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1. Einleitung

Glykane besitzen vielféltige Funktionen im Organismus, die nicht nur
fiir die Aufrechterhaltung der normalen Funktion von Zellen und Ge-
weben sondern auch bei Wundheilungsvorgidngen oder pathologischen
Prozessen, wie bakteriellen oder viralen Infektionen und dem Wachs-
tum und der Metastasierung von Tumoren eine grofe Rolle spielen’.
Eine wichtige Gruppe von Glykanen sind Glykosaminoglykane (GAG),
die als Glykopolymere aus spezifischen dimeren Wiederholungseinhei-
ten aufgebaut sind, welche in der Regel eine Uronsdure mit einem N-
Acetyl-Glukosamin oder N-Acetyl-Galaktosamin verbinden. Wichtige
Vertreter der Glykosaminoglykanesind Hyaluronsdure, Chondroitinsul-
fat, Heparansulfat und Heparin, wobei der Sulfatierungsgrad bei Hepa-
rin am hochsten ist, wihrend die Hyaluronsdure keine Sulfatgruppen
besitzt'2. Heparansulfat und Heparin sind sich dabei strukturell sehr
dhnlich und unterscheiden sich vor allem im Sulfatierungsgrad, dem
Molekulargewicht und ihrem Vorkommen im Organismus’. Heparin
ist aufgrund seiner groflen Anzahl an Sulfat- und Carboxylgruppen das
Glykosaminoglykan mit der hochsten negativen Ladungsdichte (Abbil-
dung 1).

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 typische Grundstruktur ist dabei das trisulfatierte
Disaccharid. Dabei konnen die Sulfatgruppen an der 2-O-Position der
Iduron- bzw. Glukuronsédure, sowie an 3-O- und 6-O-Position des Glu-



150 Groth, Peschel, Zhang, Kowitsch, Fischer

0SO5

0SO5

Cellulosesulfat

Abb. 1: Grundstruktur von Cellulosesulfat.

kosamins positioniert sein. Die Aminogruppe des Glukosaminrestes
kann dagegen durch eine Acetyl- oder Sulfatgruppe substituiert oder
frei sein. Die durchschnittliche Molmasse eines Heparin-Molekiils be-
tragt ca. 15 kDa*. Im Gegensatz dazu hat Heparansulfat eine durch-
schnittlich groBere Molmasse (ca. 30 kDa) und trigt darliber hinaus
weniger Sulfatgruppen. Heparansulfat-Ketten enthalten dabei haufig
Dominen mit ausgedehnten Sequenzen entweder niedriger oder aber
hoher Sulfatierung. Dabei ist in weiten Bereichen nur eine Sulfatgruppe
pro Disaccharid zu finden. Aber auch Heparin weist Inhomogenitéten
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im Sulfatierungsgrad auf, welche aber wesentlich geringer als bei He-
paransulfat sind’.

Die Synthese von Heparin findet hauptsidchlich in Mastzellen und
basophilen Granulozyten statt. Heparin {ibernimmt eine Vielzahl von
Funktionen, wie beispielsweise die Bindung von Histamin in den se-
kretorischen Vesikeln der Zelle und die Kontrolle der Aktivitit von
Proteasen®. Exozytierte Heparin-Proteoglykane inhibieren auch die
Wechselwirkung von Thrombozyten mit Kollagen und die Bindung des
Von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten’. Des Weiteren kénnen He-
parine auch ,,low density lipoprotein* (LDL) binden. Zusammen mit
diesen werden die Heparine anschlieBend in Makrophagen aufgenom-
men und dort abgebaut®. Die wohl bekannteste Eigenschaft von He-
parin ist allerdings die Bindung an Anti-Thrombin III (AT III) und die
Verstarkung von dessen Affinitdt zu Thrombin und anderen Faktoren
der Gerinnungskaskade, weshalb es zur Hemmung der Blutgerinnung
genutzt wird®. Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) sind dagegen auf
der Oberfliche vieler Zellen und in der extrazelluliren Matrix lokali-
siert. Die bekanntesten Vertreter Zellmembran-lokalisierter HSPG sind
Syndecan, Glypican und weitere Vertreter wie CD443. So tragen Syn-
decan-1 und -3 Chondroitinsulfate proximal zur Membran, aber auch
Heparansulfat am distalen Teil. Syndecan-2 und -4 dagegen tragen aus-
schlieflich Heparansulfate. Aufgrund der cytoplasmatischen Doméne
konnen Syndecane Signale von der extrazelluliren Umgebung in das
Innere der Zelle tibertragen. So fiihrt die Bindung eines Liganden an
die HS-Ketten zur Oligomerisierung der Syndekane, welche die Ak-
tivierung von Faktoren wie z.B. Kinasen im Cytoplasma bedingen'.
Vielfdltige Funktionen der HSPG sind auch mit der Regulierung der
Aktivitdt von Chemokinen und Wachstumsfaktoren verbunden. Als
Co-Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren préasentieren sie diese den Re-
zeptor-Tyrosin-Kinasen auf der gleichen oder einer benachbarten Zelle,
und konnen auch zur Zell-Zell-Adhésion beitragen®. Dabei kénnen die
HS-Ketten direkt in die Formierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes
eingebunden sein, wie fiir den Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF-2
beschrieben und damit die mitogene Wirkung von Cytokinen beein-
flussen'’. HSPG konnen Wachstumsfaktoren dariiber hinaus auflerhalb
der Zelle speichern und als ,,Reservoir” dienen. Die Freisetzung der
gebundenen Wachstumsfaktoren erfolgt dann entweder durch eine Ver-
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anderung des Sulfatierungsgrades durch lokal exprimierte Sulfatasen'!,
durch Proteolyse des Proteins-Riickgrats oder durch Heparanase-Spal-
tung der HS-Ketten. Die Bindung von Heparin oder Heparan-Sulfat an
regulatorische Proteine erfolgt durch Heparin-Bindungsstellen, welche
im Allgemeinen an der Auflenseite der Proteine liegen. Dies sind meist
spaltartige Doménen mit einem hohen Anteil positiv geladener Amino-
sduren wie Lysin oder Arginin®.

