe Teilungsrate. Die Anzucht erfolgte in
Alpha-Medium (aMEM) mit 16,5% FBS, 2 mM L-Gluthamin und (Biochrom) und 1% PSF

(Promocell).

3.7.2. Passagieren von Zellen

Nach Absaugen des Mediums wurden die adhédrenten, semikonfluenten Zellkulturen mit 10 ml
PBS gewaschen. Nach Absaugen des Puffers wurden die Zellen durch Zugabe von 1,5 ml 0,25%
Trypsin/0,02% EDTA abgelost. Dabei variierte die Inkubationszeit in Abhéngigkeit vom Zelltyp
(hMSC 12 min, Mausfibroblasten und Myoblasten 3-5 min). Die Trypsinierung wurde durch
Zugabe von 6 ml Medium/10% FBS gestoppt. Die Zellen wurden zur weiteren Vermehrung in

Zellkulturflaschen oder fiir Versuche in Loch-Platten ausgesiit.

3.8.  Zelluliire Assays zur Bestimmung von Zytotoxizitit, Proliferation und

Differenzierung
3.8.1. Toxizititsstudien

Zur Bestimmung der Toxizitidt wurde die Lebensfihigkeit von 3T3-L1 Maus-Fibroblasten nach
Inkubation mit den Cellulose-Derivaten mittels QBlue-Assay (BioChain, Hayward, USA)
ermittelt. Der Assay basiert auf der Reduktion des Farbstoffes Resazurin zum
hochfluoreszierenden Resorufin durch zellulire Reduktasen. Die derivatisierten Polysaccharide
und Heparin wurden dazu in DMEM ohne Zusatz von FBS gelost. Zusétzlich wurde 1% Insulin-
Transferrin-Selen A (ITS, Gibco, NewYork, USA) als Serum-Ersatz zugegeben. Insulin bewirkt
die Glucose- und Aminosidure-Aufnahme in die Zellen. Dariiber hinaus zeigt es durch Bindung
an den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-Rezeptor mitogene Effekte. Transferrin gewihrleistet
die Eisen-Aufnahme in die Zellen und setzt die toxische Wirkung von Sauerstoff-Radikalen
herab. Selen ist ein enzymatischer Cofaktor, welcher die Glutathion-Peroxidase aktiviert und

damit ebenfalls zur Detoxifizierung von Sauerstoff-Radikalen beitrigt.
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Die 3T3-L1 Fibroblasten wurden mit 40.000 Zellen/Kavitit in 96 Loch-Platten in DMEM/10%
FBS und 1% PSF ausgesit und fiir 48 h kultiviert (konfluentes Wachstum). Nach Waschen mit
DMEM ohne FBS wurden je 200 ul der Polysaccharide in Konzentrationen von 10 pg bis
1000 pg/ml zugegeben. Nach 24 h Inkubation bei 37°C wurde die Vitalitit der Zellen mit dem
QBlue-Assay gemessen. Die Fluoreszenz-Intensitit wurde nach Anregung bei 544 nm und
Emission von 590 nm mit einem Plattenphotometer (Fluostar Optima, BMG Labtech, Offenburg,
Deutschland) gemessen. Es wurden 4 Kavitidten je Derivat und Verdiinnungsstufe untersucht,

von denen Mittelwert und Standardabweichung berechnet wurden.

3.8.2. Bestimmung der Proliferation

Dazu wurden 3T3-L1 Fibroblasten in einer Dichte von 10.000 Zellen/Kavitit mit 50%
Konfluenz in schwarze 96 Loch-Platten, in DMEM mit 10% FBS und 1% PSF ausgesit. Nach
24 h Kultivierung bei 37°C wurden die Zellen mit DMEM ohne Zusatz von FBS gewaschen.
Dann wurden je 200 ul der derivatiserten Cellulosen bzw. Heparin in ansteigenden
Konzentrationen ohne, oder mit 10 ng/ml FGF-2 in DMEM ohne FBS zugegeben und fiir 48 h
bei 37°C inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des Gesamt-DNS Gehaltes mit einem
Quant-iT™  PicoGreen dsDNS Quantifizierungs-Assay ermittelt (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland). Die Fluoreszenz-Intensitit wurde mit einer Anregung von 485 nm und einer
Emission von 520 nm im Plattenphotometer (Fluostar Optima) gemessen. Es wurden 5 Kavititen
je Derivat und Verdiinnung bestimmt, von denen Mittelwert und Standardabweichung berechnet

wurden.

3.8.3. Quantifizierung der Alkalischen Phosphatase Aktivitit (ALP-Aktivitit)

Die Quantifizierung der Alkalischen Phosphatase Aktivitat wurde mit C3H/10T1/2 und C2C12
Maus-Zellen sowie hMSC aus dem Knochenmark durchgefiihrt. C3H/10T1/2 Zellen wurden
zundchst mit einer Dichte von 3,6 x 10* Zellen/Kavitit in 96 Loch-Platten ausgesit (konfluentes
Wachstum). Nach 24 h wurden BMP-2 und ansteigende Konzentrationen der Polysaccharide in
BME/10% FBS, mit oder ohne Zusatz von 50 upg/ml Ascorbinsdure-2-Phosphat, 10 mM
B-Glycerophosphat und 0,1 uM Dexamethason zugegeben. In spiteren Experimenten zur
Untersuchung ausgewihlter Derivate wurden 1.5 x 10° Zellen/ Kavitit in 96 Loch-Platten
ausgesit. Nach vier Tagen Kultivierung (semikonfluentes Wachstum) in BME/10% FBS wurde

zu Medium/10% FBS mit BMP-2, ansteigenden Konzentrationen der Polysaccharide sowie
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50 ug/ml Ascorbinsdure-2-Phosphat, 10 mM B-Glycerophosphat und 0,1 pM Dexamethason
gewechselt. Das Medium wurde nach 3 Tagen erneuert und die ALP-Aktivitdt nach nochmals

drei Tagen gemessen.

C2C12 Zellen wurden mit einer Dichte von 2 x 10%/Kavitiit in 96 Loch-Platten in DMEM/10%
FBS ausgesit (semikonfluentes Wachstum). Nach 24 h wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und zu Medium mit 2% FBS, ansteigenden Konzentrationen der Polysaccharide
sowie ohne als auch mit BMP-2 in unterschiedlichen Konzentrationen gewechselt. Die Messung

der ALP-Aktivitit erfolgte nach 72 h.

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden mit einer Zelldichte von 1 x 10°
Zellen/Kavitit in 96 Loch-Platten in Alpha-Medium mit 16,5% FBS ausgesit. Nach drei Tagen
(semikonfluentes Wachstum) wurde zu Alpha-Medium mit 10% FBS mit verschiedenen BMP-
Konzentrationen gewechselt. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die Quantifizierung der ALP-

Aktivitit.

Bestimmung ALP-Aktivitit: nach einmaligem Waschen mit 200 ul PBS wurden die Zellen durch
Zugabe von 40 ul 0,5 % Triton 100 in destilliertem Wasser fiir 30 min (RT) bei 300 rpm lysiert.
Dann wurden 20 pl des Lysates in eine neue 96 Loch-Platte iiberfiihrt und 40 pl einer 1 mg/ml
p-Nitrophenylposphat-Losung (Roth, Carlsruhe, Deutschland) in 0,5 M 2-Amino-2-Methyl-1-
Propanol Puffer (AMP) pH = 10.3 zur Bestimmung der ALP-Aktivitit zugesetzt. Aufgrund der
hohen ALP-Expression wurde bei C2C12 Zellen schon nach 15 min, bei C3H10T1/2 Zellen und
hMSC jedoch erst nach 90 min Inkubation bei 37°C die Absorption bei einer Wellenlidnge von

405 nm im Plattenphotometer (Fluostar Optima) gemessen.

3.8.4. Bestimmung des Gesamt Protein-Gehaltes

Die Quantifizierung des Gesamt Protein-Gehaltes diente als Marker zur Bestimmung der Anzahl
lebender Zellen. Zu den restlichen 20 ul des Zell-Lysates der ALP-Aktivitits Bestimmung
wurden 80 ul Bichinoninsdure (BCA, Pierce, Rockford, USA) mit 0,08 %Cu(I)SO,4 gegeben und
fir 20 min (RT) inkubiert. Die zweiwertigen Kupfer-lonen reagieren mit Proteinen zu
einwertigen lIonen, welche an Bichinoninsdure binden und einen violetten Farbumschlag

bewirken. Die Absorption wurde bei 550 nm im Plattenphotometer (Fluostar Optima) gemessen.
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3.8.5. Histochemische Darstellung der ALP-AKtivitiit

C2C12 Myoblasten wurden mit einer Dichte von 1,12 x 10° Zellen/24 Lochplatten
(semikonfluentes Wachstum) in DMEM/10% FBS ausgesidt. Nach 24 h wurden BMP-2 und
verschiedene Konzentrationen der Polysaccharide in DMEM mit 2% FBS zugegeben. Nach 72 h
wurden die Kulturen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 5 % Glutaraldehyd fiir
15 min fixiert (RT). Nach absaugen und waschen mit PBS wurden je Kavitit 0,5 ml einer
0,17 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) und 0,33 mg/ml Nitro-Blau
Tetrazoliumchlorid (NBT, beide Applichem, Darmstadt, Deutschland) in 0,375 M AMP-Puffer
pH 10,3 zugegeben und fiir 1 h im Dunkeln inkubiert. BCIP wird dabei durch die Alkalische
Phosphatase hydrolysiert, was zur Bildung von 5-Brom-4-chlor-Indolyl fiihrt, welches wiederum
durch NBT oxidiert wird und in dimerisierter Form den tiefblauen Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4'-
dichlor-Indigo ergibt. NBT selbst wird dabei zu NBT-Formazan reduziert, wobei eine insgesamt
schwarz-violette Fiarbung entsteht. Nach Absaugen wurde die Reaktion mit 0,5 ml 20 mM EDTA
gestoppt. Anschlieend wurden mikroskopische Aufnahmen im Hellfeld mit 5 fach Objektiv
(Axiovert 100, Zeiss, Jena, Deutschland) angefertigt.

3.8.6. Quantifizierung der Mineralisierung

Die Quantifizierung des Ca**-Gehaltes beruht auf dem Herauslosen der Ca**-Ionen aus der
mineralisierten Matrix durch HCI und anschlieBende Quantifizierung mittels o-Cresolphtalein-
Complexon. o0-Cresolphthalein-3',3"-bis-Methylenimin-di-Essigsdure ist ein EDTA-artiger

Chelatbildner, welcher bei Bindung zweiwertiger Kationen einen Farbumschlag zu violett zeigt.

Embryonale C3H/10T1/2 Mauszellen wurden mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/Kavitiit in
24-Loch-Platten (konfluentes Wachstum) in BME/10% FBS ausgesit. Nach 24 h wurde BMP-2
und verschiedene Konzentrationen der Polysaccharide bzw. Heparin in DMEM/10% FBS, mit
10 mM B-Glycerophosphat und 50 uM Ascorbinsdure-2-Phosphat zugegeben. Die Zellen
wurden fiir 21 Tage kultiviert (jeden zweiten Tag erfolgte ein Wechsel des Mediums). Dann
wurde das Medium abgesaugt und zweimal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 0,25 ml
0,6 N HCI wurde fiir 12 h bei 37°C inkubiert. Die Losung wurde in 1,5 ml Reaktionsgefifle
tiberfithrt und je 0,25 ml einer 0,16 mM o-Cresolphtalein-Complexon Losung in 1,586 M
AMP-Puffer pH 10,7 zugegeben. Die Absorption wurde bei 570 nm im Plattenphotometer
(Fluostar Optima) bestimmt. Es wurden 3 Kavitidten je Derivat und Verdiinnung untersucht von

welchen Mittelwert und Standardabweichung berechnet wurden.
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3.8.7. Histochemische Charakterisierung der Mineralisierung

Das in der extrazelliren Matrix gebundene Ca”* kann durch Alizarinrot sichtbar gemacht werden.
Dieser rote Farbstoff besitzt neben zwei Hydroxylgruppen an einem der beiden Benzolringe auch
eine Sulfatgruppe. Das Alizarin-Rot bindet dann iiber die Sulfat-Gruppe an die positiv geladenen
Tonen Ca** -Tonen der ECM. Es kommt dadurch zu starker Rot-Firbung von Regionen mit hoher

Ca”*-Einlagerung.

Embryonale C3H/10T1/2 Mauszellen wurden mit einer Dichte von 4 x 10° Zellen/Kavitit in 12
Loch-Platten (konfluentes Wachstum) in BME/10% FBS ausgesit. Nach 24 h wurde zu
DMEM/10% FBS mit verschiedenen Konzentrationen der Polysaccharide und BMP-2
gewechselt. Die histochemische Auswertung erfolgte nach 21 Tagen, wobei das Medium aller
zwei Tage gewechselt wurde. Nach Absaugen des Mediums und Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit 4% Formaldehyd (Roti-Histofix, Roth, Karlsruhe, Deutschland) fiir 15 min fixiert
(RT). Nach nochmaligem Waschen mit PBS wurden je Kavitit 0,5 ml 2% Alizarinrot S in
destilliertem Wasser (pH 4,1 — 4,3) zugegeben und fiir 10 min im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte
ein dreimaliges Waschen mit destilliertem Wasser. Nach Zugabe von 1 ml Wasser wurden
mikroskopische Aufnahmen (Axiovert 100, Zeiss, Jena, Deutschland) im Hellfeld mit 10 fach
Objektiv angefertigt.

3.8.8. Lebend-Zellfirbung

Der Nachweis lebender Zellen erfolgt durch Aufnahme von Fluoreszein-Diacetat in lebende
Zellen, und anschlieBender Spaltung dieser Substanz durch intrazelluldre Esterasen. Dadurch
entsteht ein fluoreszierendes Produkt, das in der Zelle akkumuliert und fluorimetrisch
nachgewiesen werden kann. Nach Absaugen des Mediums wurde 1 ml Fluoreszein-Diacetat (5
mg/ml in Aceton) auf die Zellen gegeben. Nach 5 min Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden
Aufnahmen unter dem Fluorezens-Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Jena, Deutschland) bei einer

Anregung von 485 nm und einer Emmission von 520 nm angefertigt.
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3.9. Nachweis osteogener Marker-Gene mit RT-PCR

Die Untersuchung der Gen-Expression wurde mittels semi-quantitativer RT-PCR (Reverse-
Transkription Polymerase-Ketten-Reaktion) durchgefiihrt. Dazu wurden C2C12 Zellen mit einer

Dichte von 9,2 x 10* in 12 Loch-Platten in DMEM/10% FBS ausgesit.

Nach 12 h wurde zu DMEM mit 2% FBS, 200 ng/ml BMP-2 und verschiedenen
Konzentrationen der Polysaccharide gewechselt. Nach 48 h (ca. 80% Konfluenz) wurde die
Gesamt-RNA mit Trizol RNS/DNS/Protein Isolations-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) nach den Anleitungen des Herstellers isoliert. Die RNA Konzentration wurde
durch den Quotienten der Absorptionswerte Assonm/Azsonm 1M UV/Vis-Spektrometer (Specord

200, Analytik Jena AG, Jena, Deutschland) bestimmt.

Die komplementire DNS (cDNS) wurde aus 1,2 pg RNA mit RevertAid™ M-MulV Reverser
Transkriptase (Fermentas, ST.Leon-Rot, Deutschland) und OligoT Primern bei 42°C fiir 1 h und
70°C fiir 10 min synthetisiert. Die Amplifizierung der zu untersuchenden Gene erfolgte durch
PCR mit TagDNS Polymerase (Fermentas, ST.Leon-Rot, Deutschland) im Thermo-Cycler (DNS
Engine, MJ Research, Waltham, USA) nach den Angaben des Herstellers. Die PCR wurde mit
folgendem Programm durchgefiihrt: Zyklus 1: 95°C fiir 3 min, danach 30-40 sich wiederholende
Zyklen mit 95°C fiir 30s, 56°C fiir 30 s und 72°C fiir 1 min. AbschlieBende Inkubation bei 72°C

fiir 7 min und Herunterkiihlen auf 4 °C.

Oligonukleotid-Primer fiir die in Tabelle 1 aufgefiihrten Gene wurden verwendet. Mit Ausnahme
von Bone Sialoprotein und Runx2 (40 Zyklen) wurde die PCR mit 30 Zyklen durchgefiihrt. Die
Proben wurden nach Abschlufl der Reaktion auf ein 1 % iges Agarose-Gel mit 2 pl 1% igem
Ethidiumbromid aufgetragen und bei 80 V und 40 mA fiir 1 h aufgetrennt. Die DNS-Banden
wurden mit einem Gel-Imager (Intas, Gottingen, Deutschland) visualisiert und mit Image]
Software (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html) densitometrisch ausgewertet. Es wurden 3
Kavititen je Derivat und Verdiinnung untersucht von welchen Mittelwert und

Standardabweichung berechnet wurden.
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Gen-Bezeichnung

Vorwirts-Primer (3’-5)

Riickwirts-Primer (3°-5")

Glycerinaldehyd-Dehydrogenase

GCACAGTCAAGGCCGAGAATG G

CAGTGGATGCAGGGATGATGTTCT

Osteocalcin

GCCCTGGCTGCGCTCTGTCTC

GATGCGTTTGTAGGCGGTCTTCA

Bone Sialoprotein

TACCGGCCACGCTACTTTCTTT

CCTCCTCTGCTTCGGCTTCTTCTC

Collagen Ial GATGGGTCCCCGAGGTCTGC TTGGCACCAGTGTCTCCTTTGTTG
Runx?2 TCCCCCTTCCTCTTCCCTTATCTC TGGCTCCTCCCTTCTCAACCTCTA
Noggin GCGAGATCAAAGGGCTGGAGTTC TGGTTGGAGGTGGTGGGGGTAGG
Osterix CTGGGGAAAGGAGGCACAAAGAA | AGGGGAGCAAAGTCAGATGGGTAA

Tabelle 1: Sequenz der fiir die RT-PCR genutzten Oligonukleotid-Primer.
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4. Ergebnisse

Teil I: Chemie

4.1. Derivatisierung von Cellulosen

Die Herstellung von Cellulose-Derivaten wurde {iiber Sulfatierung, Oxidation und
Carboxymethylierung von Cellulose durchgefiihrt. Fiir eine Sulfatierung mit abgestuftem
Sulfatierungsgrad (DSs) in 6-O- und 2-O-Position wurden verschiedene Synthesewege genutzt.
In Produkten mit einem Gesamt DSg < 1 wurden im zweiten Syntheseschritt Carboxylgruppen

bzw. Carboxymethylgruppen eingefiihrt.

Die Bezeichnung der Reaktionsprodukte erfolgte entsprechend des maBgeblichen Substituenten
und dessen Gesamt Derivatisierungsgrad. AusschlieBlich sulfatierte Cellulosen wurden mit
CS-X, carboxylierte Cellulose-Sulfate mit CO-X, und carboxymethylierte Cellulose-Sulfate mit
CM-X bezeichnet. Hat ein carboxymethyliertes Cellulose-Sulfat einen Carboxy-

methylierungsgrad von 1,47 und einen Gesamt-Derivatisierungsgrad von 1,78, heifit es CM-1.47.

4.1.1. Synthese von Cellulose-Sulfaten

Cellulose-Sulfate mit abgestuftem Sulfatierungsgrad in 2-O- und 6-O-Position konnten
synthetisiert werden. Die Verteilung und der Grad der Substitution wurden mit BC-NMR
ermittelt (Abb. 7b-d). Eine Sulfatierung an Ce-Positionwar durch eine Verschiebung von 60 ppm
(C6) zu 66.4 ppm (parts per million) (Cés) zu erkennen, zunehmende Peak-Flachen weisen auf
eine ansteigende Sulfatierung der Derivate an Cg hin. Die Sulfatierung an C,-Position ist durch
eine Verschiebung von 74.7 ppm (C2) nach 80.8 ppm (C2s) sichtbar. Das unsubstituierte Cs-
Signal war bei 73.9 ppm (C3) zu finden. Obwohl eine leichte Zunahme der Peakfldche bei
82 ppm (C3s) zu sehen war, nahm die Internsitdt des Cs-Signals bei 73.9 ppm nicht ab. Der
Anstieg bei 82 ppm ist deshalb auf eine breite Ausdehnung des C2g Peaks zuriickzufiihren (Abb.
7d), folglich liegt keine Cs-Sulfatierung vor. Signale fiir Acetylgruppen wurden nicht gefunden.
Fiir Heparin (Abb. 7a) war die Sulfatierung an C¢ ebenfalls durch eine Verschiebung von 60 zu
66.4 ppm erkennbar. Die Signale fiir substituiertes und unsubstituietrs C, ergaben einen
gemeisamen Peak bei 58 ppm. Deshalb wurde die Anwesenheit von Sulfatgruppen in C, beider
Wiederholungseinheiten durch ein Verlagerung des C; Signals von 102.5 ppm (C1) nach 99.8
und 97.2 ppm (Clg) verifiziert. Eine Zuordnung der Signale zur 2-O- oder 2-N-Position war
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Abbildung 7. BC-NMR Spektrum (180-50 ppm) in D,O bei RT a) Heparin, b) CS-0.37, c¢) CS-0.92, d) CS-1.80.

Tabelle 2: Synthese von CS mit Chlorschwefelsdure oder Schwefelsdure als sulfatierendes Agens unter
verschiedenen Reaktionsbedingungen.

Proben Ausgangs- Molares  Temperatur’ DSs (PC-NMR)*
material  Verhiltnis® (°C)

DSss  DSs»  DSs3  Total
CS-0.31  C25A 2,35/0 RT 0.24 0.07 0 0.31
CS-0.37 AC 0.85/8 60 0.33 0.04 0 0.37
CS-0.39 IC 0.85/8 70 0.36 0.03 0 0.39
CS-0.40 MCC 0.85/8 70 0.38 0.02 0 0.40
CS-0.43 MCC 0.55/8 50 0.38 0.05 0 0.43
CS-0.58 IC 0.85/8 50 0.52 0.06 0 0.58
CS-0.66 AC 0.85/8 40 0.60 0.06 0 0.66
CS-0.92 AC 3/8 50 0.77 0.15 0 0.92
CS-0.97 MCC 3/8 50 0.73 0.24 0 0.97
CS-1.57 MCC 3/8 50 1 0.57 0 1.57
CS-1.69 MCC 3/8 50 1 0.69 0 1.69
CS-1.80 MCC 45/0 RT 1 080 nd. 1.80
CS-1.94 MCC 13/0 RT 1 094 nd. 194

* Molares Verhiltnis in mol sulfatierendes Agens/Acetylierendes Agens pro mol Anhydro-Glucosamine-Einheit.
(AGU). Schwefelsdure fiir CS-1.57 und CS-1.69, Chlorschwefelsédure fiir die anderen Derivate.

® Alle Proben bei RT wurden mit direkter Sulfatierung hergestellt. Die Reaktionsdauer betrug 5 h. Fiir CS-1.57, CS-
1.80 und CS-1.94 jeweils 6, 6 bzw. 3 h.

“ DS Werte der Sulfat Gruppen an Kohlenstoff Cg, C,und C, mit BC-NMR kalkuliert.
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hierbei jedoch nicht moglich [141]. Der Peak bei 175 ppm (Cécoo) reprisentiert die
Anwesenheit von Carboxylgruppen an C¢ (Abb. 7a).

Wie in Tabelle 2 zu sehen, erfolgte die Sulfatierung regioselektiv bevorzugt an Cg-Position und
wurde anhand der integrierten Peak Flichen der 3C_NMR berechnet [142]. CS mit einem DSgq
von 1,0 zeigten auch eine stark ansteigende Substitution in der C,-Position bis hin zu einer

nahezu vollstandigen C,-Sulfatierung fiir das Derivat CS-1.94 (Tab.2).

Die Einstellung des Sulfatierungsgrades konnte durch die Reaktionsbedingungen gesteuert
werden. Sehr niedrige DSs-Werte wurden unter Verwendung von Cellulose-2.5-Acetat erreicht,
(Tab. 2), da keine Substitution der Acetylgruppen durch Chlorschwefelsdure moglich ist.
Niedrigere Reaktions-Temperaturen und ansteigende Mengen an Chlorschwefelsédure fiihrten
prinzipiell zu ansteigendem Sulfatierungsgrad (Proben CS-37 bis CS-0.97). Im Fall von CS-0.37
fiihrte das hohe Molekulargewicht (bei gleichzeitig niedrigerer Temperatur) von nativer
Cellulose zu niedrigerem DSs. Eine weitere Erhohung der Sulfatierung wurde durch
Verwendung von Schwefelsdure (Proben CS-1.57 und CS-1.69) erreicht, was zu vollstandiger
Sulfatierung an Ce-Position fiihrte. Der hochste DSs wurde nach direkter Sulfatierung, allerdings
auch mit stark ansteigendem Gehalt an sulfatierendem Agens erzielt (CS-1.94). Da alle Derivate

wasserloslich waren, konnten sie fiir weitere homogene Syntheseschritte genutzt werden.

4.1.2. Carboxylierung von Cellulose-Sulfaten

Die Einfithrung von Carboxyl-Gruppen erfolgte an Cellulose-Sulfaten mit einem DSg¢ von 0,33
bis 0,73 iiber eine Oxidation der primédren Hydroxylgruppe mit 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-
Oxyl Radikal (TEMPO) [143]. Es entstanden damit Cellulose-Derivate mit SO3;/COO
Mischfunktionalisierung an Cg-Position, sowie SOsFunktionaliserung an C,-Position, was
prinzipiell der Anordnung in Heparin entspricht. Fiir das oxidierte Cellulose-Sulfat CO-0.67 war
im " C-NMR-Spektrum das Vorhandensein von Carboxylgruppen durch einen Peak bei
175.5 ppm (C6coo) zu erkennen (Abb. 8b). Das Ausgangssignal fiir unsubstituiertes C¢ bei
60 ppm (C6) ist im Vergleich zum Cellulose-Sulfat CS-0.37 (Abb. 8a) verschwunden. Das zeigt,
dass eine 100% ige Substitution an C¢ durch Carboxyl- und Sulfatgruppen fiir dieses Derivat
vorliegt. In Tabelle 3 sind die integrierten Peak Flichen der *C-NMR fiir die Carboxyl- und
Sulfatgruppen aufgefithrt. Im Fall niedrig sulfatierter Cellulosen fiihrten ansteigende
Konzentrationen der oxidierenden Agentien zu einer Erhohung des DScoo Wertes bis zu 0.67
(vollstindige Substitution der Cg-Position). Hoher sulfatierte CS konnten selbst durch hohere

Menge an oxidierendem Agens nicht vollstindig an C¢.Position oxidiert werden (CO-0.11).
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Abbildung 8. "C-NMR Spektren (200-40 ppm) von CS und CS mit Carboxyl- oder Carboxymethyl-Gruppen in
D,0 bei RT: a) CS-0.37, b) CO-0.67 und ¢) CM-1.01.

Tabelle 3: Oxidation von CS mit TEMPO/NaB1/NaOCl bei RT und pH 10.5 in Wasser.

Proben  Ausgangs Molares Verhiltnis (mol pro Reaktions DS (*C-NMR)
material mol primire OH-groups) dauer (h)
TEMPO NaBr NaClO DSss* DSs>* DScoo”
Heparin 043 0.83 0.54
CO-0.11  CS-0.97 0.05 1.5 8 1 0.73 0.24 0.11
CO-0.31 CS-039  0.0275 0.85 4 2 036 0.04 0.31
C0O-0.67 CS-0.37 0.1 3 16 3 0.33 0.04 0.67

“ DS Werte der Sulfat-Gruppen an Cg oder C,, mit *C-NMR kalkuliert.
® DS Werte der Carboxyl-Gruppen an Cg, mit *C-NMR kalkuliert.

4.1.3. Carboxymethylierung von Cellulose-Sulfaten

Die Carboxymethylierung mit Chloressigsdure erfolgte an C,-, C3- und Cg-Position zuvor
sulfatierter Cellulosen. Im *C-NMR-Spektrum entsprachen neue Signale bei 82.7 (C3cm/ C2em)
und 69.3 ppm (C6cm) den Carboxymethyl-Gruppen an den entsprechenden Positionen (Abb. 8c).
Zusitzliche Signale fiir die eingefiihrten Methylen-Gruppen sind bei 71.8, 70.9 und 70.2 ppm
(C72.,6) zu erkennen (Abb. 8c). Aufgrund der kaum getrennten Signale wurden die DScy Werte
mit Hilfe der 'H-NMR Spektren kalkuliert (Abb. 9). Mehrere Signale fiir die 2-O-Substitution
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resultieren dabei aus unterschiedlichen Isomer-Formen der Glukose-Untereinheit. In Tabelle 4 ist
zu sehen, dass eine graduell ansteigende Carboxymethylierung aller drei Positionen mit einem
maximalen Gesamt-DScy von 1,47 erreicht wurde. Die einzelnen Positionen zeigten eine
Reaktivitit in der Reihenfolge C¢> C,>> Cs. In Isopropanol (IPA) wurde bevorzugt an Cs- und
C,-Position substituiert, wobei die Anwendung einer erhohten Menge IPA zu ansteigender
Carboxymethylierung fiihrte (Tab. 4). Die Verwendung von DMSO war dagegen nachteilig, da
hohe Mengen, zusammen mit hoherer NaOH- und Chloressigsdure-Konzentration, nicht zu einer

hoheren Substitution als in IPA fiihrten (Tab. 4).

Abbildung 9: "H-NMR Spektrum (5.4-3.8 ppm) von CM-1.47 in D,O bei RT.

Tabelle 4: Carboxymethylierung von CS mit Chloressigsdure und NaOH bei 55°C fiir 5 h.

Probennr. Ausgangs-  Molares Verhiltnis  Losungsmittel DScm ("H-NMR)*
material (mol pro mol freier und Menge

OH-Gruppen der CS) (ml)

NaOH CICHQCOOH DSCM2 DSCM3 DSCM5
CM-1.01  CS-0.40 4 2 IPA 75 030 025 046
CM-1.09 CS-0.31 4 2 IPA 75 036 020 0.3
CM-1.25 (CS-043 6 3 DMSO 175 0.41 037 047
CM-1.47  CS-0.31 4 2 IPA 150 054 026 0.67

* DS Werte der Carboxymethyl-Gruppen an C,, Czund Cg, mit *C-NMR kalkuliert.
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4.2. Synthese von Chitosan-Sulfaten

Aufgrund der sehr geringen Loslichkeit von Chitosan in organischen Losungsmitteln wurde
dieses im ersten Reaktionsschritt in organischen Sduren gelost. Um eine klare Zuordnung der
Probenbezeichnungen zu den erzielten Sulfatierungsgraden in C,- und Cs-Position zu erhalten
wurde im Probenname zunichst der Gesamt- und dann der Ce-Sulfatierungsgrad genannt. Bei

einem DSg von 1,48 und einem DSgg von 0,83 lautet die Probenbezeichnung CHS-1.48-0.83.

4.2.1. Homogene Sulfatierung

Zur homogenen Sulfatierung wurde Chitosan in Ameisensdue gelost. Die Charakterisierung der
Proben erfolgte durch mehrere Methoden. Im *C-NMR Spektrum (Abb. 10) ist die sulfatierte
Ce-Position durch Erscheinen eines Peaks bei 67 ppm zu erkennen (Cé6g). Die Signale von C3
und C3g erschienen in einem gemeinsamen Peak bei 78,3 ppm, die Bestimmung des
Sulfatierungsgrades an C; erfolgte deshalb durch Subtraktion des Sulfatierungsgrades an Ce-
Position von dem durch Elementar-Analyse ermittelten Gesamt Schwefel-Gehalt. Da in C,-
Position dagegen kein Peak fiir eine Sulfatierung zu erkennen war, lag folglich auch keine C,-
Sulfatierung vor. In der ISN-NMR wurde ebenfalls nur ein Peak identifiziert, welcher die nicht
sulfatierte Aminogruppe reprisentiert (Abb. 11). Es liegt demnach auch keine Sulfatierung der 2-
N-Position vor, was auf eine 100% ige Formylierung der Aminogruppe durch Ameisensdure

zuriickzufiihren ist.

Da die Anzahl der synthetisierten und charakterisierten Proben einen wesentlich groferen
Umfang annahmen, als in Tabelle 5 dargestellt, sind nur Proben aufgefiihrt, die auch in spiteren
biologischen Untersuchungen genutzt wurden. Der Einfluss der wichtigsten Versuchsparameter
auf die Position und den Grad der Sulfatierung soll hier nur kurz beschrieben werden. So hatte
die Menge an Ameisensdure entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse. Ohne Ameisensidure
erfolgte keine Sulfatierung (Tab. 5, CHS0), was die Notwendigkeit des Losens in dieser
organischen Sdure verdeutlicht. Hohere Mengen an Ameisensédure fithrten dementsprechend zu
ansteigenden  Sulfatierungsgraden. Auch die Reaktionstemperatur beeinflusste den
Substitutionsgrad. So konnte bei Raumtemperatur eine vollstindige Sulfatierung an Cg-Position
erreicht werden (Tab. 5, CHS1.29-1.00). Die Anwendung von 50°C dagegen bewirkte niedrigere
Sulfatierungsgrade an dieser Position. Erwdhnenswert ist noch, dass im BC-NMR Spektrum
(Abb. 10) keine Signale fiir Formylgruppen zu finden waren, was auf eine vollstindige

Deformylierung nach der Synthese hinweist.
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Abbildung 10. "C-NMR Spektrum (110-40 ppm) von (a) Chitosan bei RT, (b) CHS1.59-0.93, (c) CHS1.58-1.00
und (d) CHS1.59-1.00 in D,0O.
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Abbildung 11. Festphasen CP/MAS "N-NMR Spektren (200-500 ppm mit ’N-Nitromethan als externer Standard)
von (a) CHS-1.67-1.00, (b) CHS-1.58-1.00, (c) CHS-1.61-1.00 und (d) CHS-1.48-1.00.

4.2.2. Nicht-homogene Sulfatierung von Chitosan

Bei der nicht-homogenen Sulfatierung wurde Chitosan in Essigsdure suspendiert. Dabei erfolgte
keine Funktionalisierung der Substituenten durch Acetylgruppen. Wie in Tabelle 5 zu sehen,

waren dabei fast alle Produkte vollstindig an Ce-Position sulfatiert (Tab. 5). Eine Erhéhung der
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Tabelle 5. Homogene und nicht-homogene Sulfatierung von Chitosan mit Chloressigséure.

Proben Menge FA® Molares Temperatur D836b DSsz+3b Total
/Losungs Verhiltnis® °O)
Dauer Reaktions

______________________________________________________________ Daverh)
CHS1.10-0.85 10ml/1h 6 dS 50/5 0.85 0.25 1.10
CHS1.29-1.00 20ml/1h 6 dS RT/5 1 0.29 1.29
CHS1.35-0.87 20ml/3h 13dS 50/3 0.87 0.48 1.35
CHS1.48-0.85 20ml/3h 6 dS 50/1 0.85 0.63 1.48
CHS1.59-0.78 20ml/3h 6 aS 50/3 0.78 0.81 1.59
.CHSO . 6dS  50/5 0 0 0
CHS1.59-1.00 6dS 70/ 3 1 0.59 1.59
CHS1.77-1.00 13dS 50/3 1 0.77 1.77

* Ameisensiure (FA) wurde nur zur homogenen Sulfatierung eingesetzt.

® Molares Verhiltnis in mol Chlorschwefelsiure pro mol AGU.

¢ DSs: DS an 6-0O-Position mit BC-NMR kalkuliert, Gesamt DSg entspricht Schwefel-Gehalt aus Elementaranalyse;
DS,.3s: DSg an 2-N- und 3-O-Position, entspricht der Differenz zwischen Gesamt DSg und DSgs; dS direkte
Sulfatierung, aS Acetosulfatierung.

Temperatur von 50° auf 70°C fiihrte, im Gegensatz zur homogenen Sulfatierung, nicht zu
verminderter Sulfatierung der Cg-Position, sondern zu einer Verringerung des Gesamt-
Sulfatierungsgrades. Die Nutzung hoherer Mengen an Chlorschwefelsidure fiihrte zu einer
Steigerung des Gesamt-DSg (Tab. 5). Wie bei der homogenen Synthese konnte im "N-NMR
Spektrum keine 2-N-Sulfatierung verifiziert werden (Abb. 11).

4.3. Molmassenbestimmung

Das Molekulargewicht von Glykosaminoglykanen und GAG-analogen Verbindungen hat
Einfluss auf die Wechselwirkung mit Wachstumsfaktoren [144]. Bei der Berechnung des
Gewichtsmittels (My,) geht das Quadrat der Molekulargewichte in die Berechnung ein (siehe
Material und Methoden), weshalb Fraktionen mit sehr hohem oder geringem Molekulargewicht,
aber geringer Abundanz unproportional stark ins Gewicht fallen. Da bei den von uns
synthetisierten Derivaten Fraktionen mit sehr hohem Molekulargewicht aber geringer Abundanz
vorhanden waren, berechneten wir stattdessen das Zahlenmittel (M,) [144]. Tabelle 6 zeigt die
M-, M;-, MO- und DP,-Werte einer Vielzahl, der in den spéteren biologischen Untersuchungen

genutzten Derivate, sowie Heparin. Ein auffillig kleines Molekulargewicht unter 20 kDa
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wurde dabei fiir die hochsulfatierte Cellulose CS-1.94, die niedrig sulfatierte Cellulose CS-0.39
sowie das carboxylierte Derivat CO-0.31 festgestellt.

Tabelle 6: Bestimmung des Molekulargewichtes von Cellulose- und Chitosan-Derivaten mit GPC (in Dalton).

Probe M,* M, MO® DP,¢
Heparin 16.660 15.150 264 57
CS-0.37 151.857 58.986 204 288
CO-0.67 35.626 25.088 223 112
CS-0.39 33.418 21.046 204 103
C0-0.31 27.255 19.440 216 90
CS-0.92 93.699 30.474 251 121
CS-0.97 95.349 46.865 257 182
CS-1.57 77.747 37.549 315 119
CS-1.69 220.517 55.704 336 166
CS-1.80 115.880 57.266 358 160
CS-1.94 32.442 19.972 381 52
CM-1.47 255.807 77.595 313 247

CHS1.25-0.80 516.774 126.871 289 438
CHS1.77-1-00 620.512 146.014 343 426

? Gewichtsmittel, b Zahlenmittel, © Molmasse der mittleren Monosaccharid-Einheit, 4 Anzahl der Monosaccharid-
Einheiten.
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Teil II: Biologie / Biochemie

Der Hauptteil der biologisch/biochemischen Untersuchungen wurde mit Cellulose-Derivaten
durchgefiihrt, da Chitosan-Sulfate erst im letzten Teil des Untersuchungszeitraumes zur
Verfiigung standen. Als Indikator fiir die Wirksamkeit der von uns synthetisierten Derivate

diente jeweils ein Vergleich mit nativem Heparin als Kontrolle.

4.4. Toxizititsstudien der Cellulose-Derivate

Die Bestimmung der Zytotoxizitit ist ein wichtiger Parameter zur Abschitzung der biologischen
Anwendbarkeit von Substanzen [145]. Wir untersuchten deshalb 27 Cellulose-Derivate mit
unterschiedlichem Derivatisierungsgrad, wobei niedrig sulfatierte Derivate mit eine DSg > 0,92
nur durch eine kleine Auswahl reprisentativer Proben dargestellt sind. In Abbildung 12 und 13
sind nur drei Konzentrationen des gesamten untersuchten Konzentrationsbereiches von 10 ng/ml
— 1 mg/ml dargestellt. Fiir die ausschlieBlich sulfatierten Cellulosen (Abb. 12) konnten sowohl
leichte Steigerungen als auch ein teilweise signifikanter Riickgang der Lebensfihigkeit
festgestellt werden, der jedoch vollig unabhingig von der Konzentration und vom
Derivatisierungsgrad der Derivate war. Die carboxylierten und carboxymethylierten CS fiihrten

zu keiner signifikanten Beeinflussung der Lebensfihigkeit (Abb. 13).

100 ng/ml 10 pg/ml 1 mg/ml
140 9 140 | ug/mi B 1 mg/m
o A o B
5120 5120
E | T £
T T

100 : 100
2 | * I 2
r— 80| L s = 80+
(] | ()
- 3
D60l D60l
< <
S 1 2
' 40 v 40
c L [ =
2 20 3 20
) i ) i
- + -

0 + + + + + + + + + 0

O ¢® o 1 ¢ o o > o 1 o® ok
Q‘??’le PR NN = PO (R (P (o, 8, D, D, =
PP PR o% il o% N slie el o% o% S R P e

Abbildung 12: Untersuchung der Zytotoxizitét der sulfatierten Cellulosen auf 3T3-L1 Fibroblasten mit MTT Assay.
3T3-L1 Fibroblasten wurden fiir 24 h mit ansteigenden Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. A) 100 pg/ml
der Derivate, B) 10 und 1000 pg/ml der Derivate. Die Werte repriasentieren Mittelwert + Standardabweichung (n =
4), Der Signifikanztest gegen die Kontrolle wurde mit dem Student’s Test ermittelt: *p < 0,002, verglichen zur
Kontrolle ohne Polysaccharid.
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Abbildung 13: Untersuchung der Zytotoxizitdt der carboxylierten und carboxymethylierten CS auf 3T3-L1
Fibroblasten mit MTT Assay. 3T3-L1 Fibroblasten wurden fiir 24 h mit ansteigenden Konzentrationen der
Polysaccharide inkubiert. A) 100 ug/ml der Derivate, B) 10 und 1000 pg/ml der Derivate. Die Werte reprisentieren
Mittelwert + Standardabweichung (n = 4).

4.5. Kooperative Wirkung von Cellulose-Derivaten mit FGF-2
4.5.1. Bindungsaffinitiit

Als wichtiger Parameter der Interaktion zwischen GAG-analogen Verbindungen und
Wachstumsfaktoren wurde die Bindungsaffinitdt mittels eines kompetitiven Versuchsansatzes
ermittelt (siche Material und Methoden). Wie in Abbildung 14 zu sehen, zeigten niedrig
sulfatierte Cellulosen mit einem DSg bis 0,92 keine signifikante Bindung zum Fibroblasten-
Wachstumsaktor 2 (FGF-2). Erst fiir CS-Molekiile mit einem DSg von 1,57 und mehr konnte
prinzipiell eine, mit deren Derivatisierungsgrad ansteigende Bindung an FGF-2 von bis zu 61%,
verglichen mit Heparin aus Schweinedarm, nachgewiesen werden. So wurde im Vergleich von
CS-1.94 gegeniiber CS-1.57 ein signifikanter Anstieg der Bindungsaffinitit von 40 % (p < 0,02)
verifiziert. Abbildung 15 zeigt, dass alle carboxylierten und zwei der carboxymethylierten CS
keine Bindung zu FGF-2 aufwiesen. Fiir zwei der carboxymethylierten Derivate, CM-1.09 und

CM-1.47 war eine Bindung von ca. 20%, verglichen zu Heparin, zu verzeichnen.
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Sulfatierte Cellulosen
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Abbildung 14: Bindungsaffinitit der sulfatierten Cellulosen an FGF-2 im Verhéltnis zum Derivatisierungsgrad.
FGF-2 wurde durch die Derivate kompetitiv von Heparin-Agarose-Mikropartikeln freigesetzt und im Dot-Blot
quantifiziert. Bindung ist gegen den Sulfatierungsgrad in C,- und Cg¢-Position aufgetragen. Die Werte reprisentieren
Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4).
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Abbildung 15: Bindungsaffinitit der carboxylierten und carboxymethylierten CS Cellulosen an FGF-2 im
Verhiltnis zum Derivatisierungsgrad. FGF-2 wurde durch die Derivate kompetitiv von Heparin-Agarose-
Mikropartikeln freigesetzt und im Dot-Blot quantifiziert. Die Bindung ist gegen den Gesamt-Derivatisierungsgrad
(Carboxymethyl- + Sulfatgruppen) in C,-, C;- und Ce-Position aufgetragen. Werte reprisentieren Mittelwerte =+
Standardabweichung.

4.5.2. Beeinflussung der FGF-2-induzierten Proliferation durch Cellulose-Derivate

Zur Untersuchung der Beeinflussung einer FGF-2-induzierten Proliferation durch die
synthetisierten Cellulose-Derivate, wurde eine Zellkultur aus embryonalen Mausfibroblasten
(Zelllinie 3T3-L1) genutzt, welche in Untersuchungen der Beeinflussung der FGF-2-induzierten

mitogenen Aktivitdt mit Heparin und heparinoiden Substanzen von anderen Autoren verwendet

wurde [112,113].
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4.5.2.1. Einsatz der Derivate in einer Konzentration von 1 mg/ml

Zunachst wurden alle 27 synthetisierten Cellulose-Derivate in einer Konzentration von 1 mg/ml
untersucht. Dabei wurde FGF-2 in Ubereinstimmung mit anderen Studien in einer Konzentration
von 10 ng/ml eingesetzt [112,113]. Die Ergebnisse in Abbildung 16A zeigen, dass alle niedrig
sulfatierten Cellulosen mit einem Gesamt-Sulfatierungsgrad bis zu 0,58 die Proliferation der
Zellen inhibierten. Ab einem Sulfatierungsgrad von 0,66 war eine Stimulierung der FGF-2-
induzierten Proliferation zu verzeichnen. Mit steigendem Gesamt-Sulfatierungsgrad erhohte sich
demnach auch die mitogene Wirkung der CS. Fiir das am hochsten sulfatierte Derivat CS-1.94
wurde eine Proliferation von 160%, verglichen mit 10 ng/ml FGF-2 allein, gemessen. Zwei der
drei carboxylierten Derivate (CO-0.31 und CO-0.11) zeigten eine leichte Erhchung der
Proliferation. CO-0.67, mit einem Carboxylieriungsgrad von 0,67 fiihrte dagegen zur
Unterdriickung der Zellteilung (Abb. 16B). Unter den carboxymethylierten CS bewirkte nur das
Derivat mit der hochsten Bindung (CM-1.09) eine leichte Verstirkung der FGF-2-induzierten
Proliferationsrate (Abb. 16B).
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Abbildung 16: Vergleich der Proliferationsraten nach Supplementierung mit FGF-2 und jeweils 1 mg/ml
unterschiedlicher Cellulose-Derivate in Abhingigkeit vom Derivatisierungsgrad. 3T3-L1 Fibroblasten wurden fiir
48 h mit 1 mg/ml der Derivate und 10 ng/ml FGF-2 inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des DNS-Gehaltes
mit Pico Green bestimmt. (A) sulfatierte Cellulosen, (B) carboxy(methyl)ierte CS. Die Werte reprisentieren den
Mittelwert + Standardabweichung (n = 5).