Die Hemmung der Blutgerinnung durch Heparin wird schon lan-
ge fiir den Einsatz in der Klinik ausgenutzt'. Zudem wird Heparin
auch verwendet, um die Oberflichen von Biomaterialien wie Kathe-
ter, Schlauchsysteme und Dialysatoren blutvertraglicher zu machen'?,
was den systemischen Einsatz von Heparin im Blut verringert kann, da
dieser auch Nebenwirkungen wie z.B. die Aggregation von Thrombo-
zyten oder die Blutungsneigung fordert und andererseits zu verzogerter
Knochenheilung und einem gesteigertem Risiko von Osteoporose
fithrt!* 4. Neben diesen aus der Klinik bekannten Risiken der Anwen-
dung bestehen weitere Nachteile der Nutzung natiirlicher GAGs, wie
Heparin in deren aufwendigen Extraktion aus tierischen Organen mit
einem gewissen Risiko von Infektionen und immunologischen Reakti-
onen bei der Anwendung. Zudem ist die Bioaktivitét von Heparin auch
stark abhdngig von seiner biologischen Herkunft (Spezies, Organ), wo-
durch es unterschiedliche Sulfatierungsgrade und Substitutionsmusters
aufweisen kann*. Schliefllich bietet die Nutzung von natiirlichen GAGs
fiir den klinischen Einsatz auch die Moglichkeit in krimineller Weise
verschiedene GAGs wie z.B. iibersulfatierte Chondroitinsulfate mit He-
parin zu mischen, um dieses als Heparin zu vermarkten, was fiir einige
Patienten in den USA todliche Folgen hatte's.

Deshalb wird seit langem nach Moglichkeiten gesucht, biokompatible
Polymere zu synthetisieren, die Heparin ersetzen konnen und dabei we-
niger variabel in der biologischen Wirkung sind. Beispielsweise gehort
Cellulose zu den am héufigsten in der Natur vorkommenden Polysac-
chariden. Als Hauptbestandteil der Zellwand von Pflanzen besitzt sie ein
sehr hohes Molekulargewicht, ist unlslich in Wasser und den meisten
organischen Losungsmitteln. Sie zeichnet sich zudem gegeniiber ande-
ren natiirlichen Polysacchariden wie z.B. Hemicellulose und Pektin darin
aus, das sie nicht verzweigt ist'¢. Cellulose ist aus B-(1—4) glykosidisch
verbundenen D-Glukose-Einheiten aufgebaut, wobei die Hydroxylgrup-
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pen der Cellulose an C2, C3 und C6 der Anhydroglukoseeinheit (AGU)
chemisch umgesetzt werden kdnnen, wodurch weitverbreitete Polymere
wie z.B. Carboxymethylcellulosen fiir die Papierindustrie, Lebensmit-
teltechnologie und zum Teil fiir medizinischen Anwendungen entstehen
konnen!’. Die Sulfatierung von Cellulosen besitzt ebenfalls eine lange
Tradition und fiihrt zu wasserldslichen Produkten mit vielfaltigen indus-
triellen Anwendungsmoglichkeiten'®. Die Grundstruktur von Cellulo-
sesulfat ist ebenfalls in Abbildung 1 dargestellt. Allerdings werden die
Moglichkeiten medizinischer Anwendungen von Cellulosesulfaten erst
seit einiger Zeit erforscht. Der hier vorliegende Artikel zeigt an zwei Bei-
spielen, wie eine regioselektive Sulfatierung von Cellulose zu Polymeren
mit Heparin-analoger Wirkung fiihrt, was sich in Gerinnungsuntersuchun-
gen mit humanem Blut bzw. Blutplasma und Arbeiten zum Einfluss auf
die mitogene Aktivitit des Fibroblasten-Wachstumsfaktors-2 (FGF-2) mit
Fibroblasten nachweisen lésst.

2. Die Hemmung der Blutgerinnung durch C2/C3-sulfatierte
Cellulosen

Die Sulfatierung verschiedener partiell substituierter Celluloseaceta-
te wurde bereits im Detail beschrieben' und soll an dieser Stelle nur
kurz erldutert werden. Die Sulfatierung der Celluloseacetate wurde in
Dimethylformamid durch Amidosulfonséure vorgenommen. Die da-
durch entstandenen gemischten Celluloseester, die sowohl Acetat- als
Sulfat-Gruppen enthielten, wurden nachfolgend in einer konzentrierten
Losung von Natriumacetat in Ethanol préizipitiert und anschlieend in
90% Ethanol mit 4 Gew.% NaOH deacetyliert. Der Gesamtgehalt an
Schwefel wurde mit Elementaranalyse bestimmt, wihrend die Vertei-
lung der Substituenten quantitativ mit *C-NMR-Spektroskopie ermit-
telt wurde. Dabei wurden folgende Derivate synthetisiert, die in Tabelle
1 hinsichtlich des gesamten Sulfatierungs- oder Substitutionsgrad (DS,
degree of substitution) und der Verteilung der Substituenten charakteri-
siert wurden. Abbildung 1 B zeigt hier die typische Grundstruktur sul-
fatierter Cellulosen.

Die Untersuchung des Effektes der Cellulosesulfate auf die Blutge-
rinnung wurde mit Citratplasma untersucht, das von 10 verschiedenen
Spendern gesammelt und gemischt wurde. Die Hemmung der Blut-



154 Groth, Peschel, Zhang, Kowitsch, Fischer

Tab. 1: Gesamt-Sulfatierungsgrad (DS) und Verteilung der Sulfatgruppen von Cellu-
losesulfaten in Untersuchungen zur Gerinnungshemmung.

Cellulosesulfat | DSGesamt Ele- DSGesamt Substitutionsmuster der Sulfate®
(CS) mentaranalyse BC-NMR [C2 C3 C6
CS 0.26 0.35 0.25 0.17 0.08 0
CS 0.95 0.80 0.95 0.55 0.20 0.20
CS1.14 1.10 1.14 0.74 0.09 0.31
CS1.33 1.40 1.33 0.76 0.10 0.47
CS1.35 1.07 1.35 0.67 0.33 0.35

* DS-Werte der Sulfat Gruppen an C2-, C3-, und C6-Position wurden aus *C-NMR
Spektren berechnet.

gerinnnung nach Zugabe von Cellulosesulfaten wurde mit kommerzi-
ellen Testkits fiir die Thrombinzeit (TT) und fiir die partielle-Throm-
boplastinzeit (PTT) bestimmt. Dabei wurde Cellulosesulfate in 50 pl
TRIS-Puffer bei pH 7.4 geldst und 100 pl Plasma zugesetzt, bevor die
Gerinnungsmessung mit einem Koagulometer durchgefiihrt und die
Gerinnungszeiten im Vergleich zu unbehandeltem Citraplasma als Kon-
trolle verglichen wurden. Die Thrombinzeit wurde durch Zugabe von
100 pl Thrombinlésung (0.3 IE/mL), die partielle Thromboplastinzeit
wurde nach Zugabe von 100 ul Kaolin-Kephalin-Losung und Zugabe
von 100 pl 25 mM CaCl, Losung bestimmt. Nach Zugabe der Gerin-
nungsaktivatoren wurden die Gerinnungszeiten mit dem Koagulometer
gemessen. Proben die nicht innerhalb von 10 min geronnen, wurden
als nicht gerinnbar eingestuft und die Messung deshalb gestoppt. Alle
Gerinnungszeiten, die gleich 10 min sind, bedeuten deshalb, dass diese
Cellulosesulfate die Gerinnung von Plasma komplett inhibierten.