4.5.2.2. Verwendung der Derivate im Konzentrationsbereich von 1 pg/ml bis 1 mg/ml

Nicht nur die Art, die Position und der Grad der Derivatisierung, sondern auch die Konzentration
der GAG-analogen Verbindungen ist ein wichtiger Faktor fiir die Beeinflussung der Aktivitit

von Wachstumsfaktoren [112]. Wir untersuchten deshalb Konzentrationen zwischen 1 pg/ml
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bis 1 mg/ml der Derivate, wobei schon Konzentrationen von 1 pug/ml und weniger in Studien
anderer Autoren zur Beeinflussung der Aktivitit von FGF-2 fiihrten [113,102]. In den eigenen
Untersuchungen wurden nur sulfatierte Cellulosen mit einer Steigerung der Proliferation von
120 % im Versuch mit 1 mg/ml, sowie, mit Ausnahme des hochcarboxylierten Derivates
CO-0.67 (Hemmung der Proliferation bei 1 mg/ml), alle carboxylierten und carboxymethylierten
Cellulosen einbezogen. In Abbildung 17 ist eine starke Konzentrationsabhingigkeit der
Proliferation von den untersuchten Proben zu erkennen. Mit 1 mg/ml zeigten alle Cellulose-
Sulfate eine mit Heparin vergleichbare Proliferation zwischen 160 bis 195% (relativiert zur
Kontrolle mit FGF-2 allein). Von 500 bis herunter zu 1 pg/ml war prinzipiell eine stufenweise
konzentrationsabhédngige Steigerung der Proliferation von niedrig zu hoher sulfatierten Derivaten

zu beobachten (Abb. 17A/B)
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Abbildung 17: Vergleich der Proliferation in Abhéngigkeit von der Konzentration und der Art zugesetzter
Cellulose-Sulfate. 3T3-L1 Fibroblasten wurden fiir 48h mit 1 ug/ml bis 1 mg/ml der Derivate und jeweils 10 ng/ml
FGF-2 inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des DNS-Gehaltes mit Pico Green bestimmt. (A) Heparin und
mittelsulfatierte CS, (B) hochsulfatierte CS. Die Werte reprisentieren den Mittelwert + Standardabweichung (n =5).

Tabelle 7: Vergleich der zu einer signifikanten Proliferationssteigerung fiihrenden ED50-Werte sulfatierter
Cellulosen im Vergleich zu 10 ng/ml FGF-2 allein.

Proben ED50" % Proliferation”
Heparin 73,73 157,59
CS-0.92 303,10 134,61
CS-1.57 80,39 147,45
CS-1.69 13,73 143,32
CS-1.80 32,40 139,99
CS-1.94 <1 ug/ml 137,85

* effektive Dosis fiir 50% Aktivitit in ug/ml, ® Proliferation bei entsprechendem ED50-Wert.
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Das heiBit, mit steigendem Sulfatierungsgrad reichten immer geringere Mengen der
Cellulosesulfate aus, um eine Erhohung der Proliferation zu bewirken (Abb. 17). Die ED50-
Werte in Tabelle 7 verdeutlichen dies. Eine Ausnahme stellt CS-1.80 dar, das bei 10 pg/ml einen
hoheren ED50-Wert CS-1.69 aufwies. Natives Heparin bewirkte zwar mit 215% eine signifikant
hohere Proliferation bei 100 pg/ml als alle Cellulose-Derivate (p < 0,01), mit einer
Konzentration unter 100 pg/ml war jedoch keine Steigerung zur Kontrolle erkennbar. Bei den
carboxylierten CS wurde nur mit 1 mg/ml eine Steigerung der Proliferation bis zu 149% fiir
CO-0.11 beobachtet (Abb. 18A). Auch die carboxymethylierten CS fiihrten, mit Ausnahme von
CM-1.25, nur nach Einsatz der maximalen Konzentration von 1 mg/ml zu einer Steigerung der
Proliferation. CM-1.47 zeigte iiber den gesamten Konzentrationsbereich keine Steigerung der
FGF-2-induzierten Proliferation (Abb. 18B). In Konzentrationen unter 100 pg/ml fiihrten alle

carboxy(methyl)ierten Derivate zu einer leichten Unterdriickung der mitogenen Aktivitét.
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Abbildung 18: Vergleich der Proliferation in Abhingigkeit von der Konzentration an eingesetzten carboxylierten
und carboxymethylierten CS. 3T3-L1 Fibroblasten wurden hierzu fiir 48h mit 1 ug/ml bis 1 mg/ml der Derivate und
10 ng/ml FGF-2 inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des DNS-Gehaltes mit Pico Green bestimmt. Die Werte
sind relativiert zur Kontrolle mit FGF-2. (A) carboxylierte CS, (B) carboxymethylierte CS. Die Werte repridsentieren
den Mittelwert + Standardabweichung (n = 5).

4.5.3. Schutz von FGF-2 durch Cellulose-Derivate vor proteolytischem Abbau

In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob die mitogene Wirkung von Derivaten auf
eine erhohte Stabilitit gegeniiber Proteasen, und damit auf eine ldngere Halbwertzeit des
Wachstumsfaktors FGF-2 zuriickzufiihren ist. Zudem konnte ein geringerer Abbau von FGF-2
auch aus einer Hemmung von Proteasen durch die GAG-analogen Verbindungen resultieren. Es
wurde deshalb zunidchst der Einfluss ansteigender Polysaccharidmengen auf die Trypsin-

abhingige Spaltung von N-a-Benzoyl-DL-Arginin-p-Nitroanilin Hydrochlorid (siehe Material
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und Methoden) analysiert, wobei Trypsin als Modell-Protease eingesetzt wurde. Um die
Ergebnisse mit den vorangegangenen Zellteilungsexperimenten vergleichbar zu machen, wurden
in allen Versuchsansidtzen moglichst die gleichen Konzentrationen an Polysacchariden (1-500
pg/ml), eine Inkubationstemperatur von 37°C und eine Langzeitinkubation von 16 h angewendet.
Mit Ausnahme der hochsulfatierten Cellulose CS-1.94 fiihrte keine der untersuchten Proben bis
zu einer Konzentration von 100 pug/ml zu einer Trypsin-Hemmung (Abb. 19A). Demnach ist
eine geringe Hemmung von Trypsin nur bei sehr hohen Konzentrationen iiber 100 pug/ml an

Cellulose-Derivaten oder bei sehr hohem Sulfatierungsgrad der Derivate zu erwarten.

In den Experimenten zur proteolytischen Stabilitdt von FGF-2 untersuchten wir Heparin und
repriasentative Derivate aus vorangegangenen Experimenten. Das hochsulfatierte CS-1.94 und
Heparin fiihrten bis zu einer Konzentration von 1 pg/ml zu einem vollstindigen Proteolyse-
Schutz (Daten nicht gezeigt) und wurden deshalb auch in Konzentration unter 1 pg/ml
untersucht. Hierbei wurden ebenfalls kaum Unterschiede zwischen beiden Polysacchariden

festgestellt (Abb. 19B und 20).
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Abbildung 19: Vergleich der Wirkung von Cellulose-Derivaten auf die Trypsin-Aktivitit und den Schutz von FGF-
2 vor proteolytischem Abbau. A) Beeintrachtigung der Trypsin-Aktivitit durch ansteigende Konzentrationen von
Cellulose-Derivaten im BAPNA-Assay, B) Trypsin-Assay von FGF-2 mit Heparin und CS-1.94 mit
Konzentrationen von 0,15 bis 1 ug/ml. Hierzu wurden 225 ng FGF-2 mit 10 mg/ml Trypsin und den genannten
Polysacchariden fiir 16 h bei 37°C inkubiert.
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Abbildung 20: Vergleich der Schutzwirkung von Heparin und CS-1.94 auf FGF-2 vor proteolytischem Abbau durh
Trypsin. Ansteigende Konzentrationen zwischen 0,15 und 0,75 pg/ml fithrten nach 16 h jeweils zu einer
ansteigenden Schutzwirkung auf 225 ng/ml FGF-2. Ohne jeglichen Zusatz eines Polysaccharids wurde FGF-2
vollstidndig abgebaut.

Wie in Abildung 21A zu sehen, zeigten die drei anderen sulfatierten Cellulosen einen vom
Sulfatierungsgrad und von der Konzentration abhingigen proteolytischen Schutz von FGF-2
(Abb. 21A). Das Derivat CS-0.37, mit sehr niedrigem Sulfatierungsgrad, zeigte dabei selbst in
hohen Konzentrationen keinen Schutz vor Proteolyse. Die beiden carboxymethylierten Derivate
CM-1.09 und CM-1.47 schiitzten dagegen schon in geringeren Mengen als die ausschlie3lich
sulfatierte Cellulose CS-1.57 vor proteolytischem Abbau (Abb. 21B). Des Weiteren zeigten die
Graphen des proetolytischen Abbaus von CS-0.92 und CO-0.11 starke Ahnlichkeit (Abb. 21
A/B). Beide Derivate haben einen dhnlichen DSg, CO-0.11 aber zusitzlich einen DScoo -Wert
von 0,11.

—=— CM-1.09 —e— CM-1.47 —— CO-0.67
| —=— CS-1.57 —e— CS-0.92 —— CS-0.37 —v—C0-0.11 —<—CO0-0.31

A B

50 50

Restmenge FGF-2 (ng)
=
o
Restmenge FGF-2 (ng)
=
o

0 1 10 50 100 500 0 1 10 50 100 500
Konzenration Polysaccharide (ug/ml) Konzentration Polysaccharide (pug/ml)

Abbildung 21: Vergleich der Schuztwirkung diverser Cellulose-Derivate auf FGF-2 vor proteolytischem Abbau
durch Einsatz ansteigender Konzentrationen der Cellulose-Derivate. Hierzu wurden jeweils 225 ng FGF-2 mit den
Cellulose-Derivaten in einer Konzentration von 1-500 pg/ml und jeweils 10 pg/ml Trypsin fiir 16 h bei 37°C
inkubiert. A) sulfatierte Cellulosen, B) carboxy(methyl)ierte CS.
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4.54. Direkte Beeinflussung der Proliferation durch Cellulose-Derivate ohne Zugabe
von FGF-2

Glykosaminoglykane wie Heparin oder Heparan-Sulfat haben nicht nur vielféltige Funktionen in
der Vermittlung und Feinregulation von Signal-Proteinen, sondern konnen auch selbst in die
Steuerung zelluldrer Mechanismen eingreifen. Die Vermittlung der Signale kann z.B. durch
Heparin-spezifische Oberflichenrezeptoren realisiert werden [146]. Deshalb untersuchten wir die
Wirkung diverser Cellulose-Derivate auf die Proliferation von 3T3-L1 Fibroblasten in einem
Konzentrationsbereich von 1 pg/ml bis 1 mg/ml, ohne Zugabe von FGF-2. In Abbildung 22 sieht
man deutlich, dass sich die Kurvenverlidufe ohne FGF-2 grundsitzlich von denen mit Zugabe des
Wachstumsfaktors unterscheiden. Auch konnte keine einfache Abhingigkeit der Proliferation
der 3T3-L1 Fibroblasten vom Sulfatierungsgrad der Cellulose-Derivate festgestellt werden. Die
hochste Proliferation zeigten die mittelsulfatierten Cellulosen CS-1.57 und CS-1.69, speziell im
unteren Konzentrationsbereich, bis 50 pg/ml. Mit CS-1.57 wurde eine maximale Proliferation
von 222%, verglichen zur Kontrolle ohne Wachstumsfaktor erreicht. Bezogen auf die Kontrolle
mit 10 ng/ml FGF-2 waren dies 196%, was der maximalen Proliferation der Cellulose-Derivate
nach Zugabe von FGF-2 entsprach. Ein hoherer Sulfatierungsgrad der Cellulosen (CS-1.80, CS-
1.94) fiihrte dagegen in niedrigen Konzentrationen von 1 bis 50 pug/ml zu einer Unterdriickung
der mitogenen Aktivitit. Dagegen wurde ab 100 pg/ml eine Erhohung der Proliferation
beobachtet. CS-1.94 erzeugte iiber den gesamten Konzentrationsbereich nur geringe Anderungen

der mitogenen Aktivitidt (Abb. 22 A).
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Abbildung 22: Vergleich der Proliferation in Abhingigkeit von der Konzentration an eingesetzten Cellulose-
Sulfaten ohne Zusatz des Wachstumsfaktors FGF-2. Hierzu wurden 3T3-L1 Fibroblasten fiir 48 h mit jeweils
ansteigenden Konzentrationen an Polysacchariden inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des DNS-Gehaltes mit
Pico Green bestimmt. Die Werte sind relativiert zur Kontrolle ohne FGF-2. (A) Heparin und wenig mitogene CS, (B)
hoch mitogene CS. Die Werte représentieren Mittelwert + Standardabweichung (n =5).
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Abbildung 23: Vergleich der Proliferation in Abhédngigkeit von der Konzentration an eingesetzten
carboxy(methyl)ierten CS ohne Zusatz des Wachstumsfaktors FGF-2. Hierzu wurden 3T3-L1 Fibroblasten fiir 48 h
mit ansteigenden Konzentrationen an Polysacchariden inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des DNS-Gehaltes
mit Pico Green bestimmt. Die Werte sind relativiert zur Kontrolle ohne FGF-2. (A) carboxylierte CS, (B)
carboxymethylierte CS. Die Werte représentieren den Mittelwert + Standardabweichung (n = 5).

Vergleicht man den Kurvenverlauf fiir Heparin und CS-1.80 (Abb. 22A/B), so kann eine
Ahnlichkeit gefunden werden. Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, bewirkten mit der Ausnahme
von CM-1.09, alle carboxylierten und carboxymethylierten Cellulosen keine Steigerung, sondern

teilweise einen leichten Riickgang der Zellteilung.
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4.6. Kooperative Wirkung von derivatisierten Polysacchariden mit BMP-2

Zur Untersuchung des Einflusses der derivatisierten Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte
osteogene Differenzierung von Zellen mit multipotentem Differenzierungspotential, wurden
verschiedene Zelltypen mit GAG-analogen Verbindungen und Heparin inkubiert. In diese

Untersuchungen wurden auch sulfatierte Chitosane einbezogen.

4.6.1. Bindungsaffinitit

Aufgrund der geringen Loslichkeit der Chitosansulfate in wissrigen Systemen konnte die zum
Versuchsansatz notwendige, hohe Konzentration von 10 mg/ml fiir diese Verbindungen nicht
hergestellt werden, so dass in dieser Arbeit ausschlielich Bindungsaffinititen von Cellulose-
Sulfaten vorliegen. Die Ergebnisse wurden, vergleichbar zu den Experimenten mit FGF-2,
relativ zur Bindungsaffinitdt von Heparin an BMP-2 dargestellt. Die Untersuchungen ergaben,
dass erst ein Gesamt-Sulfatierungsgrad von mehr als 0,92 zu einer signifikanten Bindung an
BMP-2 fiihrte (Abb. 24A). Cellulose-Sulfate mit einem DSg¢ von 1,0 aber nur mittlerer
Sulfatierung in 2-O-Position (CS-1.57, CS-1.69) zeigten dabei mit bis zu 120 % (relativiert zur
Bindungsaffinitit von Heparin) die hochste Bindung an BMP-2. Ein weiter ansteigender
Sulfatierungsgrad (CS-1.80, CS-1.94) fiihrte dagegen zu signifikant abnehmender Bindung (Abb.
24A). Unter den carboxy- und carboxymethylierten CS waren die hochsten Bindungsaffinititen
mit den Derivaten CM-1.09 und CM-1.47 zu verzeichnen (60 % relativiert zur Bindungsaffinitit
von Heparin) (Abb. 24B). Diese beiden Derivate zeigten auch die hochste Bindungsaffinitit an
FGF-2. Die carboxylierten Derivate CO-0.31 und CO-0.67 zeigten eine Bindungsaffinitdt von
10% (relativiert zu Heparin), CO-0.11 von immerhin 5 %. Diese drei Werte waren damit alle

hoher als die Bindungsaffinitdten an FGF-2 (Abb. 24B).
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Abbildung 24: Vergleich der Bindungsaffinititen der sulfatierten und carboxy(methyl)ierten Cellulosen an BMP-2.
BMP-2 wurde durch die Derivate kompetitiv von Heparin-Agarose-Mikropartikeln freigesetzt und im Dot-Blot
quantifiziert. Die Werte reprisentieren den Mittelwert + Standardabweichung. (n = 4). Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.05, **p < 0,001, ***p < 0,0001, fiir sulfatierte Cellulosen bezogen
auf CS-1.57, fiir carboxy(methyl)ierte CS bezogen auf CM-1.01.

4.6.2. Untersuchung der BMP-2-induzierten Alkalischen Phosphatase Aktivitit von

humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)

Multipotente mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark haben die Fihigkeit in
Chondrocyten, Adipocyten, Endothelzellen, Nervenzellen und Osteoblasten zu differenzieren
[147]. Sie sind ein vielversprechendes Instrument in der Gewebeziichtung und werden zur
Regeneration des Knochens genutzt [148,149]. Zunichst wurde untersucht in welchen Mengen
der Wachstumsfaktor BMP-2 zu einer Beeinflussung der Alkalischen Phosphatase Aktivitit
(ALP-Aktivitit) dieser Zellen fiihrt. In einem parallelen Versuch wurde verifiziert, ob die
Zugabe der osteogenen Induktoren Ascorbinsdure-2-Phosphat, [-Glycerophosphat und
Dexamethason eine Verstarkung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitdt bewirken [150].

Die Ergebnisse in Abbildung 25A zeigen, dass ansteigende BMP-2 Konzentrationen in hMSC
aus der fiinften Passage nicht zu einem Anstieg der ALP-Aktivitit fithrten. Durch die Zugabe der
osteogenen Induktoren kam es zwar zu einer Verdopplung der ALP-Aktivitdt, ansteigende
BMP-2 Konzentrationen bewirkten aber auch hier keine signifikante Verstirkung der ALP-
Aktivitat (Abb. 25A). Da es aufgrund der hohen Passagenzahl moglicherweise zum Verlust des
osteogenen Differenzierungspotentials der hMSC gekommen war, untersuchten wir hMSC aus
der zweiten Passage, in welchen aufgrund der niedrigen Passagenzahl die Fihigkeit zur
Differenzierung vorhanden sein sollte [151]. Ansteigende BMP-2 Konzentrationen fiihrten hier

sowohl mit als auch ohne zusitzliche osteogene Induktoren zu einem leichten Riickgang der
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ALP-Aktivitidt (Abb. 25B). Aus diesem Grunde wurden hMSC nicht in den weiterfithrenden

Untersuchungen eingesetzt.
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Abbildung 25: Effekt ansteigender BMP-2 Konzentrationen auf die ALP-Aktivitit von hMSC. Hierzu wurden die
Zellen fiir 3 Tage ohne oder mit osteogenen Induktoren und ansteigenden Konzentrationen von BMP-2 kultiviert.
(A) Zellen aus der 5. Passage, (B) Zellen aus der 2. Passage. Die ALP-Aktivitit wurde mit dem Substrat p-
Nitrophenylphosphat gemessen. Die Werte reprisentieren den Mittelwerte + Standardabweichung (n = 5).

4.6.3. Beeinflussung der BMP-2-induzierten osteogenen Differenzierung von

multipotenten C3H/10T1/2 Mauszellen durch derivatisierte Polysaccharide

4.6.3.1. Verifizierung der Alkalischen Phosphatase Aktivitit durch BMP-2 und osteogene

Induktoren

Die murine Zelllinie C3H/10T1/2 kann durch den Wachstumsfaktor BMP-2, als auch andere
Induktoren eine osteogene Differenzierung erfahren [89]. Zur Untersuchung des Einflusses von
BMB-2 und osteogener Induktoren fiihrten wir Versuche durch, wie zuvor in Kapitel 4.6.2.
beschrieben. Wie in Abbildung 26 zu sehen ist, filhrten BMP-2- Konzentrationen bis 100 ng/ml
ohne zusitzliche Induktoren zu einem leichten Absinken der ALP-Aktivitdt. Durch Zugabe der
osteogenen Induktoren war jedoch eine signifikante Erhohung der ALP-Werte mit ansteigenden
BMP-2-Konzentrationen zu beobachten, welche mit 50 und 100 ng/ml BMP-2 zu einer 2,5
fachen Verstirkung des ALP-Wertes (verglichen zur Kontrolle ohne BMP-2) fiihrte. Fiir die
weiteren Experimente mit C3H/10T1/2 Zellen wurden deshalb 50 ng/ml BMP-2 und die
osteogenen Induktoren Ascorbinsdure-2-Phosphat, B-Glycerophosphat und Dexamethason

eingesetzt.
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Abbildung 26: Effekt ansteigender BMP-2 Konzentrationen auf die ALP-Aktivitit von C3H/10T1/2
Mausfibroblasten aus der 5. Passage. Hierzu wurden Zellen fiir 3 Tage ohne oder mit osteogene Induktoren und
ansteigenden Konzentrationen von BMP-2 kultiviert. Die ALP-Aktivitit wurde mit dem Substrat p-
Nitrophenylphosphat gemessen. Die Werte repridsentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 5). Die
statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.01, **P < 0,0001, verglichen zur Kontrolle
ohne BMP-2.

4.6.3.2. Beeinflussung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit von C3H/10T1/2
Mauszellen durch GAG-analoge Verbindungen

Um eine Vergleichbarkeit dieser Versuche mit denen der Beeinflussung der FGF-2-induzierten
Proliferation durch die GAG-analogen Verbindungen zu erreichen, wurden die synthetisierten
Derivate in Konzentrationen von 10 pg/ml bis 1 mg/ml eingesetzt. Da in den Versuchen mit
FGF-2 die gering sulfatierten Cellulosen und die carboxylierten/carboxymethylierten CS kaum
zu einer Verstarkung der FGF-2-induzierten Proliferation fiithrten, wurde in den Versuchen mit
BMP-2 nur ein kleine Auswahl dieser Derivate untersucht. Neben der ALP-Aktivitdt wurde als
zweiter Parameter der Gesamt Protein-Gehalt verifiziert, der prinzipiell ein Mall der Zahl
lebender Zellen ist und deshalb einen Indikator fiir die Lebensfihigkeit der Zellen darstellt. Die
ALP-Aktivitdit wurde zum Protein-Gehalt relativiert, um die Ergebnisse unabhingig von
moglichen toxischen Einfliissen der Derivate darzustellen. Wie in Abbildung 27 zu sehen ist,
bewirkten alle sulfatierten Cellulosen einen Riickgang der ALP-Aktivitit im untersuchten
Konzentrationsbereich. Speziell die beiden am hochsten sulfatierten Derivate, fithrten schon mit
10 pg/ml zu einem signifikanten Riickgang der ALP-Aktivitit gegeniiber dem Wert der
Kontrolle ohne Polysaccharid (CS-1.94 p < 0,001 / CS-1.80 p < 0,002, Abb. 27B). Fiir die
sulfatierte Cellulose CS-1.57 wurde eine signifikante Abnahme der ALP-Aktivitit aber selbst
nicht mit 1 mg/ml beobachtet (Abb. 27B).
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Abbildung 27: Vergleich der Effekte sulfatierter Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitit. Hierzu
wurden die C3H/10T1/2 Zellen fiir drei Tage mit osteogenen Induktoren, 50 ng/ml BMP und ansteigenden
Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. Die ALP-Aktivitit wurde mit dem Substrat p-Nitrophenylphosphat
gemessen. Die ALP-Werte wurden gegen den Protein-Gehalt gerechnet. (A) niedrig sulfatierte CS und Heparin, (B)
hochsulfatierte CS. Die Werte reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4). Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.002, **P < 0,001, verglichen zur Kontrolle ohne Polysaccharid.
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Abbildung 28: Vergleich der Effekte sulfatierter Polysaccharide auf den Gesamt-Protein Gehalt. Hierzu wurden die
C3H/10T1/2 Zellen fiir drei Tage mit osteogenen Induktoren, 50 ng/ml BMP und ansteigenden Konzentrationen der
Polysaccharide inkubiert. Der Protein-Gehalt wurde nach Lyse der Zellen mit BCA und Cu(I[)SO, bestimmt. (A)
Heparin und niedrig sulfatierte CS, (B) hochsulfatierte CS, Die Werte reprisentieren Mittelwerte =+
Standardabweichung (n = 4). Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.002,
verglichen zur Kontrolle ohne Polysaccharid.

Im Gegensatz dazu fiihrte Heparin zu einer leichten, wenn auch nicht signifikanten Steigerung
der ALP-Aktivitat mit 10 und 100 pg/ml (Abb. 27A). Abbildung 28A zeigt dagegen, dass
niedrig sulfatierte Cellulosen keinen negativen Einfluss auf den Gesamt-Protein Gehalt hatten,
hochsulfatierte CS bewirkten jedoch mit 1 mg/ml einen signifikanten Riickgang der

Lebensfihigkeit (Abb. 28B).
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Nach Zugabe der carboxylierten/carboxymehylierten Derivate CO-0.67 und CM-1.25 wurde mit
1 mg/ml ein signifikanter Anstieg der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitidt auf bis zu 156 %,
verglichen zur Kontrolle ohne Polysaccharid, beobachtet (Abb. 29A). Da dieser starke Anstieg
im Gegensatz zu den Effekten der carboxylierten/carboxymehylierten CS auf die FGF-2-
induzierte Proliferation stand, wurde untersucht, ob es sich in diesem Fall um einen
methodischen Fehler handelt. Nach Zugabe von 1/10 der fiir die ALP-Versuche eingesetzten
Menge der carboxylierten/carboxymethylierten CS (in den entsprechenden Verdiinnungsstufen)
zur p-Nitrophenylphosphat-Losung (sieche Material und Methoden: ALP-Aktivitdat) kam es
konzentrationsabhiingig zu einer Steigerung der Absorptionswerte bei 405 nm (Daten nicht
gezeigt), welcher bei ausschlieBlich sulfatierten Cellulosen jedoch nicht festgestellt wurde. Nach
Durchfiihrung des gleichen Kontrollexperiments fiir den BCA-Assay (Protein-Bestimmung)
zeigte sich auch hier ein leichter Anstieg der Messwerte bei 550 nm fiir die
carboxylierten/carboxymehylierten CS, was auch den leichten Anstieg des Protein-Gehalts in
Abbildung 29B erkldrt. Da die Kavititen der 96 Loch-Platten in der Experimenten der ALP-
Aktivitdat vor der Zugabe von p-Nitrophenylphosphat nicht gewaschen wurden, resultierten die
hohen ALP-Werte wahrscheinlich aus geringen Riickstanden der Polysaccharide in den
Kavititen. In allen weiteren Experimenten wurden die Kavititen deshalb vor Lyse der Zellen mit

200 ul PBS gewaschen.
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Abbildung 29: Konzentrationsabhingiger Effekt carboxy(methy)lierter Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte
ALP-Aktivitit und den Protein-Gehalt. C3H/10T1/2 Zellen wurden fiir drei Tage mit osteogenen Induktoren, 50
ng/ml BMP und ansteigenden Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. (A) ALP-Aktivitit/Protein-Gehalt, (B)
Protein Gehalt. Die Werte reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4). Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.02, verglichen zur Kontrolle ohne Polysaccharid.
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4.6.3.3. Beeinflussung der BMP-2-induzierten Mineralisierung durch Cellulose-Derivate

Als weiterer wichtiger Parameter osteogener Differenzierung wurde die Mineralisierung nach
drei Wochen Inkubation mit osteogenen Induktoren, 50 ng/ml BMP-2 und 10 pg bzw. 1 mg/ml
Heparin, den Cellulose-Sulfaten CS-0.66 und CS-1.94 sowie der carboxymethylierten Cellulose
CM-1.25 untersucht. Wie in Abbildung 30A zu erkennen fiihrte BMP-2 dabei zu einer
Verdopplung der Mineralisierung gegeniiber Medium mit osteogenen Induktoren allein. Dieser

Wert (OI + BMP) wurde 100% gesetzt und als Kontrolle genutzt.
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Abbildung 30: Vergleich der Wirkung GAG-analoger Verbindungen auf die nach Langzeitinkubation erfolgte Ca**-
Einlagerung in C3H/10T1/2 embryonale Mausfibroblasten. Die Zellen wurden dazu fiir 3 Wochen mit osteogenen
Induktoren, 50 ng/ml BMP-2 sowie 10 bzw. 1000 pg/ml Heparin und derivatisierten Cellulosen inkubiert. A)
Quantifizierung des Ca**-Gehaltes mit o-Cresolphtalein-Komplex im im Plattenphotometer, OI: osteogene
Induktoren, Werte repriasentieren Mittelwert + Standardabweichung (n = 3). Die statistische Signifikanz wurde mit
dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.01, verglichen zur Kontrolle mit osteogenen Induktoren und 50 ng/ml BMP-2
allein. B) Hellfeld-Aufnahmen nach Alizarin-Rot Farbung calzifzierter ECM, K: Kontrolle; a, b, ¢, d: 10 pg/ml
modifizierte Cellulose; e, f, g, h: 1 mg/ml modifizierte Cellulose; a, e: Heparin PIM; b, f: CS-1.94; ¢, g: CS-0.66; d,
h: CM-1.25.
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Wie in Abbildung 30B zu erkennen ist, fiihrte Heparin schon in einer Konzentration von 10
ug/ml zum Absterben der Zellen, wodurch auch nahezu keine Ca**-Einlagerung detektierbar war
(Abb. 30A). Ahnlich Heparin, bewirkte auch die hochsulfatierte Cellulose CS-1.94 schon mit 10
pg/ml eine Unterdriickung der BMP-2-induzierten Mineralisierung, jedoch war die geringe
Mineralisierung nur bei 1 mg/ml auf ein Absterben der Zellen zuriickzufiihren (Abb. 30B f). Die
niedrig sulfatierte Cellulose CS-0.66 fiihrte in Konzentrationen von 10 pg/ml und 1 mg/ml zu
leichter, wenn auch nicht signifikanter Erhohung der Ca’**-Einlagerung, was auch fiir 10 pg/ml
des carboxymethylierten Derivates CM-1.25 zu sehen war (Abb.30A). Der leichte Riickgang mit
1 mg/ml des Derivates CM-1.25 war wiederum auf eine leichte Beeinflussung der Vitalitéit der

Zellen zuriickzufiihren (Abb. 30B h).

4.6.3.4. Einfluss von Konzentrationen unter 10 pg/ml derivatisierter Polysaccharide auf
die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitit

Aufgrund der Unterdiickung der ALP-Aktivitit durch die GAG-analogen Verbindungen im
Konzentrationsbereich von 10 pg/ml bis 1 mg/ml, wurden in den folgenden Versuchen
Konzentrationen von 10 pg/ml und weniger eingesetzt. Dazu wurde der Einfluss von zwei
hochsulfatierten Cellulosen (CS-1.94, CS-1.57) untersucht, da in Anbetracht der Ergebnisse zur
FGF-2-induzierten Proliferation Cellulose-Sulfate mit einem Gesamt-Sulfatierungsgrad unter
1,00, kaum eine signifikante Erhohung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit zu erwarten war.
Von den carboxylierten/carboxymethylierten CS wurde CM-1.47 aufgrund seiner hohen
Bindungsaffiniit an BMP-2 ausgewihlt. Zusitzlich wurde die Wirkung eines hochsulfatierten
Chitosans (CHS1.77-1.00) sowie Heparin untersucht. Wie in Abbildung 31A zu sehen, fiihrten
alle hochsulfatierten Polysaccharide in Konzentrationen zwischen 0,075 — 0,6 ug/ml zu einer
Verstiarkung der ALP-Aktivitit, die mit 0,15 und 0,3 pg/ml fiir alle drei Derivate signifikant war
(p < 0,05). Konzentrationen von 1,2 pg/ml bis 10 pg/ml der sulfatierten Derivate CS-1.94 und
CHS1.77-1.00, nicht aber CS-1.57, bewirkten dagegen einen stark signifikanten Riickgang der
ALP-Aktivitat, unter den Wert der Kontrolle (p < 0,001) (Abb. 31A). Heparin fiihrte, dhnlich
CS-1.57, zu einer Steigerung der ALP-Aktivitit {iber den gesamten Konzentrationsbereich (Abb.
31B), die in einigen Konzentrationen signifikant war, aber unter den Maximalwerten der
sulfatierten Cellulosen lag. Die carboxymethylierte Cellulose CM-1.47 bewirkte keine
signifikante Verdnderung BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit. (Abb. 31B).

Ahnlich den Versuchen mit 10 pg/ml — 1mg/ml fiihrten die hochsulfatierten Derivate CS-1.94

und CHSI1.77-1.00 auch in diesem niedrigen Konzentrationsbereich zu einer
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konzentrationsabhingigen Verringerung der Lebensfihigkeit, die mit 2,5 und 10 pg/ml stark
signifikant war (Abb. 32A). Heparin bewirkte in Konzentrationen von 0,6 pg/ml und hoher einen
signifikanten Riickgang der Protein-Werte, CM-1.47 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Lebensfihigkeit (Abb. 32B).
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Abbildung 31: Effekt geringer Konzentrationen derivatisierter Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte ALP-
Aktivitdt. Die C3H/10T1/2 Zellen wurden fiir drei Tage mit osteogenen Induktoren, 50 ng/ml BMP und
ansteigenden Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. (A) hochsulfatierte Polysaccharide, (B) Heparin und
carboxymethylierte CS. Die Werte reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4). Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.05, **p < 0.001, verglichen zur Kontrolle ohne

Polysaccharid.
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Abbildung 32: Effekt geringer Konzentrationen derivatisierter Polysaccharide auf den Protein-Gehalt. Die
C3H/10T1/2 Zellen wurden fiir drei Tage mit osteogenen Induktoren, 50 ng/ml BMP und ansteigenden
Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. (A) hochsulfatierte Polysccharide, (B) Heparin und
carboxymethylierte CS. Die Werte reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4). Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.01, **p < 0.0001, verglichen zur Kontrolle ohne
Polysaccharid.
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4.6.4. Beeinflussung der BMP-2-induzierten osteogenen Differenzierung von C2C12

Mausmyoblasten durch derivatisierte Polysaccharide

Aufgrund der nur relativ geringen Verstirkung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit durch die
derivatisierten Polysacharide und der geringen Unterschiede zwischen den einzelnen
Polysacchariden mit C3H/10T1/2 Mauszellen, nutzten wir C2C12 Mausmyoblasten. Diese
Zelllinie zeigt auch ohne Zusatz osteogener Induktoren eine starke BMP-2-induzierte osteogene

Differenzierung. [152,85].

4.6.4.1. Verifizierung der optimalen BMP-2 Konzentration

Zunachst wurde verifiziert, welche Konzentration des Wachstumsfaktors BMP-2 zu signifikanter
Steigerung der ALP-Aktivitdt fiihren und gleichzeitig eine maximale Steigerung der ALP-
Aktivitdt durch GAG-analoge Verbindungen erlauben. Dazu wurden BMP-2 Konzentrationen
von 50 bis 400 ng/ml eingesetzt. In einer parallelen Versuchsreihe wurde der Einfluss von 0,6
pg/ml des Chitosan-Sulfates CHS1.77-1.00 auf die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitdt untersucht
(Abb. 33). Mit 0,6 pg/ml zeigten hochsulfatierte Chitosan-Sulfate in einer Studie von Zhou eine
maximale Steigerung der ALP-Aktivitit bei einer BMP-2 Konzentration von 400 ng/ml [85]. In
den eigenen Untersuchungen wurde die mit Abstand hochste ALP-Aktivitit, ohne Zusatz des
Chtitosan Sulfates, mit 400 ng/ml BMP-2 beobachtet, die grofite Steigerung der BMP-2-
induzierten ALP-Aktivitdt durch CHS-1.77-1.00 wurde jedoch bei 200 ng/ml BMP-2 erreicht.
Signifikant war die Steigerung der ALP-Aktivitit durch das sulfatierte Chitosan auch mit 100
ng/ml des Wachstumsfaktors (Abb. 33).

Mit BMP-2 Konzentrationen von 100 und 200 ng/ml erhohte sich auch der Gesamt Protein-
Gehalt signifikant, mit 50 und 400 ng/ml wurde weder eine Erhohung noch ein Absinken
beobachtet (Abb. 33B). Eine weitere Zugabe von CHS1.77-1.00 bewirkte bei BMP-2
Konzentrationen von 0 und 50 ng/ml eine leichte Erhdhung der Anzahl lebender Zellen.
Interessanterweise fithrte der Zusatz des sulfatierten Chitosans zu hoheren BMP-2-
Konzentrationen aber zum Absinken der Zahl lebender Zellen, die mit 400 ng/ml BMP-2
signifikant unter dem Wert der Kontrolle ohne BMP-2 und ohne CHS1.77-1.00 lag. Aufgrund
der groBten Steigerung der ALP-Aktivitdt mit 200 ng/ml BMP-2 durch CHS1.77-1.00 und einer
nur geringfiigigen Beeinflussung der Lebensfihigkeit durch Zugabe von CHS1.77-1.00 bei

dieser Konzentration, nutzten wir 200 ng/ml BMP-2 fiir die weiteren Experimente.
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Figure 33: Effekt ansteigender BMP-2 Konzentrationen auf die ALP-Aktivitit und Protein-Gehalt. Die Zellen
wurden mit ansteigenden Konzentration BMP-2 und entweder ohne oder mit 0,6 ng/ml CHS1.77-1.00 fiir drei Tage
kultiviert. (A) ALP-Aktivitdt, (B) Protein-Gehalt. Die Werte zeigen Mittelwert und + Standardabweichung (n = 8),
Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt *p < 0.01, **p < 0.001, ***P < 0,0001. Fiir ALP:
Vergleich zwischen Aktivitit mit und ohne CHS1.77-1.00, bezogen auf die unterschiedlichen BMP-2
Konzentrationen, Protein Gehalt: verglichen zur Kontrolle ohne BMP-2 / ohne CHS1.77-1.00.

4.6.4.2. Beeinflussung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitiat durch derivatisierte

Polysaccharide

Ahnlich den Untersuchungen mit C3H/10T1/2 Mauszellen wurden mit C2C12 Mausmyoblasten
Konzentrationen der GAG-analogen Verbindungen unter 10 pg/ml eingesetzt. Aufgrund der
Verwendung einer vierfach hoheren BMP-2-Konzentration in den Experimenten mit C2C12
Myoblasten gegeniiber C3H/10T1/2 Zellen, wurde auch die niedrigste Polysaccharid-
Konzentration auf einen Wert von 0,325 pg/ml angehoben. Es wurden die gleichen Derivate wie
in den Untersuchungen der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitiat durch geringe Konzentrationen
der Polysaccharide mit C3H/10T1/2 Mauszellen untersucht. Zusitzlich wurde die Wirkung des
Derivates mit dem hochsten Carboxylierungsgrad (CO-0.67) verifiziert. Wie in Abbildung 34A
zu sehen, bewirkte das Chitosan-Sulfat CHS1.77-1.00 in Konzentrationen von 2,5 und 5 pg/ml
die mit Abstand hochste Steigerung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitdt aller untersuchten
Polysaccharide bei diesen Konzentrationen (14 fache Steigerung gegeniiber Kontrolle mit
BMP-2 allein). Die sulfatierten Cellulosen CS-1.57 und CS-1.94 fiihrten bei 2,5 und 5 pg/ml zu
signifikant niedrigerer ALP-Aktivitdt. CS-1.57 bewirkte mit zunehmenden Konzentrationen aber
eine weitere Erhohung der ALP-Aktivitit, die mit 10 pg/ml auf das 10 fache der Kontrolle
anstieg, und damit den gleichen Wert wie CHS1.77-1. bei dieser Konzentration erreichte (Abb.
34A). Die ALP-Aktivitit fiir die am hochsten sulfatierten Cellulose CS-1.94 fiel mit

Konzentrationen iiber 2,5 pg/ml wieder ab und sank mit 10 ug/ml auf
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Abbildung 34: Konzentrationsabhingiger Effekt sulfatierter Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte ALP-
Aktivitit und den Protein-Gehalt. Die Zellen wurden fiir drei Tage mit 200 ng/ml BMP und ansteigenden
Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. (A) ALP-Aktivitit/Protein-Gehalt, (B) Protein-Gehalt. Die Werte
reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 6). Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s-
Test ermittelt: *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001, fiir ALP/BCA: verglichen zu CHS1.77-1.00 bei der
jeweiligen Konzentration, fiir Protein-Gehalt: verglichen zur Kontrolle ohne Polysaccharid.
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Abbildung 35: Konzentrationsabhéngiger Effekt carboxy(methyl)ierter Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte
ALP-Aktivitit und den Protein-Gehalt. Die Zellen wurden fiir drei Tage mit 200 ng/ml BMP und ansteigenden
Konzentrationen der Polysaccharide inkubiert. (A) ALP-Aktivitit/Protein-Gehalt, (B) Protein-Gehalt. Die Werte
repriasentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 6). Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s-
Test ermittelt: *p < 0.01, **p < 0.001, fiir ALP/BCA: CO-0.67 zu CM-1.47 bei der gleichen Konzentration, fiir
Protein-Gehalt: verglichen zur Kontrolle ohne Polysaccharid.

den Wert der Kontrolle mit BMP-2 allein (Abb. 34A). Heparin fiihrte zu anndhernd gleicher
Steigerung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit wie CS-1.94 bei 2,5 pg/ml. (Abb. 35A).
Dariiber hinaus fiihrte CS-1.94 mit Konzentrationen > 1,2 ug/ml zu einem bis zu 46% igen
Riickgang des Gesamt-Protein-Gehaltes. Auch CHS1.77-1.00 bewirkte eine signifikante
Abnahme der Anzahl lebender Zellen mit 5 und 10 pg/ml, fiir CS-1.57 war dagegen kein
signifikanter Riickgang zu verzeichnen (Abb. 34B).



4. ERGEBNISSE 71

Die carboxylierte Cellulose CO-0.67 zeigte mit 2,5 ug/ml eine 3,5 fache Steigerung der BMP-2-
induzierten ALP-Aktivitdt, wobei dieser Wert signifikant hoher war als fiir die
carboxymethylierte Cellulose CM-1.47 (p < 0,01) (Abb. 35A). CO-0.67 fiihrte dariiber hinaus,
im Gegensatz zu allen anderen Polysacchariden, zu einer Erhohung des Gesamt-Protein-Gehalts
iiber den gesamten Konzentrationsbereich, der mit 2,5 — 10 pg/ml signifikant war. Heparin
bewirkte dagegen teilweise einen signifikanten Riickgang der Anzahl lebender Zellen (Abb.
35B).

Neben der Quantifizierung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit mittels p-Nitrophenylphosphat
im 96-Lochplattenformat, wurde die Expression der Alkalischen Phosphatase auch durch
histochemische Firbung der Zellen mit 5-Brom-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP) und Nitro-
Blau-Tetrazoliumchlorid (NBT) dargestellt. In Abbildung 36 ist zu sehen, dass die sulfatierte
Cellulose CS-1.57 bei einer Konzentration von 2.5 pug/ml bereits eine starke Violett-Fiarbung
zeigte, die mit 10 pg/ml noch intensiver ausgeprigt war. Das Chitosansuflat CHS1.77-1.00
fiihrte mit 2,5 pg/ml zu sichtbar stirkerer Farbung als CS-1.57 bei der gleichen Konzentration,
mit 10 pg/ml nahm die ALP-Firbung jedoch wieder ab. Fiir CO-0.67 konnte ebenfalls eine
Verstirkung der Tetrazolium-Firbung beobachtet werden, wenn auch in geringerer Intensitit als
fiir die beiden hochsulfatierten Celluosen. Die Ergebnisse bestitigen prinzipiell die vorherigen

quantitativen Untersuchungen zur ALP-Aktivitit in 96-Loch-Platten.

CS-1.57 2.5 yg/ml

-

0

CHS ml

RS-,

200 ng/ml BMP-2

Abbildung 36: Histochemische Darstellung der ALP-Aktivitit. Die Zellen wurden fiir drei Tage mit 200 ng/ml
BMP und 2.5 oder 10 pg/ml CHS1.77-1.00, CS-1.57 und 2,5 pg/ml CO-0.67 inkubiert. Die ALP-Aktivitdt wurde
nach Fixierung durch Glutaraldehyd mit BCIP und NBT visualisiert.
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4.6.4.3. Beeinflussung der BMP-2-induzierten Expression osteogener Markergene durch

derivatisierte Polysaccharide

Die Untersuchungen wurden mit den Derivaten CHS1.77-1.00 und CS-1.57 in Konzentrationen
durchgefiihrt, welche in den Untersuchungen zur ALP-Aktivitit ansteigende Wirkung zeigten,
die carboxylierte Cellulose CO-0.67 wurde in der Konzentration maximaler Verstirkung der
ALP-Aktivitit eingesetzt. Dabei wurden sowohl Gene untersucht, die direkt fiir die Expression
von Proteinen kodieren, welche fiir den Aufbau und die Entwicklung des Knochens relevant sind,
als auch Gene die fiir Proteine kodieren, welche die Expression der zuvor erwihnten Gene
regulieren (Regulatorproteine, Transkriptionsfaktoren). Die Ergebnisse zeigten, dass nicht alle
Gene im Untersuchungs-Zeitraum von 48 h exprimiert wurden. So war die Expression von Bone
Sialoprotein nach Zugabe von BMP-2 nicht nachzuweisen (hier nicht gezeigt). Die Expression
des BMP-Antagonisten Noggin und des osteogenen Transkriptionsfaktors Osterix wurden
dagegen durch BMP-2-Zugabe induziert. Eine weitere signifikante Steigerung der Expression
durch die Polysaccharide wurde dabei beobachtet (Abb. 37A,B,C). Die Polysaccharide allein,
ohne Zugabe von BMP-2, fiihrten dagegen nicht zu einer Expression von Noggin und Osterix
(Daten nicht gezeigt). Die grofite Steigerung der Expression dieser Gene wurde mit 10 pg/ml
CS-1.57 mit 2,3 facher Erhohung fiir Osterix bzw. 2,6 facher Erhohung fiir Noggin verifiziert.
Diese Ergebnisse bestitigen die Untersuchungen der ALP-Aktivitét, in denen 10 pg/ml CS-1.57
zu stirkerer osteogener Differenzierung als 2,5 ug/ml dieses Derivates fithren. Das sulfatierte
Chitosan CHS1.77-1.00, welches mit 2,5 pg/ml zur hochsten ALP-Expression aller
Polysaccharide fiihrte, zeigte eine geringere BMP-2-induzierte Exression von Osterix und
Noggin als CS-1.57 bei einer Konzentration von 10 pg/ml (Abb. 37B,C). Die geringste
Verstiarkung der Genexpression wurde mit 2,5 pg/ml CS-1.57 und 2,5 pg/ml CO-0.67 beobachtet
(Abb. 37B,C), was ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Experimenten der ALP-Aktivitiit steht.