Abbildung 2A und B zeigen die Ergebnisse der Messungen der TT
und PTT Gerinnungszeiten. Insgesamt wurde aus diesen Untersuchun-
gen ersichtlich, dass eine Zunahme des Sulfatgehaltes insgesamt zu ei-
ner Verldngerung der Gerinnungszeiten fiihrte. Aulerdem weisen die
Ergebnisse darauf hin, dass die mit der Zunahme des DS verbunde-
ne Gerinnungshemmung sowohl von TT als auch von PTT, bei einer
starkeren Derivatisierung der C2-Position der AGU nachweisbar war,
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Abb. 2: Thrombinzeit (A), und partielle Thromboplastin-Zeit (B) von Citratplasma in
Anwesenheit von Cellulosesulfaten (Konzentrationsbereich von 0.025 ug/ml bis 2.5 mg/
ml). (1) — CS 0.26; (I) — CS 0.95; (o) — CS 1.14, (m) — CS 1.33; (n) — CS 1.35. Sterne in
den Abbildungen zeigen signifikante Unterschiede (p<= 0.05).

wie der Vergleich von CS 1.33 und CS 1.35 klar zeigt (sieche auch Ta-
belle 1). Das war insbesondere bei der Bestimmung der Thrombinzeit
auffillig, da eine Zunahme des DS auf C6-Position und Abnahme auf
C2-Position mit einer kiirzeren Gerinnungszeit bei vergleichbarem Ge-
samtsulfatgehalt verbunden war. Bei einer Konzentration der Cellulo-
sesulfate von 25 pg/ml Cellulosesulfate mit einem DS > 0.95 wurde die
Blutgerinnung wihrend der TT-Messungen und bei einem DS > 1.15
wihrend der PTT-Messungen komplett inhibiert.

Wiéhrend bei der Inaktivierung von Faktor Xa kiirzere Heparinse-
quenzen mit bestimmten Sulfatierungsmustern von Bedeutung sind und
sich ein bindrer Komplex zwischen AT IlI-und Heparin ausbildet, der
Faktor Xa inhibiert, bilden ldngere Heparinmolekiile bei der Inhibie-
rung von Faktor II a d.h. von Thrombin einen terndren Komplex bei
dem Heparin quasi eine katalytische Oberflache fiir die Interaktion von
AT IIT und F I1a bildet*“. Um abzukléren, in welcher Weise die regiose-
lektive Derivatisierung der Cellulosesulfate die Blutgerinnung hemmt,
ergaben sich bereits erste Hinweise, dass eine stiarkere Inhibierung von
Thrombin im TT-Test nachweisbar war, im Vergleich zu PTT Gerin-
nungsmessungen. Aus diesem Grunde wurden Teste mit Faktor [la und
Faktor Xa in Anwesenheit von AT I1I und ausgewihlten Cellulosesulfa-
ten mit hohem und niedrigem DS durchgefiihrt.

Dazu wurden Einzelfaktortest mit chromogen Substraten fiir die
spezifischen Serinproteasen F Ila (Thrombin) und F Xa entwickelt".



156 Groth, Peschel, Zhang, Kowitsch, Fischer

Die Cellulosederivate wurden wie zuvor in TRIS-Puffer gelost und mit
50 ul AT IIT (Aktivitat 0.265 pkat/ml) und 200 ul Thrombin (Aktivitat
0.53 nkat/ml) gemischt. Nach 5 min Inkubation bei 37 °C wurden 200
ul des chromogenen Substrates S-2238 (0.22 mM) fiir 2 min inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zusatz von Essigsdure gestoppt und die Ex-
tinktion gemessen.Der Faktor Xa Assay wurde analog mit 200 ul Fak-
tor Xa Losung (Aktivitdt 1.06 nkat/ml), 50 ul AT III Losung (Aktivitat
0.265 pkat/ml), 50 pl Losung Cellulosesulfate and 200 pl des chromo-
genen Substrates S- 2222 (0.22 mM) durchgefiihrt.

Abbildung 3A zeigt, dass Cellulosesulfate mit einem DS 0.26 kei-
ne hemmende Wirkung gegen Thrombin besitzen, da die Restaktivitét
von Thrombin auch bei 2.5 mg der Substanz noch ca. 100% betrigt. Auf
der anderen Seite zeigt die vorrangig in C2- und C3-sulfatierte Cellu-
lose mit einem DS = 1.33 ca. 40% Inhibierung der Thrombinaktivitdt
bereits bei einer Konzentration von nur 2.5 pg/mL. Im Vergleich dazu
verursacht das Cellulosederivat mit einem DS=1.35 in diesem Kon-
zentrationsbereich nur eine sehr geringe Hemmung von ca. 10%. Die-
ses iiberraschende Ergebnis ldsst sich zum Teil aus Unterschieden im
Substitutionsmuster erkldaren. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, besitzt
das Derivat DS1.35 eine etwas hohere Substitution auf C3-Position,
was zu einer Verringerung der Sulfatierung auf C2- und C6-Positi-
onfiihrt. Obwohl gerade bei Heparin eine C3-Sulfatierung als kritisch
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Abb. 3 A und B: Restaktivitit von Thrombin (F Ila, A) und Faktor Xa (F Xa, B) nach
Zugabe von ausgewdhlten Cellulosesulfaten mit unterschiedlichem Derivatisierungs-
grad. (t) — CS 0.26; (m) — CS 1.33; (n) — CS 1.35. Die Sterne in der Grafik zeigen
signifikante Unterschiede (p<= 0.05).