Die Expression von Runx2 war, im Gegensatz zu Osterix und Noggin, auch ohne BMP-2-
Zugabe detektierbar. Durch die Gegenwart von BMP-2 wurde die Expression noch verdoppelt
(hier nicht gezeigt). Die weitere Zugabe der Derivate fithrte jedoch wieder zu einem
signifikanten Riickgang der Genexpression (Abb. 37D). Die stirkste Beeinflussung der Runx2-
Expression (Riickgang) wurde dabei wiederum mit 10 pg/ml CS-1.57 beobachtet.
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Abbildung 37: Effekt unterschiedlicher Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte osteogene Genexpression. Die
Zellen wurden mit 1,2 und 2,5 pg/ml CHS1.77-1.00, 1,2 und 10 pg CS-1.57, 2.5 ug/ml CO-0.67 und 200 ng/ml
BMP-2 inkubiert. Die Gesamt mRNA wurden nach 48 h isoliert und eine reverse Transkription der RNS wurde mit
Primern fiir Osterix, Noggin und Runx2 durchgefiihrt. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
wurde als interne Kontrolle genutzt. (A) Resprisentative Gel-Bilder aus drei Experimenten. Integrierte optische
Dichte mit Mittewert + Standardabweichung (n = 3) von (B) Osterix, (C) Noggin, (D) Runx2. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.002, verglichen zur Kontrolle mit BMP-2
allein.

Fiir Collagen Ia war, dhnlich Runx2, auch ohne die Zugabe von BMP-2 eine Genexpression zu
beobachten, die durch Zugabe von BMP-2 auf das Zweifache anstieg (Daten nicht gezeigt).
Auch hier fithrte die zusitzliche Applikation der Derivate in allen Konzentrationen zu einem
Riickgang der Expression dieses Gens (Abb. 38A). Die Expression von Osteocalcin war, wie fiir
die Gene Osterix und Noggin, nach alleiniger Zugabe der Derivate, aber ohne Zugabe BMP-2,
nicht detektierbar. Mit BMP-2 wurde das Gen exprimiert, die Zugabe der Derivate fiihrte zu
einem leichten Anstieg fiir CS-1.57 und CO-0.67, mit 2,5 pg/ml CHS1.77-1.00 war jedoch ein

signifikanter Riickgang der Expression zu verzeichnen (Abb. 38B).
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Abbildung 38: Effekt unterschiedlicher Polysaccharide auf die BMP-2-induzierte Genexpression von Osteocalcin
und Collagen Ia. Der Versuch wurde analog der Versuchsbeschreibung in Abbildung 37 durchgefiihrt. Es wurden
Primer fiir Osteocalcin und Col Ia verwendet. Integrierte optische Dichte mit Mittewert + Standardabweichung (n =
3) von (A) Osteocalcin, (B) Collagen Ia. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt: *p < 0.05, **p <
0.01, verglichen zur Kontrolle mit BMP-2 allein.

4.6.4.4. Beeinflussung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit durch weitere Chitosan-
Sulfate

Aufgrund der Tatsache, dass erst am Ende des Untersuchungszeitraumes weitere Chitosan-
Sulfate im Ergebnis der Synthese zur Verfiigung standen, wurden diese in einem separaten
Experiment auf ihren Einfluss auf die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitit untersucht. In diesen
Experimenten wurden zwei Chitosan-Sulfate mit 100 % iger 6-O-Sulfatierung und ein Derivat
mit nur 78 % iger 6-O-Sulfatierung verglichen. Wie in Abbildung 39A zu sehen ist, wurde die
hochste BMP-2-induzierte ALP-Aktivitidt mit dem Derivat CHS-1.59-1.00 bei 0,6 ug/ml erreicht,
wobei eine 10 fache Steigerung gegeniiber der Kontrolle ohne Polysaccharid verifiziert wurde.
Das Derivat mit dem hochsten Sulfatierungsgrad, CHS1.77-1.00, fiihrte dagegen zu signifikant
niedrigerer ALP-Aktivitit bei der gleichen Konzentration (p < 0,02). CHS-1.59-0.78, mit einem
6-O-Sulfatieriungsgrad von nur 0,78 bewirkte die mit Abstand geringste Verstiarkung der BMP-2
induzierten ALP-Aktivitit iiber den gesamten Konzentrationsbereich (statistisch signifikant
niedriger als CHS-1.59-1.00, Abb. 39A). Vergleicht man den Gesamt-Protein Gehalt der
Derivate waren im Konzentrationsbereich zwischen 2,5 und 10 pg/ml kaum Unterschiede zu
erkennen, wobei die Anzahl lebender Zellen aber bei allen Derivaten signifikant reduziert wurde
(Abb. 39B). Bei einer Konzentration von 1,2 pg/ml fithrte das am hochsten sulfatierte Derivat
CHS1.77-1.00 zu stirkerer Reduzierung des Protein-Gehaltes als die beiden anderen Chitosan-

Sulfate, was aber nicht signifikant war.
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Abbildung 39: Konzentrationsabhidngiger Effekt sulfatierter Chitosane auf die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitit.
Die Zellen wurden fiir drei Tage mit 100 ng/ml BMP und ansteigenden Konzentrationen der Chitosan-Sulfate
inkubiert. Die erste Zahl nach CHS stellt den Gesamt-Sulfatierungsgrad dar, die zweite Zahl den Sulfatierungsgrad
an 3-0O-Position. (A) ALP-Aktivitit/Protein-Gehalt, (B) Protein-Gehalt. Die ALP-Aktivitidt wurde mit dem Substrat
p-Nitrophenylphosphat gemessen. Der Protein-Gehalt wurde mit BCA + Cu(I)SO, bestimmt. Die Werte
reprisentieren Mittelwerte + Standardabweichung (n = 6). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s-Test ermittelt:
*p < 0.02, **p < 0.01, ***p < 0.001, ALP/Protein: verglichen zu CHS1.59-1.00 bei der jeweiligen Konzentration,
Protein-Gehalt: verglichen zur Kontrolle mit BMP-2 allein.

4.6.4.5. Morphologische Untersuchung der osteogenen Differenzierung durch geringe

BMP-2 Konzentrationen

Da das Ziel der Untersuchungen nicht nur darin bestand, die Beeinflussung der osteogenen
Aktivitat von BMP-2 durch die GAG-analogen Verbindungen in Kurzzeitstudien, sondern auch
iiber einen ldngeren Zeitraum zu verifizieren, wurden zusitzlich Langzeitstudien durchgefiihrt.
In diesen Untersuchungen sollte, analog zu den Versuchen mit C3H/10T1/2 Zellen, die
Mineralisierung der C2C12 Myoblasten untersucht werden. Dabei wurden BMP-2
Konzentrationen von 10 bis 150 ng/ml verwendet, um mogliche negative Einfliisse hoherer
BMP-2 Konzentrationen zu vermeiden. Zur Verstirkung der BMP-2-induzierten, osteogenen
Aktivitdt wurde das Cellulose-Sulfat CS-1.57 ebenfalls in einer niedrigen Konzentration von
2,5 pug/ml eingesetzt, um mogliche toxische Einfliisse zu vermeiden. In den Untersuchungen
wurde beobachtet, dass C2C12 Myoblasten ohne Zusatz von BMP-2 und CS-1.57 nach kurzer
Zeit eine starke myogene Differenzierung zeigten (Ausbildung von Muskelfasern). Nach vier
Tagen wurde, abhidngig von der BMP-2-Konzentration und der Zugabe von CS-1.57, eine
Unterdriickung der Ausbildung von Muskelfasern, und damit eine verstirkte osteogene
Differenzierung beobachtet (Abb. 40). Mit 10 ng/ml BMP-2 war keine erkennbare Verdnderung
der Morphologie zu sehen, durch Zugabe von CS-1.57 kam es jedoch zu einer leichten

Unterdriickung der Muskelfaserbildung. Mit 25 ng/ml BMP-2 war eine starke Reduktion der
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Faserausbildung zu beobachten, durch Zugabe von CS-1.57 waren faserartige Strukturen nahezu
vollstindig verschwunden (Abb. 40). Mit 50 ng/ml BMP-2 allein erfolgte offensichtlich schon
eine vollstindige Unterdriickung der myogenen Zellmorphologie, was durch pflasterartige Zellen
erkennbar war. Eine weitere Zugabe von CS-1.57 und hohere BMP-2 Konzentrationen fiihrten
zu keiner sichtbaren Veridnderung mehr (Abb. 40). Eine ldngere Inkubationszeit (ab 6 Tagen)
fiihrte jedoch, wie in Abbildung 41 a,d erkennbar, zum Ablosen und starken Zusammenziehen
der Zellen bei Konzentrationen iiber 25 ng/ml BMP. Dieses Phanomen wurde zu spéiteren
Zeitpunkten auch bei geringeren BMP-2 Konzentrationen beobachtet. Es konnte durch
Fluoreszein-Diacetat-Fiarbung jedoch nachgewiesen werden, dass die von der Unterlage
abgelosten Zellen selbst nach 11 Tagen noch lebensfiahig waren (Abb. 41 b,c,e,f), was darauf
hinweist, dass das Ablosen nicht durch ein Absterben der Zellen hervorgerufen wurde. Aufgrund

des frithen Ablosens der Zellen konnten keine Mineralisierungsstudien durchgefiihrt werden.
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Abbildung 40: Untersuchung des Effekts ansteigender BMP-2 Konzentrationen und CS-1.57 auf die Unterdriickung
der myogenen Differenzierung von C2C12 Myoblasten. Zellen wurden 0, 10, 25, 50, 100 und 150 ng/ml BMP-2 mit
oder ohne Zusatz von 2,5 pg/ml CS-1.57 fiir 4 Tage inkubiert. Die Mengenangaben entsprechen BMP-2
Konzentrationen in ng/ml, CS = Zusatz des von CS-1.57. Alle Aufnahmen wurden mit Axiovert 100 (Zeiss, Jena,
Deutschland) und 10 fach Objektiv im Hellfeld angefertigt.
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Abbildung 41: Kontraktion und Ablosen der C2C12 Myoblasten durch BMP-2 und CS-1.57 nach ldngerer
Inkubationsdauer. (a, d) Hellfeld-Aufnahmen sich ablosender oder stark zusammenziehender Zellschichten nach 9
Tagen, (a) 25 ng/ml BMP-2, (d) 10 ng/ml BMP-2, (b, c, e, f) Fluoreszens-Aufnahmen mit FDA-geféirbten und
abgelosten Zellen nach 11 Tagen, (b) 25 ng/ml BMP-2, (c) 25 ng/ml BMP-2 + 2,5 pg/ml CS-1.57, (e) 10 ng/ml
BMP-2, (f) 10 ng/ml BMP-2 + 2,5 pg/ml CS-1.57. Alle Aufnahmen mit Axiovert 100 (Zeiss, Jena, Deutschland) 10
fach Obejktiv: aund d im Hellfeld; b,c,e,f mit Fluoreszens-Filtern: Anregung 485 nm, Emmission 520 nm.
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5. Diskussion

Zelluldare Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Adhision, Migration oder Apoptose
werden durch eine Vielzahl extra- und intrazelluldrer Regulationsmechanismen gesteuert. Dabei
sind neben Signaltransduktions-Kaskaden, bei welchen die Signale durch Proteine oder Ionen
iibertagen werden, Molekiile der Zelloberfldche und der extrazelluldren Matrix wie Glykane und
spezifische Matrixproteine beteiligt. Alle Molekiile unterliegen dabei einem stindigen Umbau
und damit verbunden einer Verdnderung ihres Aktivititstatus. So konnen Signalproteine, wie
Wachstumsfaktoren, durch Bindung an andere Proteine oder Glykosaminoglykane inaktiviert
oder aktiviert werden. Bei den Glykosaminoglykanen ist dabei das Substitutionsmuster von
besonderer Relevanz fiir die Bindung zu den Wachstumsfaktoren. Dariiber hinaus hat auch die
Dichte der Zelloberflichen-Glykosaminoglykane entscheidenden Einfluss auf die Steuerung der
Aktivitat und die Einleitung der Signaliibertragung durch Wachstumsfaktoren. Diese
Eigenschaften ausnutzend, werden deshalb in der Gewebeziichtung Glykosaminoglykane oder
glykosaminoglykan-analoge Verbindungen, welche in Stiitzstrukturen eingebunden oder exogen
appliziert werden, genutzt, um Einfluss auf die Funktion von Wachstumsfaktoren und damit auf
das zelluldare Verhalten zu nehmen. Ziel der Forschung ist es, GAG-analoge Verbindungen mit
einem fiir den jeweiligen Wachstumsfaktor optimalen Substitutionsmuster zu synthetisieren,
welches eine hohe Aktivitit des Wachstumsfaktors gewihrleistet und der Effektivitiit natiirlicher
GAG iiberlegen ist. Mehr noch, die neu synthetisierten Polysaccharide sollten eine geringe
Zytotoxizitidt aufweisen, biologisch nur schwer abbaubar sein und moglicherweise nicht zur
Beeinflussung  anderer  zelluldrer Ereignisse fithren, wie es von natiirlichen
Glykosaminoglykanen bekannt ist. Dariiber hinaus ist es das Ziel, biologische Testsysteme zu
nutzen oder zu entwickeln die eine moglichst sensitive Unterscheidung der synthetisierten
Glykosaminoglykan-Analoga gewihrleisten und verschiedene biologische Parameter

beriicksichtigen.

Um im Rahmen der Grundlagenforschung die Wirkung von unterschiedlich substituierten GAG-
Analoga auf Wachstumsfaktoren zu untersuchen, wurden zundchst verschiedene
Synthesemethoden auf zwei Polysaccharide angewendet. Als Ausgangsmolekiile fiir die
Synthese wurden Cellulose und Chitosan genutzt, welche sich in der Grundstruktur prinzipiell
von Zelloberflichen-Gylkosaminoglykanen unterscheiden. Dariiber existieren fiir diese beiden
Polysaccharide etablierte Synthesewege fiir das Erzeugen von Sulfat-, Carboxyl- und

Carboxymethyl-Gruppen tragenden Derivaten [153,154,155,131,156]. Sulfatierte Chitosane
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wurden in bislang nur einer Studie zur Verstirkung der Aktivitdt von Wachstumsfaktoren
eingesetzt [85]. Fiir Cellulose-Derivate liegen derartige Untersuchungen in der Literatur bislang

iberhaupt nicht vor.

Die “C-NMR der synthetisierten GAG-analogen Verbindungen ergab erste Informationen iiber
die Verteilung und die Quantitdt der Substituenten. Die Ergebnisse zeigten, dass Cellulose
regioselektiv bevorzugt in 6-O-Position jedoch gar nicht in 3-O-Position sulfatiert wurde. Als
Ursache dafiir kann die sehr gute sterische Zugénglichkeit und die hohere Reaktivitit der 6-O-
Position und die schlechtere Zuginglichkeit und Reaktivitit der 3-O-Position in quasi-
homogenen Verhiltnissen angesehen werden [153]. Die homogene Sulfatierung von Chitosan
fiihrte hingegen prinzipiell nicht zu regioselektiv bevorzugter 6-O-Sulfatierung, was durch eine
Desulfatierung der Cg-Position bei erhohten Temperaturen [133] und durch die partielle
Formylierung der primédren Hydroxylgruppen durch Ameisensidure, welche einer Sulfatierung
nicht mehr zugénglich sind, hervorgerufen wurde [133]. Die nicht-homogene Sulfatierung von
Chitosan wiederum fiihrte prinzipiell zu vollstandiger 6-O-Sulfatierung, was auf eine gesteigerte
Reaktivitit der primdren Hydroxyl-Grupppen durch die Aktivierung mit Essigsdure
zuriickzufithren war [157]. Im Gegensatz zu den Cellulose-Sulfaten lag bei den Chitosan-
Sulfaten eine Sulfatierung der 3-O-Position vor, was auf eine bessere Zuginglichkeit dieser
Position bei Chitosan zuriickzufiihren ist [157]. Demgegeniiber war das vollige Fehlen der
Sulfatierung an 2-N-Position auf die vollstindige Formylierung durch Ameisensdure dieser
Position zuriickzufiihren [133]. Das Subsitutionsmuster der Chitosan-Sulfate unterscheidet sich

deshalb prinzipiell von dem der Cellulose-Derivate.

Um Ahnlichkeit zu nativem Heparin oder Heparan-Sulfat zu erreichen, wurden Carboxylgruppen
in niedrig sulfatierte Cellulose-Sulfate eingebracht. Dabei fiihrte die vorherige Sulfatierung zur,
fir die TEMPO-Oxidation notwendigen Loslichkeit. Cellulose liegt ansonsten in kristallinem
Zustand mit eingeschrinkter Zugénglichkeit der priméiren Hydroxyl-Gruppen vor [154,158]. Die
Reaktionsprodukte wiesen nach der Oxidation eine 6-O-SO3;/COO" Mischfunktionalisierung mit
zum Teil vollstindiger Substitution dieser Position auf, was eine starke Ahnlichkeit zu Heparin
an dieser Position zeigte. Die 2-O-Sulfatierung der carboxylierten Cellulose-Sulfate von
maximal 0,24 war jedoch im Gegensatz zu Heparin (DSs; 0,84) sehr gering. Betrachtet man
Heparin, so betridgt der durchschnittliche Sulfatierungsgrad eines Dissaccharides 2,7, der
Carboxylierungsgrad 1,0. Die am héufigsten vorkommende Struktureinheit ist dabei das
trisulfatierte Disaccharid [25]. Obwohl es Abschnitte mit geringerem Anteil an 6-O- oder 2-0/2-
N-Suflatgruppen gibt [25] haben Strukturanalysen von Disacchariden, welche an Isoformen von

FGF oder an den FGFR4-Rezeptor binden, gezeigt, dass der Anteil an 2-O/2-N-Sulfonatgruppen
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immer grofer als der Anteil von 6-O-Sulfatgruppen ist [105,159,160]. Die in
den eigenen Studien synthetisierten Cellulose-Derivate zeigten jedoch hohere 6-O- als 2-O-
Sulfatierung und hatten folglich im Sulfatierungsmuster nur eine geringe Ubereinstimmung mit
Heparin-Abschnitten, speziell nicht mit solchen, die mit FGF-Wachstumsfaktoren und

Rezeptoren interagieren.

Um zu untersuchen, ob das Einbringen einer zusitzlichen funktionellen Gruppe zwischen C-
Atom und Hydroxyl-Gruppe zu einer hoheren Beweglichkeit der Hydroxylgruppen und damit
besseren Interaktion mit dem Wachstumsfaktor fiihrt, wurden niedrig sulfatierte Cellulosen mit
Carboxymethylgruppen funktionalisert. Diese konnten in alle Positionen in der Reihenfolge Ce>
C,>> C; eingebracht werden, wobei in Isopropanol bevorzugt in C¢ und C, substituiert wurde
[161]. Dabei konnten &dhnliche Gesamt-Derivatisierungsgrade wie bei den hochsulfatierten
Cellulosen erreicht werden, jedoch lag bei den carboxymethylierten Derivaten auch 3-O-
Derivatisierung vor. In Studien von Leali mit sulfatierten Polysacchariden fiihrte eine 3-O-

Derivatisierung zusétzlich zur 2-O-Derivatisierung zu erhohter biologischer Aktivitét [102].

Als wichtiger Parameter des Einflusses von GAG-analogen Verbindungen auf die Aktivitidt von
Wachstumsfaktoren wurde das Molekulargewicht der synthetisierten Derivate verifiziert. Dabei
war dieses von allen untersuchten Substanzen mit mehr als 19 kDa groBer als das
durchschnittliche Molekulargewicht von Heparin (5 bis 40 kDa, durchschnittliches
Molekulargewicht: 15 kDa). Das Molekulargewicht der meisten eigenen Derivate lag im Bereich
von Heparan-Sulfat (5 bis 50 kDa, durchschnittliche Molmasse von 30 kDa) [25]. Die Anzahl
der Monosaccharid-Einheiten (DP,-Wert) war dabei hoher als die von Heparin-Oligosacchariden,
welche fiir die Bindung von FGF-1 an seinem Rezeptor oder an den FGFR4-Rezeptor als
MindestgroBe fiir eine optimale Funktion ermittelt wurden [162]. Die synthetisierten Derivate
waren demnach fiir Untersuchungen der Wechselwirkung mit Wachstumsfaktoren geeignet. Das
erstaunlich geringe Molekulargewicht von CS-1.94 war auf eine Fragmentierung der Cellulose
zuriickzufiihren, welche hochstwahrscheinlich durch den sehr hohen Anteil an Schwefelsdure im
Verhiltnis zu Essigsdure-Anhydrid (13 / 0) hervorgerufen wurde. Das niedrigmolekulare,
carboxylierte Derivat CO-0.31 wurde dagegen aus der niedrig sufatierten Cellulose CS-0.39
synthetisiert. Diese wurde wiederum aus niedermolekularer, bestrahlter Cellulose hergestellt. Die
sulfatierten Chitosane wiesen dagegen wesentlich hohere M,-Werte auf, was auf ein wesentlich
hoheres Molekulargewicht des Rohmaterials zuriickzufiihren sein sollte. Genaue Angaben iiber

das Molekulargewicht der Chitosane wurden vom Hersteller nicht angegeben.
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Erste Einblicke in die biologische Anwendbarkeit der GAG-analogen Verbindungen wurden mit
der Bestimmung der Zytotoxizitit gewonnen. Dazu wurde die Lebensfdhigkeit von 3T3-L1
Fibroblasten unter dem Einfluss der GAG-analogen Verbindungen verifiziert. Da die
Bestimmung der Vitalitit durch den Gesamt-Gehalt an intrazelluliren Reduktasen bestimmt
wurde, korrelierte dieser Wert auch indirekt mit der Zellzahl. Es ist aber bekannt, dass natiirliche
GAG direkten Einfluss auf Signaltransduktionswege oder Mitoseereignisse haben, und damit die
Zellteilungsrate beeinflussen konnen [146,163]. Deshalb wurde mit konfluenten Zellen
gearbeitet, in welchen die Zellteilung durch Kontaktinhibierung unterdriickt ist [164]. Die
Toxizitdts-Untersuchungen zeigten, dass fiir die meisten Derivate keine oder nur eine geringe
Beeintrachtigung der Lebensfihigkeit von 3T3-L1 Fibroblasten vorlag. Im Gegensatz dazu
fiihrten Polystyrensulfonat oder Polyvinylsulfonat in Studien von Hatanaka et al., schon in
Konzentrationen von 1 pg/ml, und selbst in Anwesenheit von FGF-2, zu einem starken
Riickgang der Lebensfahigkeit [113]. Das war moglicherweise auf die Verwendung von
sulfatierten synthetischen Polymeren im Gegensatz zu den von uns verwendeten Polysacchariden
zuriickzufiihren. Auch das relativ niedrige Molekulargewicht der von uns synthetisierten
Cellulosen konnte zu geringerer Toxizitdt gefiihrt haben. In Studien von Kunou war Dextran
Sulfat mit einem Gesamt-DSs von 2,3 aber einem M, von 150 kDa toxisch, ein M, von 11 kDa,

bei gleichem Gesamt-DSg, zeigte dagegen keine Beeintrichtigung der Lebensfahigkeit [112].