Cellulosesulfate als bioaktive Glykane 157

fiir eine anti-thrombogene Wirkung angesehen wird?* 2!, scheint bei
Cellulosesulfaten aufgrund der unterschiedlichen Struktur und vorlie-
genden B-(1—4)-glykosidischen Bindung eine starkere Sulfatierung auf
C2-und C6-Position hinsichtlich einer Inhibierung von Thrombin niitzlich
zu sein. Allerdings ist das Vorhandensein von Sulfatgruppen auf der C2-
Position der Iduronsdure des Heparins wichtig fiir die Konformation der
Kette und resultiert in einer hohen Affinitét fiir Anti-Thrombin IIT 2% 2!,
was sich moglicherweise auch fordernd auf die gerinnungshemmende
Aktivitat der Cellulose-2-6-sulfate hinsichtlich Thrombin auswirkt. Die
Ergebnisse des Faktor Xa-Assays sehen dabei aber anders aus (siche Ab-
bildung 3 B). Hier zeigen beide Derivate mit hohem Sulfatgehalt eine
signifikante Hemmung des Faktors Xa in hoheren Konzentrationsberei-
chen ab 50 pg/ml im Vergleich zum gering sulfatierten DS = 0.26. Ins-
gesamt zeigen diese Untersuchungen jedoch, dass Cellulosesulfate mit
hohem Sulfatierungsgrad auf C2- und C6-Position eine Heparin-analoge
Wirksamkeit hinsichtlich der Hemmung der Blutgerinnung besitzen, was
sich insbesondere auf die Inhibierung von Thrombin bezieht.

3. Einfluss des Derivatisierungsgrades und der Regioselek-
tivitiat von Cellulosesulfaten auf die Bindung und Aktivitiit
des Fibroblasten-Wachstumsfaktors FGF-2

Cellulosesulfate wurden durch Acetosulfatierung oder direkter Sulfatie-
rung hergestellt, wodurch ein weiter Bereich von Derivatisierungsgra-
den erreicht wurde. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht zu den synthetisierten
Cellulosesulfaten. Die Besonderheit des Sulfatierungsverfahrens in die-
sen Untersuchungen bestand darin, dass keine nennenswerte Derivati-
sierung in C3-Position der AGU stattfand. Details zur Durchfiihrung
der Sulfatierung finden sich bei Peschel et al.?>.

3.1 Bindung des Fibroblasten-Wachstumsfaktors FGF-2 an Cellu-
losesulfate

Wachstumsfaktoren wie FGF-2 werden von Proteoglykanen wie Syn-
decan, das Heparansulfat-Seitenketten besitzt, den Rezeptoren auf der
Zelloberfliche présentiert, was zur Aktivierung zelluldrer Kinasen
fiihrt, die beispielsweise die Zellteilung induzieren* >°. Deshalb wur-
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Tab. 2: Gesamt-Sulfatierungsgrad (DS) und Verteilung der
Sulfatgruppen von Cellulosesulfaten in Untersuchungen zur
Aktivitdt des Wachstumsfaktor FGF-2.

Cellulosesulfat | DSs (*C-NMR)®

(CS) C6  [C2  |C3 | DScem
CS 0.39 0.36 0.03 0 0.39

CS 0.58 0.52 0.06 0 0.58

CS 0.66 0.60 0.06 0 0.66

CS 0.92 0.77 0.15 0 0.92

CS 1.57 1.0 0.57 0 1.57

CS 1.69 1.0 0.69 0 1.69

CS 1.80 1.0 0.80 n.d. 1.80

CS 1.94 1.0 0.94 n.d. 1.94

@ DS-Werte der Sulfat Gruppen an C2-, C3-, und C6-Posi-
tion wurden aus C-NMR Spektren berechnet. n.d. — nicht
bestimmt.

de zunéchst die Bindungsaffinitit von FGF-2 zu Cellulosesulfaten in
einem kompetitiven Versuchsansatz ermittelt. Dazu wurden 25 ng des
Wachstumsfaktors FGF-2 mit 50 pl Heparin-Agarose-Mikropartikeln
inkubiert, um eine Bindung von FGF-2 an die Partikeloberfliche zu
ermdglichen. Nach Abtrennen des Uberstandes und Waschen mit Salz-
16sung wurden diese Partikel entweder mit Heparin als Kontrolle oder
10 mg/ml Cellulosesulfaten inkubiert, um eineAblosung von FGF-2
von der Oberflichen der Heparin-Agarosepartikel durch kompetitive
Mechanismen zu erméglichen. Die Uberstinde wurden dann mit Im-
munoblotting analysiert und densitometrisch ausgewertet.