Als weiterer wichtiger Parameter GAG-analoger Verbindungen, der noch keine direkte Aussage
iber die biologische Wirksamkeit der Derivate zuldsst, wurde die Bindungsaffinitit untersucht.
Diese ist ein entscheidendes Kriterium in der Interaktion zwischen GAG-Analoga und
Wachstumsfaktoren, und korreliert oft mit der in vitro gemessenen Beeinflussung der
biologischen Aktivitit von Wachstumsfaktoren. [102]. In den eigenen Untersuchungen war eine
signifikante Bindung der derivatisierten Cellulosen an den Wachstumsfaktor FGF-2 zu
verzeichnen. Allerdings war diese erst mit einem DSgs von 1,00 sichtbar. Ein ansteigender
Sulfatierungsgrad in 2-O-Position bewirkte dabei eine weitere Zunahme der Bindungsaffinitit.
Es konnte dabei jedoch nicht festgestellt werden, ob eine Zunahme der 6-O-Sulfatierung zu einer
Steigerung der Bindung fiihrte, da durch die regioselektiv bevorzugte 6-O-Sulftierung im
niederen Sulfatierungs-Bereich nahezu ausschlieBliche 6-O-Sulfaterung vorlag. Mit diesen
niedrig sulfatierten Derivaten war aber keine signifikante Bindung zu FGF-2 zu beobachten. Es
kann hier deshalb keine Schlussfolgerung zum Einfluss der 6-O-Sulfatierung auf die
Bindungsaffinitit gezogen werden. In den spiteren eigenen Untersuchungen zur
FGF-2-induzierten Proliferation wurde jedoch schon durch das Derivat CS-0.92 eine Steigerung

der Proliferation gegeniiber CS-0.66 zu verifiziert, wobei die DSg, der beiden Derivate mit 0,06
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(CS-0.66) bzw. 0,15 (CS-0.92) sehr gering gegeniiber dem DSge dieser Derivate war, was auf
einen Einfluss ansteigender 6-O-Sulfatierung auf die FGF-2-induzierte mitogene Aktivitit
schlieen 146t. Untersuchungen anderer Autoren zeigten aber auch, dass bei der Bindung von
Heparin an FGF-2 nur ein sehr geringer Teil, oder iberhaupt keine der
Wasserstoffbriickenbindungen iiber 6-O-Sulfatgruppen realisiert werden [33,165]. Dabei wiesen
jedoch die bindenden Heparin-Abschnitte jeder Monosaccharid-Einheit eine Sulfatierung der
2-0- bzw. 2-N-Position auf, was bei unseren Derivaten erst bei sehr hohem Sulfatierungsgrad der
Fall war. Es ist deshalb, aufgrund der geringen 2-O-Sulfatierung der eigenen Derivate
anzunehmen, dass auch die 6-O-Sulfatgruppen an der Bindung an FGF-2 beteiligt sind. Auch die
geringere Bindung der hochsulfatierten Cellulosen im Gegensatz zu Heparin, welches einen
wesentlich geringeren DSg¢ als die eigenen Derivate aufweist, fithrt zu der Schlussfolgerung,
dass die eigenen Derivate iiber andere Substituenten als Heparin an FGF-2 binden. Als Ursache
dafiir kann die unterschiedliche glykosidische Bindung von Cellulose und Heparin angesehen
werden, welche Einfluss auf die dreidimensionale Anordnung der Substituenten bei der Bindung
an Proteine hat. Dariiber hinaus ldsst die konformative Beweglichkeit des L-Iduronsiure-Restes
von Heparin (zwei Sesselformen als auch schiefes Boot), [25], einen groBeren Spielraum bei der

Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen der Sulfat- und Carboxyl-Gruppen zu.

Die geringe Bindung der carboxylierten Cellulose-Sulfate war aufgrund der geringen Gesamt-
Derivatisierungsgrade zwischen 0,71 und 1,08 nicht iiberraschend, zumal Carboxylgruppen nur
zwel, Sulfatgruppen aber vier Moglichkeiten zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
aufweisen [33]. Auch die geringe Bindung von CM-1.01 und CM-1.25, (Gesamt-DS 1,35 bzw.
1,65), war auf die geringeren Bindungsmoglichkeiten der Carboxymethylgruppen
zuriickzufiihren. Fiir die Derivate, CM-1.09 und CM-1.47 (Gesamt DS 1,33 bzw. 1,78) wurde
eine Bindung von ca. 20%, relativiert zu Heparin, beobachtet. Da beide Derivate aus acetylierter
Cellulose synthetisiert wurden (siehe Tab. 1 und 3), konnten verbleibende Aceytylgruppen zur
Bindung beigetragen haben. Da jedoch am Ende der Synthese in der ?C NMR keine Signale fiir

Acetylgruppen gefunden wurden, ist die Interpretation dieser Ergebnisse schwierig.

Bei den ausschlieBlich sulfatierten Cellulosen korrelierte die Proliferation prinzipiell mit der
Bindungsaffinitit, das heifit eine ansteigende Sulfatierung resultierte auch in stdrkerer FGF-2-
induzierter mitogener Aktivitidt. Der Grund, dass auch Derivate mit einem Gesamt DSg unter
1,57, welche keine signifikante Bindungsaffinitit zeigten, zu einer Erhohung der Proliferation
fiihrten konnte darin zu sehen sein, dass diese Derivate im Kompetitionsassay keinen

Wachstumsfaktor in ,,Konkurrenz zu Heparin“ binden konnten, im zelluldren Assay wohl aber
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eine Bindung zu FGF-2 vorliegt, was sich in der Erhohung der Aktivitit von FGF-2 zeigte.
Ahnlich unseren Ergebnissen konnte auch Kunou et al. eine Steigerung der FGF-1 induzierten

Proliferation durch ein Dextran-Sulfat mit einem Gesamt-DSg von nur 0,98 nachweisen [112].

Bei den von uns synthetisierten carboxylierten CS zeigte sich beziiglich der Korrelation
zwischen Carboxylierungsgrad und FGF-2-induzierter mitogener Aktivitit, dass ein niedrigerer
DScoo (CO-0.31) zu hoherer mitogener Aktivitdt als ein maximaler Carboxylierungsgrad (CO-
0.67) von Derivaten mit annidhernd gleichem DSg fiihrt. Das ldsst schlullifolgern, dass eine
geringe Carboxylierung zur Erh6hung, ein hoher Carboxylierungsgrad aber zur Unterdriickung
der FGF-2-induzierten mitogenen Aktivitidt fithrt. Die carboxymethylierten CS zeigten
demgegeniiber, trotz hohem Gesamt-Derivatisierungsgrad und teilweise signifikanter Bindung,
nahezu keine Beeinflussung der FGF-2-induzierten Proliferation. Das bedeutet, dass hoch
carboxymethylierte CS nicht zu dhnlicher biologischer Aktivitit wie hochsulfatierte Cellulosen
fiihren. Studien von Hatanaka et al. bestétigten dies, da hoch carboxymethylierte Cellulosen auch
in deren Untersuchungen keine Steigerung der FGF-2-induzierten Proliferation mit dem gleichen

Zelltyp zur Folge hatten [113].

Ein tieferes Verstindnis der Wirkung der GAG-analogen Verbindungen auf die
FGF-2-induzierte Proliferation wurde durch die Verwendung eines Konzentrationsbereiches von
1 pg/ml bis 1 mg/ml erreicht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass mit
steigendem Sulfatierungsgrad immer geringere Mengen der Derivate zur Verstirkung der
FGF-2-induzierten mitogenen Aktivitit ausreichten. Bemerkenswerterweise bewirkten dabei die
hochsulfatierten Cellulosen in wesentlich geringeren Konzentrationen als Heparin eine
Steigerung der Proliferation. Ein Einfluss des Molekulargewichtes war dabei auszuschlieB3en, da
dieses der hochsulfatierten Cellulose mit der hochsten mitogenen Aktivitit (CS-1.94 - 19 kDa)
und Heparin (17 kDa) nahezu gleich war. Unterschiede im Derivatisierungsgrad und -muster
sowie in der glykosidischen Bindung sind deshalb als Ursachen anzusehen, da Heparin eine
signifikant hohere Bindungsaffinitit zu FGF-2 als alle sulfatierten Cellulosen hatte. Dariiber
hinaus schiitzte Heparin in den gleichen Mengen wie die hochsulfatierte Cellulose CS-1.94 den
Wachstumsfaktor FGF-2 vor proteolytischem Abbau durch Trypsin. Ahnliche Diskrepanzen
zwischen dem Schutz vor proteolytischem Abbau und der Beeinflussung der FGF-2-induzierten
Proliferation wurden auch fiir die carboxylierten und carboxymethylierten Derivate beobachtet.
Diese fiihrten zwar zu gleichem und teilweise sogar besserem proteolytischem Schutz von
FGF-2 als die hochsulfatierten Cellulosen, bewirkten aber nur in sehr hohen Konzentrationen

eine Steigerung der FGF-2-induzierten mitogenen Aktivitét.
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Das fiihrt zu der Annahme, dass die Unterschiede in der Steigerung der FGF2-induzierten
Proliferation vorrangig auf die Formierung des FGF:Polysaccharid:FGFR Komplexes
zuriickzufiihren sind. Studien von Rusnati et al. zeigten, dass 6-O-desulfatiertes Heparin seine
Fahigkeit behielt an FGF-2 zu binden, dagegen aber nicht in der Lage war die Formierung des
FGF:FGFR-Komplexes zu bewirken [44]. Arbeiten von Loo et al. bestitigten diese Ergebnisse -
in Bindungsstudien von Heparin an den FGFR4-Rezeptor wurde gezeigt, dass sich bindende von
nicht bindenden Heparin-Doménen durch einen hoheren Gehalt an 6-O-Sulfatgruppen
auszeichnen [160]. In den eigenen Studien fiithrte im unteren Sulfatierungs-Bereich hauptsichlich
eine ansteigende 6-O-Sulfatierung, im hoheren Suflatierungs-Bereich jedoch eine zumehmende
2-0O-Sulfatierung (bei gleichbleibender 100 % iger 6-O-Sulflateirung) zu ansteigender
FGF-2-induzierter Proliferation. Das deutet auf eine entscheidende Rolle der 2-O-Sulfatierung
bei der Verstirkung der FGF-2-induzierten Proliferation bei den eigenen Derivaten hin. Die
Diskrepanzen zwischen Schutz vor proteolytischem Abbau und mitogener Aktivitit von Heparin
und den carboxylierten/carboxymethylierten CS auf der einen Seite, und den ausschlieBlich
sulfatierten Cellulosen auf der anderen Seite, lassen auf Unterschiede in der Formierung des
FGF:Polysaccharid:FGFR Komplexes schlieBen. So konnten Carboxyl-Gruppen, wie in Heparin
und den carboxylierten/carboxymethylierten Derivate, zwar zu einer Bindung an FGF-2 und
damit Schutz vor Proteolyse beitragen, wirken sich aber moglicherweise nicht fordernd auf die
Formierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes aus. Diese Aussage wird, neben den Ergebnissen
von Heparin und den carboxylierten CS, auch durch die unterschiedlichen Effekte der
ausschlieBlich sulfatierten Cellulose CS-0.92 und des carboxylierten Derivates CO-0.11 (hat
dhnlichen DSg wie CS-0.92 aber einen DScoo von 0,11) bestitigt. Die Graphen des
proteolytischen Verdaus beider Derivate zeigten starke Ahnlichkeit, fiir CS-0.92 war jedoch bei
500 pg/ml eine wesentlich hohere Proliferation zu verzeichnen als mit CO-0.11. Auch
Carboxymethyl-Gruppen scheinen die Komplexbildung von FGF-2 und dem FGFR-
Rezeptor nicht zu fordern. Neben der geringeren Moglichkeit der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen konnte die zusitzliche Methyl-Gruppe eine sterische Behinderung

bei der Formierung des Komplexes verursachen.

Glykosaminoglykane wie Heparin oder Heparan-Sulfat iibernehmen nicht nur vielféltige
Funktionen in der Feinregulierung von Signal-Proteinen, sondern konnen auch direkt, z.B. durch
Heparin-spezifische Oberflachenrezeptoren oder die Beeinflussung von Signaltransduktions-
Kaskaden, in die Regulation des zelluldren Geschehens eingreifen [146]. Die Untersuchungen
der mitogenen Wirkung der eigenen GAG-analogen Verbindungen ohne Zusatz von

Wachstumsfaktor haben gezeigt, dass sich die mitogene Aktivitit der Derivate grundsétzlich von



5. DISKUSSION 86

den Experimenten mit Zugabe von FGF-2 unterscheidet, und dariiber hinaus nicht mit dem
Sulfatierungsgrad korreliert. Carboxylierte und carboxymethylierte Derivate fiihrten wiederum
zu keiner oder nur geringfiigiger Beeinflussung der Proliferation. Die iiberraschend hohe
mitogene Aktivitdt der sulfatierten Cellulosen dagegen kann ihre Ursache in diversen zelluldren
Prozessen haben. Verschiedene Studien anderer Autoren zeigten, dass ansteigende Heparin-
Konzentrationen zu erhohter Abundanz des im extrazelluliren Raum befindlichen FGF-2 und
des FGFR1 Rezeptors, sowie Zell-assoziierter Heparan-Sulfate fiihrte. In den meisten Fillen kam
es dabei jedoch zu einer Unterdriickung der Proliferation [166,167]. Eine vom Sulfatierungsgrad
abhidngige Wachstumsfaktor-Synthese in den eigenen Studien ist vorstellbar, jedoch fiihren die
groen Unterschiede zwischen den Derivaten zu der Annahme, dass noch andere zellulédre

Mechanismen beteiligt sind.

Es ist bekannt, dass Heparin iiber eine Bindung an die Zelloberfldche [168,169] in die Zellen
internalisiert und zu Oligosacchariden abgebaut wird [170]. Das kann zu einer, vom
Sulfatierungsgrad abhidngigen Hemmung von RNA-Polymerasen [171] oder zu einer Bindung an
Transkriptionsfaktoren fithren [172], und damit eine Beeinflussung der Expression von Genen
hervorrufen [173]. Eine negative Beeinflussung der Zellteilung durch Heparin und GAG-analoge
Verbindungen kann auch durch die Inhibierung der Ca®™ Ausschiittung [146], Unterdriickung der
MAPK-Kaskade [174] oder von Mitose-Prozessen verursacht werden [163,175]. Weitere
Ursachen fiir eine Beeinflussung der Zellteilungsrate sind in extrazelluldren Prozessen zu finden.
Wachstumsfaktoren liegen als Reservoir in inaktiver Form an Matrix- oder Zelloberfldchen
Heparan-Sulfat-Proteoglykanen gebunden vor [176]. Die Zugabe von freiem Heparin bzw.
GAG-analoger Verbindungen konnte zur Freisetzung der Wachstumsfaktoren, und damit zu
einer Erhohung der Konzentration freier Polysaccharid-Wachstumsfaktor Komplexe fiihren,
welche an Zelloberflichen-Rezeptoren binden und eine Signaltransduktion einleiten konnen.
Weiterhin wurde beschrieben, dass die Bindung von heparinoiden Substanzen an Matrix-
Proteine wie Laminin [177], Fibronektin [178], Thrombospondin [179] oder Kollagen [180,181]
zu einer Unterbindung der Fibroblasten-Adhésion und damit verbundener Unterdriickung der
Zellteilung fiihrte [182]. Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen zeigten, dass spezifische
Konzentrationen einzelner Derivate stimulierende, andere Konzentrationen inhibierende Effekte
haben. Kumulative Effekte der beschriebenen Effekte konnen deshalb in Erwigung gezogen
werden. Weiterfilhrende Studien zur extrazelluliren Bestimmung des Gehalts von
Wachstumsfaktoren wie FGF-2 oder TGF-beta, oder der Untersuchung von, mit der Zellteilung
verbundenen intrazelluldren Prozessen, wiirden weiter zum Verstindnis der Wirkung der GAG-

analogen Verbindungen beitragen.
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Das Potential der Beeinflussung der Aktivitit von Wachstumsfaktoren durch die von uns
synthetisierten Derivate wurde auch an einem der am meisten untersuchten Mitglieder der ,,Bone
morphogenic proteins® Familie, BMP-2, untersucht. Damit wurde gezeigt, dass auch die
Wachstumsfaktor-induzierte Differenzierung von Zellen durch GAG-analoge Verbindungen
beeinflusst werden kann. Prinzipiell unterschied sich die Wirkung der Derivate auf BMP-2 zu
den Untersuchungen mit FGF-2, sowohl beziiglich der Effekte der einzelnen Polysaccharide als
auch der zur Verstirkung der Aktivitit des Wachstumsfaktors fithrenden Konzentrationen. Die
Bindungsaffinititen der Derivate an BMP-2 waren iiberraschenderweise, relativiert zu Heparin,
insgesamt wesentlich hoher als zu FGF-2. In Studien von Miyazaki et al. fiihrte ein
ibersulfatiertes Chondroitinsulfat ebenfalls zu einer bis zu 20% stirkeren Bindung an BMP-2 als
Heparin aus Schweinedarm, was auf eine hohere Bindungsaffinitit von BMP-2 zu anderen
Polysacchariden als Heparin hinweist [24]. Im Unterschied zu den Experimenten mit FGF-2,
zeigten liberraschenderweise Cellulose-Derivate mit mittlerem Sulfatierungsgrad in 2-O-Position
(CS-1,57, CS-1,69) die hochste Bindungsaffinitit zu BMP-2. Ein hoherer Sulfatierungsgrad
fiihrte zu signifikant abnehmender Bindung, was bedeutet, dass ein sehr hoher DS, der GAG-
analogen Verbindungen zu einer AbstoBung gegeniiber BMP-2 fiihrt. Auffallend war dabei, dass
die beiden carboxymethylierten Derivate CM-1.09 und CM-1.47, dhnlich den Experimenten mit
FGF-2, die hochste Bindung aller carboxylierten/carboxymethylierten Derivate aufwiesen. Das
deutet auf mogliche, nicht beseitigte Acetylgruppen hin, die aufgrund der Hydroxylgruppe zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen beitragen konnen. Die hohere Bindungsaffinitét
aller carboxylierten und carboxymethylierten Derivate gegeniiber der Bindung an FGF-2 konnte
im Versuchsansatz begriindet sein. Die Wachstumsfaktoren wurden durch die eigenen Derivate
kompetitiv zu Heparin-Agarose-Mikropartikeln gebunden, eine niedrigere Bindung von BMP-2
an Heparin fiihrte folglich zu einer relativ hoheren Bindung der GAG-analogen Verbindungen an

BMP-2.

Die Versuche zur Beeinflussung des osteogenen Differenzierungspotentials von BMP-2 auf
multipotente humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) fiihrten sowohl ohne als auch mit den
osteogenen Induktoren Ascorbinsdure-2-Phosphat, -Glycerophosphat und Dexamethason nicht
zu einem Anstieg der ALP-Aktivitit durch BMP-2. Ergebnisse aus der Literatur bestitigen die
Erhohung der ALP-Aktivitit von hMSC durch die genannten osteogenen Induktoren.
[183,86,87]. Diefenderfer et al. konnte in hMSC zwar eine Erhohung der Expression osteogener
Marker durch BMP-2, wie Noggin, Osteopontin oder Bone Sialoprotein nachweisen, die
Expression der alkalischen Phosphatase blieb unter BMP-Einfluss jedoch unverdndert [183].
Auch die Expression des Transkriptionsfaktors Msx-1 wurde durch BMP-2 erhoht,
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Uberexpression dieses Genes fiihrte jedoch ebenfalls nicht zu ansteigender ALP-AKktivitit [183].
Da die ALP-Aktivitdt als Screening-Marker fiir die Unterscheidung der Effekte der GAG-
analogen Verbindungen genutzt werden sollte, konnten die hMSC nicht fiir die weiteren

Untersuchungen eingesetzt werden.

Um den Einfluss der GAG-analogen Verbindungen und BMP-2 auf multipotente Zellen zu
studieren, wurden deshalb multipotente embryonale C3H/10T1/2 Mauszellen mit der Fahigkeit
zu adipogener, chondrogener und osteogener Differenzierung eingesetzt. Dabei fiihrten BMP-2
Konzentrationen bis 100 ng/ml zu einer leichten, wenn auch nicht signifikanten Abnahme der
ALP-Aktivitdt. Erst nach Zugabe der osteogenen Induktoren Ascorbinsidure-2-Phosphat,
B-Glycerophosphat und Dexamethason kam es zu einem signifikanten Anstieg der ALP-Aktivitit
durch BMP-2 Konzentrationen von 50 und 100 ng/ml. Date et al. konnten einen Anstieg der
ALP-Aktivitdt dieser Zelllinie ohne osteogene Induktoren erst mit BMP-2 Konzentrationen von
500 ng/ml nachweisen [84]. Suga et al. zeigten hingegen, dass unter Verwendung von
L-Ascorbinsdure, f-Glycerophosphat und Dimethylsulfoxid eine Erhohung der ALP-Aktivitét
schon mit 40 ng/ml BMP-2 moglich war [89]. Die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitit in
C3H/10T1/2 Mauszellen wird demnach, im Gegensatz zu hMSC, durch die Anwesenheit
osteogener Induktoren wesentlich verstirkt. Da das Anliegen der eigenen Arbeit darin bestand
moglichst geringe Mengen an Wachstumsfaktor zu verwenden, wurden die osteogenen

Induktoren zur Verstiarkung der Aktivitdt von BMP-2 mit dieser Zelllinie genutzt.

Die Zugabe der GAG-analogen Verbindungen fiihrte in Konzentrationen von 10 pg/ml bis 1
mg/ml, abhingig vom Sulfatierungsgrad, zur Unterdriickung der BMP-2-induzierten ALP-
Aktivitdat. Die zunehmende Inhibierung korrelierte dabei prinzipiell mit der Bindungsaffinitit.
Die Ergebnisse unterscheiden sich damit von den Ergebnissen der FGF-2-induzierten
Proliferation, in denen ein zunehmender Sulfatierungsgrad zu ansteigender Proliferation fiihrte.
In den Versuchen mit BMP-2 fiihrten die derivatiserten Polysaccharide, in Abhingigkeit von der
Bindungsaffinitit, moglicherweise zu einem Binden und damit verbundener Immobilisieung von
BMP-2, welches nun nicht mehr der Bindung an den BMPRI-Rezeptor zugénglich war. Eine
Unterstiitzng der Ausbildung des Rezeptor-Ligand Komplexes durch die Derivate, wie fiir
FGF-2 postuliert, erfolgte in dem verwendeten Konzentrationsbereich wahrscheinlich nicht [184].
Auch die Lebensfihigkeit der Zellen wurde mit zunehmender Konzentration, und abhéngig vom
Sulfatierungsgrad der Derivate unterdriickt. Im Unterschied zu den Toxizitdtsstudien mit 3T3-L1
Fibroblasten wurden fiir die Experimente der ALP-Aktivitit und des Protein-Gehaltes keine
konfluenten Zellkulturen verwendet. In Toxizitdtsstudien anderer Autoren wurde nachgewiesen,

dass niedrige Zelldichten empfindlicher gegeniiber der toxischen Wirkung von Substanzen



5. DISKUSSION &9

reagieren, was auf eine relative Verarmung der toxischen Substanz bei hohen Zelldichten
zuriickzufiihren ist [185]. Dabei war ein starkes Schrumpfen von Zellen geringerer Dichte
gegeniiber hoherer Dichte zu beobachten [186]. Fujita wies nach, dass das signifikant schnellere
Absterben von corticalen Neuronen niedriger Dichte durch Nekrose, das Absterben Zellen hoher
Dichte aber durch programmierten Zelltod (Apoptose) hervorgerufen wurde [187]. Nekrose ist
die Folge der direkten Einwirkung von duBleren Einfliissen wie Hitze, Sduren, etc. was zur
Denaturierung von Proteinen fithren kann. Apoptose hingegen wird iiber Signaltransduktions-
wege eingeleitet, welche Todes-Rezeptoren, verschiedene Caspasen (spalten aspartathaltige
Aminosduresequenzen) und mitochondriales Cytochtom c reguliert werden [188], was damit

auch vor allem fiir Langzeitversuche von gro3erer Bedeutung ist.

In den eigenen Langzeitversuchen mit multipotenten C3H/10T1/2 Mauszellen fiihrten
hochsulfatierte GAG-analoge Verbindungen und Heparin, vor allem in htheren Konzentrationen,
zu einer starken Verringerung der Lebensfahigkeit und der BMP-2-induzierten Mineralisierung.
Hausser und Brenner zeigten eine Forderung der Proliferation nach Kurzzeit-Inkubation (1 Tag)
aber eine Hemmung nach 14 Tagen Inkubation mit Heparin-Konzentrationen von 5 pg/ml und
hoher. Wie in den eigenen Untersuchungen wurde auch dort eine Hemmung der Mineralisierung
nach 15 Tagen mit 5 pg/ml und mehr beobachtete, was die Unterschiede zwischen Kurz- und
Langzeitinkubation in den eigenen Experimenten bestitigt [184]. Griinde hierfiir konnten auf der
einen Seite der hohe Gehalt an Sulfatgruppen und eine damit verbundene toxische Wirkung der
eigenen GAG-analogen Verbindungen sein, wie sie schon bei Kurzzeitinkubation, und abhéngig
vom Sulfatierungsgrad verifiziert wurde (siehe auch die Ergebnisse der Bestimmung des
Proteingehaltes). Auf der anderen Seite konnen z.B. eine Beeinflussung der Weiterleitung von
Signalen mit der Zellteilung verbundener Signaltransduktions-Kaskaden, oder Hemmung von
Mitose-Prozessen, wie ausfiihrlich fiir Heparin beschrieben [184,146,168], Ursachen fiir
verringerte Zellzahlen nach Langzeitinkubation sein. Prozesse dieser Art konnten auch zu
Heparin induzierter Osteoporose beitragen, welche sich in einer Reduktion der Osteoblastenzahl
duBert [189]. Die bei den niedrig sulfatierten Derivaten beobachtete leichte Steigerung der
Mineralisierung, konnte auf einen leichten Schutz des Wachstumsfaktors vor Proteolyse und

einem langsamen Freisetzen bei Langzeitinkubation zuriickzufiihren sein.

In weiterfiihrenden Untersuchungen mit der gleichen Zelllinie zeigte sich jedoch, dass geringe
Konzentrationen der GAG-analogen Verbindungen zwischen 0,075 — 0,6 pg/ml prinzipiell zu
einer Steigerung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitét fithren. Hochsulfatierte Polysaccharide
bewirkten dabei eine groflere Steigerung als carboxymethylierte Cellulosen und Heparin. Diese

Ergebnisse bestidtigen die Untersuchungen mit FGF-2, in denen Carboxyl- und
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Carboxymethyl-Gruppen weniger zur Verstirkung der Aktivitit von Wachstumsfaktoren

beitrugen.

Da die Unterschiede in der Beeinflussung der ALP-Aktivitdt zwischen den einzelnen Derivaten
mit C3H/10T1/2 Mauszellen aber nicht signifikant waren, wurde in den weiteren
Untersuchungen die Maus Myoblasten Zelllinie C2C12 genutzt. Diese zeigt neben einer starken
morphologischen Veridnderung unter BMP-2-Einfluss eine sehr hohe Expression der Alkalischen
Phosphatase, auch ohne Zusatz der osteogenen Induktoren Ascorbinsdure-2-Phosphat, -
Glycerophosphat und Dexamethason. Da in den Versuchen zur Wechselwirkung der GAG-
analogen Verbindungen mit BMP-2 méglichst geringe Konzentrationen des Wachstumsfaktors
eingesetzt werden sollten, wurde zunéchst untersucht, bei welcher BMP-2 Konzentration eine
signifikante Steigerung ALP-Aktivitit erzielt werden kann. Die Ergebnisse zeigten, dass schon
50 ng/ml des Wachstumsfaktors zum Anstieg der Alkalischen Phosphatase Aktivitit fiihrten, ein
weiterer, starker Anstieg wurde bis 400 ng/ml beobachtet. Die gro3te Verstirkung der BMP-2-
induzierten ALP-Aktivitit durch 0,6 pg/ml des Chitosan-Sulfates CHS1.77-1.00 erfolgte jedoch
bei mittleren BMP-2 Konzentrationen von 200 ng/ml. Auch in Versuchen von Jiao et al. mit
C2C12 Zellen konnte mit 150 ng/ml BMP-2 durch Zugabe 2 pg/ml Heparin die grofte
Steigerung der ALP-Aktivitit beobachtet werden. Mit 50 ng/ml BMP-2 war die Steigerung durch
Heparin geringer, mit 300 ng/ml konnte keine Erhohung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit
durch Heparin mehr beobachtet werden [106]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
ALP-Aktivitdt nur bei bestimmten BMP-2 Konzentrationen durch GAG-analoge Verbindungen
verstirkt werden kann. Bei hoheren BMP-2 Konzentrationen ist eine weitere Steigerung
aufgrund der Sittigung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitidt nicht mehr moglich. Auch die
eigenen mikroskopischen Untersuchungen zur morphologischen Verdnderung der C2CI12
Myoblasten bestitigten prinzipiell diese Ergebnisse. Bei einer Konzentration von 10 und
25 ng/ml BMP-2 war nach Zugabe von 2,5 pg/ml der sulfatierten Cellulose CS-1.57 eine
Verstiarkung der osteogenen Differenzierung (Abschwichung der Auspriagung von Muskelzellen)
zu erkennen, BMP-2 Konzentrationen von 50 ng/ml und mehr fiihrten schon zu einer
vollstandigen Unterdriickung der myogenen Differenzierung, welche durch Zugabe von CS-1.57

nicht weiter gesteigert werden konnte.

Hohe BMP-2 Konzentrationen zeigten dariiber hinaus einen negativen Einfluss auf die
Lebensfihigkeit der C2C12 Zellen, welcher insbesondere durch Zugabe des sulfatierten
Chitosans CHS1.77-1.00 signifikant verstiarkt wurde. Dabei waren jedoch additive Effekte von
BMP-2 und CHS-1.77-1.00 auszuschlieBen, da es sowohl mit 400 ng/ml BMP-2 allein als auch
mit CHS1.77-1.00 allein nicht zu einem Riickgang der Anzahl lebender Zellen kam. Man
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kann deshalb von einer Verstirkung der Aktivitdt von BMP-2 durch CHS-1.77, und einem damit
verbundenen negativen Effekt auf die Lebensfihigkeit der Zellen ausgehen. Hinweise fiir einen
negativen Einfluss von ansteigenden BMP-2 Konzentrationen auf die Lebensfdhigkeit von
Zellen sind in verschiedenen Studien zu finden. So fithrten in Ratten-Osteoblasten BMP-2
Konzentrationen bis 25 ng/ml zu ansteigenden, Konzentrationen bis 100 ng/ml aber wieder zu
abnehmenden Zellzahlen [190]. In corticalen Zellen bewirkten 10 ng/ml BMP nur leicht
beeintriachtigte Lebensfihigkeit, 100 ng/ml fithrten zum teilweisen Absterben der Zellen [191].
Ein negativer Einfluss von BMP-2 auf die Lebensfihigkeit von neuralen Progenitor-Zellen kann
durch SmadS5-induzierte Apoptose [192], oder durch die Hemmung des Zellzyklus und Induktion
der Apoptose durch das Neurotrophin-Rezeptor interagierende MAGE Homolog (NRAGE),
einer Komponente des nicht canonicalen BMP-Signalweges in Nervenzellen, hervorgerufen
werden [193]. Ahnliche, durch BMP-2 Signaltransduktions-Mechanismen hervorgerufene
negative Effekte auf die Lebensfahigkeit sind fiir C2C12 Myoblasten nicht auszuschlieBen.

Die Ergebnisse der Beeinflussung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit von C2CI12
Myoblasten durch die GAG-analogen Verbindungen korrelierten aber prinzipiell mit denen der
multipotenten C3H/10T1/2 Mauszellen. Auch die Lebensfihigkeit der C2C12 Zellen nahm, wie
bei C3H/10T1/2 Zellen, mit zunehmendem Sulfatierungsgrad ab, was die toxische Wirkung der
Derivate auf nicht konfluente Zellen bestitigt. Mit C2C12 Zellen konnten gegeniiber
C3H/10T1/2 Zellen aber signifikante Unterschiede der Wirkung der einzelnen Derivate
festgestellt werden. Ahnlich den Ergebnissen mit FGF-2 korrelierten die Ergebnisse dabei,
zumindest fiir die ausschlieflich sulfatierten Cellulose-Derivate, mit der Bindungsaffinitit zu
BMP-2. Die geringe Steigerung der ALP-Aktivitit durch die hochsulfatierte Cellulose CS-1.94
konnte, neben der geringeren Bindungsaffinitit, auch durch das geringe Molekulargewicht von
nur 19 kDa hervorgerufen worden sein. Auch in Studien von Suga et al. fiihrte ein niedrigeres
Molekulargewicht von heparinoiden Substanzen zu geringerer BMP-2-induzierter ALP-Aktivitit
als ein hoheres Molekulargewicht [89]. Auch die signifikant hohere Steigerung der BMP-2-
induzierten ALP-Aktivitit durch 2,5 pg/ml des hochsulfatierten Chitosan-Sulfats CHS1.77-1.00
gegniiber den hochsulfatierten Cellulosen, konnte auf das wesentlich hohere Molekulargewicht
von 127 kDa (CHS1.77-1.00) gegeniiber 37 kDa (CS-1.57) zuriickzufiihren sein. Auch Zhou et
al. konnte eine leichte Steigerung der ALP Aktividt mit einer Erhohung des
Molekulargewichtsvon 29 auf 88 kDa nachweisen [85]. Die Unterschiede der ALP-Aktivitit in
den eigenen Studien waren jedoch wesentlich grofler als in den Studien von Zhou et al., die
signifikant hohere ALP-Aktivitit durch das eigene Chitosan-Sulfat ist deshalb mit hoher

Wabhrscheinlichkeit nur zu geringem Teil auf das hohere Molekulargewicht zuriickzufiihren.



5. DISKUSSION 92

Auch sollte die hohere ALP-Aktivitit nicht auf den Sulfatierungsgrad von CHS1.77-1.00
zuriickzufiihren sein, da dieser zwischen dem der Cellulose-Derivate CS-1.57 und CS-1.94 lag.
Der Grund ist wahrscheinlich in der prinzipiell unterschiedlichen Struktur der Cellulose- und
Chitosan-Sulfate zu sehen. Chitosan trigt in C,-Position eine Amino-Gruppe und ist, neben der
Ce- Position, ausschlieBlich in Cs-Position sulfatiert. Die Cellulosen sind dagegen, neben der Ce-
Position, ausschlieBlich in C,-Position sulfatiert. In der Literatur sind Arbeiten iiber die Synthese
von 2-N,6-O-sulfatierten Chitosanen [85] sowie 2,3-O- und 2,3,6-O-sulfatierten Cellulosen [194]
zu finden. Von den zuletzt genannten sulfatierten Cellulosen wurden die Effekte auf
Wachstumsfaktoren gesteuerte zelluldre Ereignisse wie Proliferation oder Differenzierung
jedoch nicht untersucht. Dariiber hinaus liegen auch keine Arbeiten iiber ausschlieBlich 3,6-O
sulfatierte Polysaccharide vor - vergleichende Studien der biologischen Aktividt von 3,6-O
sulfatierten und 2,6-O-sulfatierten Derivativen, wie in den eigenen Arbeiten beschrieben,
konnen deshalb nicht herangezogen werden. In Arbeiten von Leali et al. wurde aber gezeigt, dass
neben C,-Sulfatgruppen auch Cs-Sulfatgruppen von Heparin-analogen Verbindungen zur
Bindung an den Wachstumsfaktor FGF-2 beitragen [102]. Dariiber hinaus wies Schlessinger
nach, dass Carboxyl- und Hydroxylgruppen von Heparin an die Aminogruppen von FGF-2
binden [33]. Demnach ist es theoretisch auch moglich, dass die Aminogruppen von Chitosan
Wasserstoffbriickenbindungen zu freien Carboxyl- oder Hydroxlgruppen des Proteins ausbilden.
Die hohere Anzahl von Bindungsmoglichkeiten und die unterschiedliche Anordnung der
Substituenten konnten so zu einer hoheren Bindungsaffinitit von Chitosan-Sulfaten an BMP-2,

und damit hoherer biologischer Aktivitit gefiihrt haben.

Die eigenen Untersuchungen zeigten dariiber hinaus, dass die sulfatierten Derivate prinzipiell zu
hoherer BMP-2-induzierter ALP-Aktivitdt als Heparin fiithren, was die Ergebnisse mit
C3H/10T1/2 Mauszellen als auch mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 bestitigt. Das carboxylierte
Cellulose-Sulfat CO-0.67 zeigte mit C2C12 Mausmyoblsten zwar eine etwas schwichere, zum
Proteingehalt relativierte, Steigerung der ALP-Aktivitat als Heparin, in Anbetracht des
wesentlich hoheren Sulfatierungsgrades und der drastisch hoheren Bindungsaffinitidt von Heparin
war die verstirkende Wirkung von CO-0.67 jedoch iiberraschend hoch. Dariiber hinaus fiihrte
CO-0.67 zu einer Erhohung der Lebensfihigkeit iiber den gesamten Konzentrationsbereich was
darauf hinweist, dass Carboxyl-Gruppen in CO-0.67 zur Steigerung der Lebensfidhigkeit fiihren.
Diese Eigenschaft macht gering sulfatierte, aber hochcarboxylierte Cellulose-Derivate vor allem
auch interessant fiir Langzeitanwendungen zur Verstirkung der Aktivitit von BMP-2.
Carboxymethylierte Cellulose, mit dhnlich geringem Sulfatierungsgrad, bewirkte dagegen einen

Riickgang der Zahl lebender Zellen und dariiber hinaus die geringste Verstirkung der
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BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit. Dieses Ergebnis, zusammen mit den Untersuchungen der
FGF-2-induzierten mitogenen Aktivitit, machen carboxymethylierte Verbindungen wenig
attraktiv zur Verstiarkung der Aktivitit von Wachstumsfaktoren. Die iiberlegene Wirkung der
GAG-analogen Verbindungen auf die BMP-2-induzierte ALP-Aktivitdt gegeniiber Heparin ist,
dhnlich wie bei den Versuchen mit FGF-2, mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die
unterschiedliche Polysaccharidstruktur (glykosidische Bindung) zuriickzufiihren. Auch in
Studien von Zhou et al. zeigten hochsulfatierte Chitosane eine signifikant hohere Steigerung der

ALP-Aktivitét als Heparin [85].

Beziiglich der Verstirkung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitdt durch die GAG-analogen
Verbindungen korrelierten die Ergebnisse nicht in jedem Fall mit der Bindungsaffinitit. So
fiihrte CO-0.67, mit nur 10% Bindungsaffinitit, zu doppelter ALP-Aktivitit wie CM-1.47, mit
60 % Bindungsaffinitdt. Nimmt man an, dass die Acetylgruppen aller carboxymethylierten
Verbindungen, wie in der BC-NMR gezeigt, nach der Reaktion beseitigt wurden, sind die
Ursachen fiir die Diskrepanzen in Bindungsaffinitit und biologischer Aktvitdt in anderen
Phinomenen zu suchen. Wie fiir FGF-2 gezeigt wurde, konnen bestimmte Sulfatierungsmuster
von Heparin entweder giinstig fiir eine Bindung an den Wachstumsfaktor, oder aber an den
FGFR-Rezeptor sein. [165,160]. Dementsprechend konnte das Derivat CM-1.47 zwar mit hoher
Affinitit an BMP-2 binden, aber moglicherweise der Interaktion mit dem BMPR-Rezeptor
entgegen wirken. Obwohl bislang keine direkten Nachweise der Einbindung von
Glykosaminoglykanen in die Formierung BMP-BMPR-Komplexes in Form von Kristallstruktur-
Analysen in der Literatur vorliegen, konnen Hinweise fiir den Einfluss von Heparin und GAG-
analoger Verbindungen auf die Aktivitit von BMP und die Formierung des BMP-BMPR-Ia

Komplexes gefunden werden.

Zum einen ist bekannt, dass die Vermittlung der Bindung von BMP-2 an den BMPR-Ia Rezeptor
iiber die sogenannte ,,wrist“ Region erfolgt [195]. BMP-2 weist dariiber hinaus auch eine
Heparin-bindende Domine auf, welche aber auflerhalb der ,,wrist“ Doméne, am N-terminalen
Ende des Proteins lokalisiert ist [80]. Die Zugabe eines, der Heparin-bindenden Doméne
analogen Peptides, fiihrte zur Erhohung der Aktivitit von BMP-2. Dabei wurde davon
ausgegangen, dass das Peptid an Heparan-Sulfat-Proteoglykane der ECM bindet. Dadurch wird
das Andocken an die HSPG, und die damit verbundene ,,Inaktivierung* von BMP-2, verhindert.
Dadurch ist BMP-2 einer Bindung an den Rezeptor zuginglich. Auch zugegebenes Heparin
fiihrte zum gleichen Effekt, da dieses an BMP-2 bindet und damit ebenfalls das Andocken des
Wachstumsfaktors an die ,,inaktivierenden* HSPGs der ECM verhinderte [80]. Es wurde dariiber

hinaus gezeigt, dass die Beseitigung der Heparin-bindenden Doméne von BMP-2 zur Erh6hung,
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sowie zu einer von der Heparin-Zugabe unabhingigen Aktivitit von BMP-2 fiihrte. Das
bedeutet, dass diese Domine nicht direkt fiir die Vermittlung der Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung, wohl aber zur Bindung an die HSPG notwendig ist [80]. Jiao et al. zeigte auch,
dass HSPG einem hohen Umbau unterliegen und dariiber hinaus die Internalisation von
Wachstumsfaktoren wie BMP-2 bewirken. Eine Desulfatierung von HSPGs der ECM fiihrte in
seinen Untersuchungen dementsprechend zur Unterbindung der Internalisierung von BMP-2,
und damit zum drastischen Anstieg der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit. Auch die Zugabe von
2 pg/ml Heparin zu Zellen mit intakten HSPGs fiihrte zu einem Anstieg der ALP-Aktivitit,
wobei auch hier von einer Unterdriickung der Internalisierung ausgegangen wurde.
Konzentrationen von 20 pug/ml und mehr fiihrten jedoch zu einer Abnahme der ALP-Aktivitit
unter den Wert der Kontrolle [106]. Zu dhnlichen Ergebnissen fiihrten auch Studien von Zhou et
al., wobei von ihm dariiber hinaus beobachtet wurde, dass 1 pg/ml Chitosan-Sulfat zu erhohter
Bindung von BMP-2 an die Zelloberfliche der C2C12 Zellen fiihrte, 10 pg/ml jedoch zu einer
Abnahme unter den Wert der Kontrolle ohne Chitosan-Sulfat [85]. Es ist deshalb anzunehmen,
dass hohere Polysaccharid Konzentrationen zu einer gegenseitgen Verdringung der BMP-
Heparin Komplexe von den Rezeptoren fiihren, oder dass BMP-2 durch die Polysaccharide auch
an unspezifischen Stellen gebunden wird, so dass ein Binden an den BMPR-Ia Rezeptor nicht

mehr moglich ist.

Interessanterweise wurde mit Quartz-Kristall-Mikrowaagen Analyse (QCM) gezeigt, dass
Heparin sowohl an die BMPR- Ia und II Rezeptoren als auch an einen Komplex aus beiden
Rezeptoren bindet. Umgekehrt wurde auch eine hochaffine Bindung der BMPR Ia und II
Rezeptoren an einen Heparin-BMP-2 Komplex gezeigt. Auch konnte eine hochaffine Bindung
von Heparin an den BMP-BMPR I Komplex nachgewiesen werden [196]. Obwohl die Heparin-
Bindungsdomine auflerhalb der ,,wrist* Domine liegt, ist es deshalb vorstellbar, dass die frei
beweglichen Enden der an die Heparin-Bindedomine gekoppelten Polysaccharide an andere
Dominen der BMPR-Rezeptoren binden, und damit zur Verstirkung der Rezeptor-Ligand
Bindung beitragen. Damit wire auch die Bindungsaffinitit der Polysaccharide in zweierlei
Hinsicht von Bedeutung. Einerseits fiir das kompetitive Freisetzen von BMP-2 von den HSPG
der extrazellularen Matrix oder der Zelloberfliche, und andererseits fiir die eben beschriebene
indirekte Bindung von BMP-2 an die BMPR-Rezeptoren. Auch die in den eigenen Arbeiten
gefundenen Diskrepanzen zwischen der Bindungsaffinitit zu BMP-2 und der Steigerung der

ALP-Aktivitit durch die GAG-analogen Verbindungen und Heparin wéren damit erkldrbar.

Die Versuche der Beeinflussung der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitdt durch GAG-analoge

Verbindungen zeigten weiterhin, dass das Cellulose-Sulfat CS-1.57, im Gegensatz zu allen
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anderen synthetisierten Derivaten und Heparin, bis 10 pug/ml zu einem Anstieg der ALP-
Aktivitat fiihrte. Eine Interpretation des Effektes von CS-1.57 ist insofern schwer, da es eine
hohe Bindungsaffinitit aufwies und deshalb einen @hnlichen Kurvenverlauf wie CHS1.77-1.00
oder CS-1.94 zeigen sollte. Weiterfithrende Arbeiten iiber die Bindung der Polysaccharide bzw.
BMP-2 an die Zelloberfldche oder an den BMPRIa Rezeptor miiiten hier durchgefiihrt werden,

um detailliertere Informationen der zugrunde liegeden Mechanismen zu erhalten.