Abbildung 4 zeigt den Sufatierungsgrad der Derivate, wobei die
hellgrauen und dunkelgrauen Balken die Derivatisierung in C2- und
C6-Position illustrieren und die beobachtete prozentuale Bindung von
FGF-2 im Vergleich zu Heparin als Kontrolle (100%). Die Abbildung
zeigt dabei, dass im Vergleich zu Heparin die Cellulosesulfate mit ei-
nem DS < 0,92 keine signifikante Bindung von FGF-2 erlauben. Erst
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Abb. 4: Bindung von FGF-2 an sulfatierten Cellulosen in Ab-
hiingigkeit vom Sulfatierungsgrad in C2-Position (hellgraue
Séulen) und C6-Position (dunkelgraue Sdulen) im Vergleich zur
Bindung an Heparin (100%). Die Bindung von FGF-2 wurde als
Messkurve gegen den Sulfatierungsgrad aufgetragen. Die Werte
reprdsentieren Mittelwerte £ Standardabweichung (n = 4).

fir Cellulosesulfate mit einem DS > 1,57 konnte eine mit dem Deriva-
tisierungsgrad ansteigende Bindung von FGF-2 bis zu 60% verglichen
mit Heparin nachgewiesen werden. So wurde im Vergleich von CS 1.94
gegeniiber CS 1.57 ein signifikanter Anstieg der Bindungsaffinitit von
ca. 40 % (p < 0.05) beobachtet.

Die Bindungsaffinitit ist ein wichtiger Indikator fiir die biologische
Wirksamkeit der Cellulosesulfate, da die Bindung von Wachstums-
faktoren durch Glykosaminoglykane hdufig mit der in vitro gemesse-
nen biologischen Aktivitit korreliert”. Hier konnte eine signifikante
Bindung der Cellulosesulfate an den Wachstumsfaktor FGF-2 erst ab
einem DS= 1.00 in C6-Position der AGU nachgewiesen werden, die
offensichtlich mit dem ansteigenden Sulfatierungsgrad in 2-O-Position
korreliert. Untersuchungen anderer Autoren zeigten auch, dass bei der
Bindung von Heparin an FGF-2 keine der Wasserstoftbriickenbindun-
gen Uber 6-O-Sulfatgruppen realisiert werden, wihrend eine Sulfatie-
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rung der 2-O- bzw. 2-N-Position fiir die Bindung von Bedeutung ist*,
was bei Cellulosesulfaten bei einem Sulfatierungsgrad DS > 1.5 der
Fall war.

3.2 Bestimmung des Effekts von Cellulosesulfaten auf die
FGF-2-induzierte Proliferation von Maus-Fibroblasten

Zur Untersuchung der Beeinflussung einer FGF-2-induzierten Proli-
feration durch die synthetisierten Cellulosesulfate, wurde analog zu
Arbeiten anderer Autoren eine Zellkultur aus embryonalen Mausfibro-
blasten (Zelllinie 3T3-L1) genutzt?. Dazu wurden die Fibroblasten im
Kulturmedium ohne Serum mit Zugabe von 10 ng/ml FGF-2 und den
Cellulosederivaten oder Heparin als Kontrolle fiir 48 h inkubiert und
das Wachstum mit einem DNA-Quantifizierungs-Assay bestimmt.

3.2.1 Mitogene Aktivitit der Cellulosesulfate bei einer Konzentration
von 1 mg/ml
Die Ergebnisse in Abbildung 5 zeigen, dass alle niedrig sulfatierten
Cellulosen mit einem DS < 0.58 die Proliferation der Zellen inhibier-
ten. Ab einem DS > 0.66 war eine Stimulierung der FGF-2-induzierten
Proliferation zu verzeichnen. Mit steigendem Gesamt-Sulfatierungsgrad
erhohte sich demnach auch die mitogene Wirkung der Cellulosesulfate.
Fiir das am hochsten sulfatierte Derivat CS 1.94 wurde eine Prolifera-
tion von 160%, verglichen mit 10 ng/ml FGF-2 als Kontrolle, gemessen.
Bei den Cellulosesulfaten korrelierte die Proliferation prinzipiell mit
der Bindungsaffinitit des Wachstumsfaktors, das heif3t eine ansteigende
Sulfatierung resultierte auch in stirkerer FGF-2-induzierter mitogener
Aktivitat. Hier fiilhrten auch Derivate mit einem DS < 1.57, die keine
Bindung von FGF-2 zeigten, zu einer Erhohung der Proliferation. Die
Ursache hierfiir konnte in der hohen Affinitét von FGF-2 fiir Heparin
liegen, so dass diese Derivate im kompetitiven Bindungsassay (siche
Abbildung 5) keinen Wachstumsfaktor binden konnten, im zelluldren
Assay in Abwesenheit von Heparin aber eine Bindung zu FGF-2 mog-
lich ist, was sich in der Erhohung der Aktivitit von FGF-2 zeigte. Ahn-
lich zu diesen Ergebnissen konnte auch Kunou et al. eine Steigerung
der FGF-1 induzierten Proliferation durch ein Dextransulfat mit einem
gesamten DS von ca. 1.0 nachweisen®.



Cellulosesulfate als bioaktive Glykane 161

(1 DS C2 [ DS C6 |

10 1160
8
<5 08} 1140 5
) =
S = £
§ 06| {120 3
& S
o 041 1100 ®
£ 2
o 3
=02} {80 N
[72]
[a]

0,0 60

IR IR R AR IR I
cﬁ'Q 0‘5'Q 09'0 ol 09\ 05'\ 09'\ 0‘5'\

Abb. 5: Vergleich des Wachstums von Fibroblasten bei Zugabe
von FGF-2 (10 ng/ml) und 1 mg/ml unterschiedlicher Cellulo-
sesulfate (CS) in Abhdngigkeit von deren Sulfatierungsgrad
(CS 0.37 bis CS 1.94). Die Proliferation wurde anhand des DNA-
Gehaltes bestimmt (Mittelwert + Standardabweichung, n = 5).

3.2.2. Konzentrationsabhdngigkeit der mitogenen Aktivitdt von Cellu-
losesulfaten im Vergleich zu Heparin

Nicht nur Sulfatierungsgrad und Position der Sulfatgruppen an der
AGU, sondern auch die Konzentration Heparin-analoger Makromo-
lekiile beeinflusst die Aktivitit von Wachstumsfaktoren, wobei schon
Konzentrationen von weniger als 1 pg/ml Heparin-analoger Substan-
zen in Studien anderer Autoren die Aktivitit von FGF-2 steigerten.
Deshalb wurden hier Untersuchungen zur mitogenen Aktivitit von Cel-
lulosesulfaten in einem Konzentrationsbereich von 1 pg/ml bis 1 mg/ml
durchgefiihrt, wobei die mitogene Aktivitit auf das Wachstums der Fi-
broblasten in Anwesenheit von 10 ng/ml FGF-2 als Kontrolle (100 %)
bezogen wurde. In diesen Experimenten wurden Cellulosesulfate mit
einem DS > 0.92 und Heparin eingesetzt. In Abbildung 6 A und B ist
eine starke Abhéngigkeit der Proliferation der Fibroblasten von der
Konzentration der untersuchten Cellulosesulfate und Heparin zu erken-
nen. Bei einer Konzentration vonl mg/ml zeigten bis auf CS-0.92 alle
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Cellulosesulfate eine mit Heparin vergleichbare Proliferation der Zel-
len. Im Konzentrationsbereich von 1 — 500 pg/ml war eine stufenweise
konzentrationsabhingige Steigerung der Proliferation von niedrig zu
hoher sulfatierten Derivaten zu beobachten.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass mit steigendem
Sulfatierungsgrad immer geringere Mengen der Cellulosesulfate zur
Verstirkung des FGF-2-induzierten Zellwachstums ausreichten. Be-
merkenswerterweise bewirkten dabei die hoch-sulfatierten Cellulosen
in wesentlich geringeren Konzentrationen als Heparin eine Steigerung
der Proliferation. Da diese eine zunechmende Sulfatierung der C2-Po-
sition aufweisen, korreliert dies auch mit der beobachteten verstiarkten
Affinitdt von FGF-2 zu diesen Cellulosesulfaten. Heparin-bindende
Wachstumsfaktoren wie FGF-2 verfiigen dabei iiber spezielle, hdufig
spaltartige Doménen, die vor allem reich an basischen und aber auch
zum Teil hydrophoben Aminoséuren sind, in die sich die geladenen Ket-
ten von helikal geordnetem Heparin als gestreckte Kette anlagern?’. So
konnte als eine Ursache fiir eine vergleichbare oder hohere Aktivitét der
Cellulosesulfate im Vergleich zu Heparin deren hoher Sulfatierungs-
grad gesehen werden. Das hier verwendete Heparin hatte einen DS =
1.3, der unter dem der Cellulosesulfate liegt*>. Gleichwohl spielt fiir