Eine weitere Vertiefung des Verstidndnisses der Wirkung der GAG-analogen Verbindungen auf
die BMP-2-induzierte osteogene Differenzierung wurde durch die Untersuchung der Expression
osteogener Marker-Gene erzielt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestétigten prinzipiell
die Ergebnisse zur ALP-Aktivitit. Jedoch zeigte sich, dass die Induktion der Alkalischen
Phosphatase nicht in jedem Fall reprisentativ fiir die Expression anderer Gene sein muss. Das
zeigte sich zum einen in der vergleichsweise geringen Verstirkung der BMP-2-induzierten
Expression der osteogenen Markergene durch 2,5 pug/ml des Chitosan-Sulfates CHS-1.77-1.00,
verglichen zur hohen ALP-Aktivitit des Derivates bei dieser Konzentration. Des Weiteren fiihrte
auch die carboxylierte Cellulose CO-0.67 zu signifikanter Verdnderung der Genexpression,
obwohl deren ALP-Aktivitit wesentlich geringer als die von CHS-1.77-1.00 war. Diese
Ergebnisse bestitigten weiterhin, dass das Konzept, sowohl Sulfat- als auch Carboxyl-
Substituenten in das Cellulose Grundgeriist einzufiigen, erfolgreich fiir die Verstirkung der
biologischen Aktivitit von BMP-2 eingesetzt werden kann. In Ubereinstimmung mit den
Experimenten der ALP-Aktivitit wurde mit 10 pg/ml CS-1.57 eine groBere Verstirkung der
Expression osteogener Markergene als mit 2,5 pug/ml beobachtet, was bestitigt das dieses
Derivat mit ansteigenden Konzentrationen bis 10 pg/ml eine zunehmende Verstirkung der

BMP-2 Aktivitit bewirkt.

Es wurde eine Vielzahl von osteogenen Markergenen untersucht. Dabei zeigte sich, dass nicht
alle Gene exprimiert wurden oder dass die Expression durch die Anwesenheit der GAG-
analogen Verindungen verstiarkt wurden. Das Bone Sialoprotein wurde nicht exprimiert, was in
Ubereinstimmung mit anderen Studien steht, in welchen dieses Protein erst nach
Langzeitinkubation (14 Tage) nachweisbar war [87]. Die Expression von Osteocalcin wurde in
den eigenen Untersuchungen durch Zugabe der GAG-analogen Verbindungen nicht signifikant
verdndert. In Versuchen von Boskey mit C2C12 Zellen wurde zwar eine signifikante Zunahme
der BMP-2-induzierten Osteocalcin-Expression nach zwei Tagen durch ein Chitosan-
Sulfat beobachtet [83], C3H/10T1/2 Zellen zeigten aber nach drei Tagen noch sehr schwache

Expression von Osteocalcin im Vergleich zu ldngerer Inkubation [84]. So war die Dauer des
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eigenen Versuches moglicherweise noch zu kurz war, um eine signifikante Beeinflussung der

Expression dieses Gens durch die Polysaccharide zu beobachten.

Die Expression der untersuchten osteogenen Markergene unterliegt vielféltigen
Regulationsmechanismen, welche z.B. durch den Spl-Transkriptionsfaktor Osterix oder das
Regulatoprotein osteogener Expression, Runx2 reguliert werden. Es ist beschrieben, dass die
Expression von Osterix in C2C12 Zellen unter dem Einfluss von Runx2 stark, unter BMP-2-
Einfluss jedoch nur moderat induziert wird. Runx2 wird dagegen fast nicht durch BMP-2
induziert. BMP-2 und Smadl/Smad4 Uberexpression induzierten dagegen die Osterix
Expression in Runx2 defizienten mesenchymalen Zellen. Das bedeutet, dass Osterix sowohl
abhingig als auch unabhingig von Runx2 iiber BMP-2 reguliert wird [197]. In den
eigenenVersuchen wurde eine gegensitzliche Regulation von Osterix und Runx2 durch die
zugegebenen Derivate beobachtet, was auf eine von Runx2 unabhéngige Expression von Osterix
schlieBen lédsst. Die Expression von Runx2 wurde durch die Zugabe von BMP-2 nur leicht erhoht,
was auch den FErgebnissen der Literatur entspricht [197]. Durch die derivatisierten
Polysaccharide wurde die Expression von Runx2 aber wieder herunterreguliert. Das lasst
vermuten, dass die BMP-2-induzierte Runx2 Expression durch andere Regulationsmechanismen
negativ beeinflusst wird, welche ihrerseits wiederum durch den Einfluss der GAG-analogen
Verbindungen verstiarkt werden konnten. Auch die Expression von Collagen Ia wurde durch die
Zugabe der Polysaccharide in den eigenen Studien abgeschwécht. Matsubara et al. zeigten in
C3H/10T1/2 Zellen, dass die Collagen Ia Synthese durch Uberexpression von Runx2 stark
anstieg. Die Unterdriickung der Expression von Osterix dagegen fiihrte nicht zu verringerter
Collagen Ia Expression. [197]. In den eigenen Experimenten kam es bei erhohter Osterix-
Expression aber abnehmender Runx2-Expression auch zu verringerter Collagen Ia Synthese. Das
bedeutet, dass Collagen Ia wahrscheinlich abhédngig von Runx2, aber unabhingig von Osterix

synthetisiert wird.

Neben Chordin und Follistatin ist Noggin einer der am besten untersuchten Antagonisten von
BMP-2 [198,199] und dafiir bekannt, verschiedene BMPs zu binden und abzubauen, sowie die
BMP-BMPRIa Formation zu inhibieren [200,201]. BMP-2 induziert dabei selbst die Expression
von Noggin in C2C12 Zellen, und leitet so seine eigene Feinregulation durch einen negativen
Feedback-Loop ein [202,203]. In den eigenen Studien steigerte BMP-2 und die derviatisierten
Polysaccharide die Expression von Noggin, und fiihrte gleichzeitig zur Erh6hung der Expression
osteogener Markergene. Das bedeutet, dass Noggin nicht generell zur Unterdriickung BMP-2-
induzierter Prozesses fiihrt, sondern zur Feinregulation von BMP-2 beitrédgt. Dariiber hinaus ist

bekannt, dass Noggin an Zelloberflichen Glykosaminoglykane bindet und dadurch inaktiviert
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wird [204]. So konnten auch die eigenen GAG-anaolgen Verbindungen an Noggin gebunden und

damit eine inhibitorische Interaktion von Noggin mit BMP-2 verhindert haben.

Durch die Untersuchung der Effekte weiterer sulfatierter Chitosane konnten tiefere Erkenntnisse
iiber die Bedeutung des Gesamt-Sulfatierungsgrades und der regioselektiv bevorzugten
Sulfatierung einzelner Positionen gewonnen werden. Zum einen bestitigten die Experimente,
dass ein sehr hoher 2-O-Suflatierungsgrad der Chitosan Sulfate, dhnlich den Untersuchungen mit
den Cellulose-Sulfaten, zu abnehmender BMP-2-induzierter ALP-Aktivitit fithrte. Zum anderen
zeigte sich, dass ein hoherer Sulfatierungsgrad in 6-O-Position, bei gleichem Gesamt-
Sulfatierungsgrad (Vergleich CHS-1.59-1.00 mit CHS-1.59-0.78) zu signifikant hoherer ALP-
Aktivitat fithrte. Ein hoher Sulfatierungsgrad in 6-O-Position war demnach entscheidend fiir die
biologische Aktivitdt der Chitosan-Sulfate in unseren Studien. In Untersuchen von Irie et al.
wurde nachgewiesen, dass 6-O-desulfatiertes Heparin eine geringere Bindungsaffinitit an BMP-
7 als 2-O-desulfatierts Heparin hat. [81]. Auch Studien von Zhou et al. bestdtigten die eigenen
Untersuchungen. Die Ergebnisse seiner Arbeit zeigten, dass ausschlieBlich 6-O-sulfatiertes
Chitosan zu wesentlich hoherer ALP-Aktivitit als ausschieBlich 2-O-sulfatiertes Chitosan fiihrt
[85]. Aufgrund der strikt regioselektiven 6-O-Sulfatierung der Cellulose-Sulfate in den eigenen
Studien, liegen aber keine vergleichbaren Ergebnisse der Beeinflussung der FGF-2-induzierten
mitogenen Aktivitdt durch sulfatierte Cellulosen mit konstantem Gesamt-Sulfatierungsgrad, aber

variierender 6-O-Sulfatierung vor.

Wie im Ergebnis- und Diskussions-Teil zuvor beschrieben, unterschieden sich die Ergebnisse
der Aktivitit von FGF-2 und BMP-2 hinsichtlich der Konzentration der eingesetzten GAG-
analogen Verbindungen um mehrere GoBenordnungen. Diese Unterschiede sollen hier kurz
diskutiert werden. In Studien von Leali et al. fithrten Konzentrationen von weniger als 1 ug/ml
sulfatierter K5-Polyssaccharide zu einer Unterdriickung der Bindung von FGF-2 an den FGFR1
Rezeptor, 10 pg/ml und weniger dieser Verbindungen fiithrten zu verringerter Proliferation [102].
Die Unterdriickung der Bindung von FGF-2 an den FGFR1 Rezeptor war in diesen Studien
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass die exogen applizierten GAG-analogen
Verbindungen die, fiir die Formierung des FGF-2:Heparan-Sulfat:FGFR Komplexes
notwendigen Zelloberflichen-HSPG vom Rezeptor-Ligand Komplex verdringen, und damit zu
einer relativen Verringerung der Signaltransduktion fiihrten. Pye et al. konnte in seinen Studien
dagegen nachweisen, dass die exogene Zugabe von hochsulfatierten Heparan-Sulfat
Oligosacchariden zu erhohter FGF-2-induzierter Proliferation fiihrte. Die untersuchten Zellen in
diesen Studien waren aber frei von Zelloberflichen-HSPG, so dass erst die exogen applizierten

Oligosaccharide zur Formierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes fiihrten [103]. Da die von uns
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untersuchten 3T3-L1 Fibroblasten sowohl Heparan-Sulfat als auch Chondroitinsulfat aufweisen,
deren Menge sich jedoch erst im reifen, Adipozyten-Stadium signifikant erhoht [205], war die
Abundanz der Zelloberflichen-HSPG der 3T3-L1 Fibroblasten moglicherweise so gering, dass
sie nicht ausreichten um eine Bindung aller FGF-2 Molekiile an den FGFR-1 Rezeptor zu
vermitteln. Die exogene Zugabe der GAG-analogen Verbindungen fiihrte demnach zur Erhhung
der Anzahl von aktiven FGF-2:Polysaccharid-FGFR-1 Komplexen, und damit zu verstirkter
Signaliibertragung. Auch die in den Untersuchungen zur BMP-2-induzierten osteogenen
Aktivitdt genutzten C3H/10T1/2 und C2C12 Zellen weisen Zelloberflachen-HSPG auf [206,106].
Bei der Formierung des BMP-2:BMPRIa Komplexes an diesen Zellen sind die zelleigenen
HSPG jedoch nicht direkt beteiligt. Die Zelloberflachen-HSPG fiihren vielmehr, wie zuvor
beschrieben, zu einer Bindung und damit einhergehenden Inaktivierung durch z.B.
Internalisierung von BMP-2. Die Zugabe geringer Mengen GAG-analoger Verbindungen fiihrte
hier wahrscheinlich zu einem ,Freisetzten® des Wachstumsfaktors von den ,,inaktivierenden‘
Zelloberflichen-HSPG, und machte BMP-2 fiir die Bindung an den BMPRIa Rezeptor
zugéanglich. Hohere Mengen GAG-analoger Verbindungen wirkten sich, wie zuvor beschrieben,

negativ auf die Formierung des BMP-2:BMPR-Komplexes aus.
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6. Zusammenfassung

Die in der vorgelegten Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen gingen von der Erkenntnis aus,
dass Glykosaminoglykane und Glykosaminoglykan-analoge Verbindungen die Funktion von
Wachstumsfaktoren regulieren und damit Einfluss auf Wachstumsfaktoren-gesteuerte
Proliferation und Differenzierung von Zellen haben. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die
Art und der Gad der Substitution, sowie die Konzentration der untersuchten Verbindungen
Einfluss auf die Bindungsaffinitit zum Wachstumsfaktor als auch auf die Interaktion der
Wachstumsfaktoren mit den Zelloberflichen-Rezeptoren hat, was sich letztendlich auf das

Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Zellen auswirken sollte.

Ausgehend von dieser Hypothese wurden GAG-analoge Verbindungen sowohl mit abgestuftem
Sulfatierungsgrad als auch mit Mischfunktionalisierung (Sulfat- und Carboxyl- bzw.
Carboxymethylgruppen) aus Cellulose und Chitosan synthetisiert. Diese wurden in
biochemischen Analysen auf ihre Wechselwirkung mit zwei Wachstumsfaktoren untersucht. In
in vitro Untersuchungen wurden zudem die Auswirkungen der GAG-analogen Verbindungen auf
das Wachstumsfaktor-induzierte zelluldre Verhalten studiert. Dazu wurden Fibroblasten und
verschiedene mesenchymale Zellen auf ihre Lebensfahigkeit, Proliferation sowie die
Auspriagung  osteogener Differenzierungsmarker wie die  Alkalische  Phosphatase,

Mineralisierung und die Expression weiterer osteogener Marker-Gene studiert.

Die Arbeiten zeigten, dass mit den ausgewihlten chemischen Synthesebedingungen graduell
ansteigende Sulfatierungsgrade erreicht wurden. Fiir Cellulose erfolgte die Sulfatierung in C,-
und Cs-Position, wobei diese regioselektiv bevorzugt in Cg stattfand. Chitosan wurde dagegen in
Cs- und Ce-Position sulfatiert, wobei hier, abhéngig von den Synthesebedingungen, entweder
eine bevorzugte Sulfatierung in Cg oder anndhernd gleiche Sulfatierungsgrade in beiden
Positionen erreicht wurden. Die Einfiihrung von Carboxylgruppen in Cellulosen erfolgte
ausschliefllich in Cg-Position, wobei in dieser Position dhnliche Substitutionsmuster wie in
Heparin erzielt wurden, durch die sehr geringe C,-Sulfatierung wurde jedoch letztendlich keine
vollstindige Homologie zu hochsulfatiertem Heparin erreicht. Ahnlichkeiten zu niedrig
sulfatierten Abschnitten von Heparin oder Heparan-Sulfaten wurden aber erreicht.
Carboxymethylgruppen konnten in C,-, C3- und Cg-Position eingefiihrt werden, wobei dies in der

Reihenfolge Ce> Cy>> C; erfolgte.
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Eine toxische Wirkung der Cellulose-Derivate auf 3T3-L1 Fibroblasten wurde, mit wenigen
Ausnahmen, nicht beobachtet. Mit C3H/10T1/2 und C2C12 Zellen wurde jedoch eine mit
steigendem Sulfatierungsgrad und zunehmender Konzentration abhingige Abnahme der
Lebensfihigkeit festgestellt. Eine Erhohung der Zahl lebender Zellen wurde dagegen durch ein
carboxyliertes Derivat hervorgerufen. Die Unterschiede zwischen den Zelllinien waren
offensichtlich auf eine hohere Sensibilitdt der C3H/10T1/2 und C2C12 Zellen und geringere

Zelldichten zuriickzufiihren.

Die Bindungsaffinitit zu Wachstumsfaktoren, als wichtiger biochemischer Parameter der
synthetisierten GAG-analogen Verbindungen, unterschied sich zwischen den beiden
untersuchten Wachstumsfaktoren. Prinzipiell war mit BMP-2 eine im Verhéltnis zu Heparin
wesentlich hohere Bindungsaffinitit als zu FGF-2 zu verzeichnen. Mit FGF-2 stieg diese mit
ansteigendem Sulfatierungsgrad, im Fall von BMP-2 war jedoch mit einem DSg hoher 1,57 eine
wieder abnehmende Bindungsaffinitéit zu verzeichnen. Carboxylierte Derivate zeigten prinzipiell
die geringste Bindung, zwei carboxymethylierte Derivate fiihrten unabhingig vom
Derivatisierungsgrad zu signifikant hoherer Bindung als der Rest der carboxylierten/

carboxymethylierten Derivate.

Ausgehend von der Annahme, dass eine hohere Bindungsaffinitdt zu hoherer biologischer
Aktivitat fiihrt, stieg die durch FGF-2-induzierte Proliferation mit ansteigendem
Sulfatierungsgrad der synthetisierten Cellulosen. Dabei korrelierte die Zunahme der Proliferation
zundchst mit einem Anstieg der Sulfatierung in C¢-, und bei hoheren Sulfatierungsgraden in C,-
Position. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass mit zunehmendem Sulfatierungsgrad
stufenweise immer geringere Mengen des entsprechenden Polysaccharides fiir eine
Proliferationssteigerung notwendig waren, die Wirkung von Heparin wurde dabei von drei der
GAG-analogen Verbindungen bei weitem ibertroffen. Die carboxylierten und
carboxymethylierten Derivate fiihrten dagegen unabhingig von der Bindungsaffinitit nur in
Konzentrationen iiber 500 pg/ml zu einer Steigerung der Proliferation. Fiir die carboxylierten
Derivate wurde postuliert, dass ein ansteigender Carboxylierungsgrad zu einer Hemmung der

Proliferation fiihrt.

Der Schutz von FGF-2 vor proteolytischem Verdau durch die sulfatierten Derivate korrelierte
ebenfalls mit dem Sulfatierungsgrad und der Steigerung der FGF-2-induzierten Proliferation.
Jedoch wurden diesbeziiglich auch Diskrepanzen beobachtet. Heparin fiihrte, bei gleichem
Schutz vor Proteolyse wie CS-1.94, zu einer wesentlich geringeren Konzentrations-abhéingigen

Steigerung der Proliferation. Auch das carboxylierte Derivate CO-0.67 und die
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carboxymethylierten Derivate zeigten, bei gleichem oder stirkerem Schutz vor proteolytischem
Verdau als ein Teil der hochsulfatierten Cellulosen, eine wesentlich geringere mitogene
Wirkung. Es wurde deshalb postuliert, dass eine Forderung der Rezeptor-Ligand-Komplex-
Bildung durch die hochsulfatierten, nicht aber carboxylierten und carboxymethylierten Derivate

erfolgt.

Die GAG-analogen Verbindungen beeinflussten aber nicht nur die Aktivitit von
Wachstumsfaktoren, sondern bewirkten auch ohne Zugabe von FGF-2 eine Steigerung der
Proliferation. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl starke Steigerungen als auch ein Riickgang
der Proliferation durch Heparin und vor allem die GAG-analogen Verbindungen erfolgte. Eine
auffillig geringe Wirkung, im Gegensatz zu den Ergebnissen mit FGF-2, wurde dabei mit der am
hochsten sulfatierten Cellulose CS-1.94 beobachtet. Verschiedene Ereignisse wie die
Beeinflussung der Aktivitit von der Zelle selbst produzierter Wachstumsfaktoren, Beeinflussung
der Genaktivitit, negative Einfliisse auf mit der Zellteilung verbundene Prozesse oder der
Hemmung der Fibroblasten-Adhision sind als Ursachen zu diskutieren. Carboxylierte und
carboxymethylierte Derivate zeigten auch hier nur sehr geringe oder keine Steigerung der
Proliferation, was die geringe biologische Wirkung, vor allem von Carboxmethylgruppen,

bestétigt.

Zur Untersuchung der Beeinflussung der BMP-2-induzierten osteogenen Aktivitit durch GAG-
analoge Verbindungen wurde zundchst die Aktivitit des Markers Alkalische Phosphatase
untersucht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit FGF-2 wurde die ALP-Aktividt in einem
Konzentrationsbereich von 10 pg/ml bis 1 mg/ml, abhingig vom Sulfatierungsgrad und der
Konzentration der synthetisierten Derivate, mit C3H/10T1/2 Zellen unterdriickt. Es wurde
postuliert, dass BMP-2 in diesem Konzentrationsbereich durch die GAG-analogen Verbindungen
immobilisiert und damit inaktiviert wurde. Die gewonnenen Kenntnisse spiegelten sich auch im
Mineralisierungsvermdgen der mesenchymalen Zelllinie wieder. Mit dem hochsulfatierten
Cellulose-Derivat CS-1.94 wurde dementsprechend eine starke Unterdriickung der
Mineralsierung beobachtet. Im Gegensatz zur Kurzzeitinkubtion (ALP-Aktivtit) fiihrte aber eine

niedrig sulfatierte Cellulose zu einer leichten Erhohung der Mineralisierung.

Konzentrationen unter 10 pg/ml fithrten dagegen zu einer Steigerung der BMP-2-induzierten
ALP-Aktivitdt bis zum 15 fachen des Kontrollwertes. Chitosan-Sulfat war dabei Cellulose-
Sulfaten iiberlegen, was mit dem prinzipiellen Strukturunterschied zu begriinden ist. Bei den
Cellulose-Sulfaten fiihrte CS-1.57 zur groften Steigerung der ALP Aktivitdt, was auch mit der

hohen Bindungsaffinitit korrelierte. Es wurde dabei die Hypothese aufgestellt, dass die Derivate
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BMP-2 vom negativen Einfluss der zelluliren HSPG freisetzten und so der Bindung zum
Rezeptor zuginglich machen, oder sogar zu einer moglichen Unterstiitzung der Formierung des
Rezeptor-Ligand-Komplexes beitragen. Hinsichtlich der Bedeutung der Sulfatierungsposition
konnte mit Chitosan-Sulfaten {iberzeugend nachgewiesen werden, dass eine geringere
Sulfatierung in Ce-Position, bei ansonsten konstantem Gesamt-Sulfatierungsgrad, zu drastischer

Abnahme der BMP-2-induzierten ALP-Aktivitit fuhrt.

Letztlich lie} die Untersuchung der Expression osteogener Markergene ein tieferes Verstindnis
der Regulation der osteogenen Differenzierungsvorginge zu. Die Expression des BMP-2
Antagonisten Noggin und des Tanskriptionsfaktors Osterix wurden durch die GAG-analogen
Verbindungen verstirkt, die Synthese des Transkriptionsfaktor Runx2 und von Collagen I
wurden dagegen durch die Derivate herunter reguliert. Eine Runx2 unabhingige osteogene
Differenzierung in C2C12 Myoblasten wurde verifiziert. Die stirkste Beeinflussung der BMP-2-
induzierten Expression osteogener Markergene wurde, im Gegensatz zu den Ergebnissen der
ALP Aktivitat, mit CS-1.57 beobachtet. Aber auch das carboxylierte Derivat CO-0.67 fiihrte zu
einer vergleichbaren Beeinflussung der Genaktivitidt wie die hochsulfatierten Derivate. Neben
der Stimulierung der Lebensfahigkeit ist dieses Derivat deshalb als eine interessante Alternative

zu hochsulfatierten Verbindungen anzusehen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass viele strukturelle Merkmale der synthetisierten
Cellulose- und Chitosan-Derivate Einfluss auf die Aktivitit der Wachstumsfaktoren haben.
Neben fordernden Einfliissen sind auch immer negative Eigenschaften wie z.B. die
Beeintriachtigung der Lebensfihigkeit zu beachten. In vielen Experimenten wurden natiirlichem
Heparin iiberlegene Eigenschaften verifiziert. Zum besseren Verstindnis der zelluldren Prozesse,
vor allem der Interaktion zwischen Wachstumsfaktor, GAG-analoger Verbindung und zelluldrem
Rezeptor, sowie zur Abschidtzung der Anwendbarkeit der synthetisierten Polysaccharide in

Langzeitstudien, sind fortfiihrende Untersuchungen notwendig.
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