[ —=—Heparin —— CS-0.92 CS-1.57] [ ——CS-1.69 ——CS-1.80 Cs-1.94]
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Abb. 6: Vergleich der Proliferation in Abhdngigkeit von der Konzentration und dem
Sulfatierungsgrad von Cellulosesulfaten (CS) und Heparin. 3T3-L1 Fibroblasten wur-
den 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. (4) He-
parin und mittel-sulfatierte CS, (B) hoch-sulfatierte CS. (Mittelwert + Standardabwei-
chung, n =3).
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die Wechselwirkung von Heparin mit FGF-2 und der Wechselwirkung
mit dem FGF-2-Rezeptor der Zelle, die Karboxylgruppe an C6-Position
der Iduronséure eine wichtige Rolle?. Allerdings sollte die p-(1—4)-
glykosidische Bindung der AGU in Cellulose bei relativ hoher Sulfa-
tierung in C2- und C6-Position der AGU zu einer relativen homogenen
Ladungsdichte auf beiden Seiten der Kette fiihren, was die Bindung
von FGF-2 an Cellulosesulfate tiber Coulomb-Wechselwirkungen und
Wasserstoftbriickenbindungen erleichtern konnte. Die Erhohung der
mitogenen Aktivitdt von FGF-2 in Kombination mit Cellulosesulfaten
kann dabei auf zwei Ursachen zuriickzufithren sein. Wachstumsfakto-
ren wie FGF-2 haben auch in vitro eine relativ kurze Halbwertszeit, die
durch die rasche proteolytische Spaltung des Proteins bedingt ist. Hier
zeigen in vitro Untersuchungen, dass die Stabilitdt des Wachstumsfak-
tors FGF-2 in Gegenwart von Heparin oder hoch-sulfatierten Cellu-
losen gegen Proteasen erheblich verbessert wird, was durch die Inter-
aktion von Polysaccharid und Wachstumsfaktor bedingt ist®. Auf der
anderen Seite konnte der hohe Sulfatierungsgrad der Cellulosesulfate
auch analog zu Heparin auch zur Formierung eines FGF-2 — Polysac-
charid — FGF-Rezeptor-Komplexes befdhigen, der zu einer Aktivierung
der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK/ERK) fiihrt. Untersu-
chungen anderer Autoren zeigen, dass dafiir vor allem eine starke Sul-
fatierung des Heparins an C6-Position des Glukosamin-Monomers eine
wichtige Rolle spielt®. Auch in dieser Hinsicht konnte sich auf Grund
der B-(1—4)-glykosidische Bindung eine stirker Sulfatierungauf C6-
und C2-Position der AGU der Cellulose als vorteilhaft erweisen, was
schlussendlich auch zum verstirkten Wachstum der Zellen bei Anwe-
senheit von FGF-2 und hoher-sulfatierten Cellulosen fithren konnte.

Zusammenfassung

Cellulosesulfate zeigten in den hier beschriebenen Untersuchungen eine
Bioaktivitdt, die der von Heparin gleicht oder diese sogar iibertrifft.
Dabei war offensichtlich eine vollstandige Sulfatierung in C6-Position
und eine moglichst hohe in C2-Position wichtig fiir die biologische
Aktivitdt. Die Hemmung der Blutgerinnung war dabei insbesondere in
Hinsicht auf die Inaktivierung von Thrombin nachweisbar, wobei die-
se durch eine spezifische Interaktion mit Anti-Thrombin III zustande
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gekommen ist. Obwohl die Aktivitdt der hoher sulfatierten Cellulosen
eine medizinische Anwendung nahelegt, ist ein direkter systemischer
Einsatz zur Hemmung der Blutgerinnung wie bei Heparin aus Griin-
den der Produktsicherheit nicht zu empfehlen. Andererseits konnte eine
Kopplung von Cellulosesulfaten an die Oberflachen blutkontaktieren-
der medizinischer Gerdte und Vorrichtungen wie z.B. Katheter und
Schlauchsysteme eine interessante Alternative als Ersatz von Heparin
fiir die Verbesserung der Blutvertraglichkeit von Biomaterialien dar-
stellen®.

Neben der hier beschriebenen Hemmung der Blutgerinnung besit-
zen Cellulosesulfate auch die Fahigkeit verschiedene Wachstumstakto-
ren zu binden und deren Aktivitét zu beeinflussen. Die hier vorgestellte
fordernde Wirkung auf den Wachstumsfaktor FGF-2, der mitogene und
angiogene Effekte auf Zellen und Gewebe besitzt, legt Anwendungen
im Bereich der Beschichtung von Implantaten fiir den Ersatz von Bin-
de-und Stiitzgewebe oder fiir Herstellung von Hydrogelen im Bereich
des Tissue Engineering verschiedener Gewebetypen wie z.B. dem Kno-
chen nahe. Tatséchlich besitzen Cellulosesulfate iiber die Wirkung auf
FGF-2 hinaus einem modulierenden Effekte auf andere Wachstums-
faktoren wie z.B. dem bone morphogenic protein (BMP-2) und lassen
sich zudem auf verschiedene Weise als bioaktive Beschichtungen auf
Oberflachen einsetzen®! 32,
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