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1 Einleitung

Die koronare Arteriosklerose mit thren unterschiedlichen klinischen Manifestationen
— Angina pectoris, Herzinfarkt, plotzlicher Herztod und Herzinsuffizienz — ist die be-
deutendste Ursache fiir Arbeitsunféhigkeit, vorzeitige Invalidisierung und Tod in den
westlichen Industrienationen (Saurbier und Bode, 2005). Das Arzneimittelrepertoire
zur Behandlung thromboembolischer Erkrankungen bestand jahrzehntelang aus zwei
Zufallsentdeckungen, dem direkt wirksamen Antikoagulans Heparin (unfraktionier-
tes Heparin, UFH) und den Vitamin-K-Antagonisten (VKA). UFH, ein komplexes
Polysaccharidgemisch tierischen Ursprungs und VKA, Derivate pflanzlicher Cuma-
rine, werden durchaus als effiziente Antikoagulanzien eingesetzt, doch bergen sie
auch eine Reihe unerwiinschter Wirkungen. Zahlreiche Medikamenteninteraktionen
haben unterschiedlich starke Einfliisse auf die Pharmakokinetik und Pharmakody-
namik der VKA (Harder and Thurmann, 1996). Daraus resultieren starke inter- und
intraindividuelle Schwankungen der Gerinnungshemmung durch VKA, so dass sie
anhand eines engmaschigen Gerinnungs-Monitoring (INR-Bestimmung) individuell

dosiert werden miissen.

Unfraktioniertes Heparin bindet an eine Reihe von Plasmaproteinen und Zellen, dar-
aus resultiert eine ungiinstige Bioverfiigbarkeit nach subkutaner Gabe und eine grof3e
Variabilitit des antikoagulatorischen Effekts von UFH (Harder und Breddin, 2004).
Das Blutungsrisiko steigt mit zunehmender Dosis (Hirsh et al., 2001).

H,COSO3;
0]
Y
0] OH
NHAc
N-Acetyl- Glucuron- N-,3-0-,6-0- Iduronsaure- N-,6-0-
Glucosamin-6- saure Glucosamin-  2-O-Sulfat Glucosamin-
O-Sulfat Trisulfat Disulfat

Abb. 1: Ausschnitt aus einem Heparin-Molekil (nach Forth et al., 2001)

Ein groBer Fortschritt ist in der Entwicklung der niedermolekularen Heparine (NMH,
Abb. 1) zu sehen, die durch chemische oder enzymatische Degradation aus unfraktio-

niertem Heparin hergestellt werden.



Sie haben eine Bioverfiigbarkeit von mehr als 90 Prozent nach subkutaner Gabe und
einen vorhersehbaren und reproduzierbaren gerinnungshemmenden Effekt (Harder
und Breddin, 2004).

Doch auch diese Arzneistoffe (UFH und NMH) sind keine idealen Antikoagulanzien,
da sie mit Thrombose-Inzidenzen bis zu 30 % (z. B. bei Kniegelenkersatz), einem
nicht auszuschlieBenden Blutungsrisiko nur bedingt einsetzbar sind. Als schwerwie-
gendste Nebenwirkung kdnnen bei der Heparingabe schwere Formen der Heparin in-
duzierten Thrombocytopenie Typ II (HIT-Typ II) auftreten (Haas, 2004).

Heparine (UFH und NMH) sind ausschlieBlich tierischen Ursprungs. Laut WHO-,
FDA- und EMEA-Empfehlung soll aber die Anwendung tierischer Produkte in der
Medizin nach Méglichkeit vermieden werden, um die Ubertragung von Pathogenen
zu vermeiden (Alban, 2003). Heparin wird mittlerweile nicht mehr aus Rinderlunge,
sondern aus Schweinedarmmukosa isoliert, was jedoch nur einen Schutz gegen die
Rinderkrankheit BSE darstellt.

Diese Problematik fiihrte zur Entwicklung weiterer Arzneistoffe. Fondaparinux
(Arixtra®, Abb. 2) ist der erste spezifisch wirkende Arzneistoff auf der Basis eines
strukturell definierten, synthetisch hergestellten Oligosaccharids und der erste Ver-
treter einer neuen Klasse von Antikoagulanzien, den selektiven FXa-Inhibitoren. Er
ist derzeit fiir die Thromboseprophylaxe bei orthopadischen Eingriffen zugelassen.
Fondaparinux hat ein lineares, dosisabhingiges, pharmakokinetisches Profil. Die
Bioverfiigbarkeit betrigt nach subkutaner Gabe 100 %, die Halbwertszeit 17 bis 21
Stunden. Dies ermoglicht eine einmalige Gabe (Harder und Breddin, 2004).

— R & P
0S0,

CO— o0
OH 11 Na*
SO =
SO_

080,

Fondaparinux (Arixta®)

Abb. 2: Strukturformel Fondaparinux



Die beschriebenen Substanzen haben eine Gemeinsamkeit — sie gehoren alle zu den
sulfatierten Oligo- bzw. Polysacchariden. Es lag daher nahe, weitere sulfatierte Ver-
bindungen zu entwickeln und ihre antikoagulierende Aktivitédt zu untersuchen.

Hyaluronsédure (Abb. 3) ist eine natiirliche Substanz aus der grolen Gruppe der Poly-
saccharid-Biopolymere, die wichtige Bestandteile von Knorpel und Gelenkfliissig-
keit darstellen (Karen et al., 1994). Sie besitzt als einziges nicht sulfatiertes Mitglied
der Glykosaminoglykane keine antikoagulierenden und antithrombotischen Eigen-

schaften.

Erst die Sulfatierung fiihrt zu Derivaten mit einer antikoagulierenden Aktivitit, die
im Bereich von Heparin liegt (Barbucci et al., 1994; Magnani et al., 1996; Klocking
et al., 1998a). Durch eine spezifische Reaktionsfithrung ist es gelungen, Verbindun-
gen mit einstellbarem und reproduzierbarem Sulfatierungsgrad zu erhalten (Tan et
al., 1990; Wada et al., 1994; Moller et al., 1998). Diese Strukturstabilitit ist Voraus-

setzung fiir eine gleichbleibende antikoagulierende Wirkung.

OH
o o .
COOR
HO
© o NH
OH
COCH,
(0]
OH
L _In
R = Naoder H

Abb. 3: Strukturformel Hyaluronsaure

Unter dem Aspekt der Kosten und des von BSE ausgehenden gesundheitlichen Risi-
kos bei der Verwendung von Hyaluronsdure tierischer Herkunft kam der Erschlie-
Bung neuer Hyaluronsdurequellen eine grofle Bedeutung zu. 1995 wurde im Natur-
stofftechnikum des Hans-Knoll-Instituts flir Naturstoff-Forschung (HKI) Jena ein
Verfahren zur biotechnologischen Herstellung einer sehr reinen Hyaluronséure aus

Mikroorganismen der Gattung Streptococcus entwickelt.



Dieses Verfahren wurde 1998 von der Aqua Biochem GmbH in Dessau als Produkti-
onsverfahren etabliert und bot fiir diese Arbeit die Grundlage zur Synthese sulfatier-
ter Hyaluronsduren.

Die Einfithrung von Carboxylgruppen in das Molekiil durch Veresterung mit Halo-
gencarbonsduren und die anschlieBende Sulfatierung der noch freien Hydroxylgrup-
pen erlaubt — neben der durch die Sulfatreste bedingten antikoagulierenden bzw. an-
tiviralen Wirkung der Substanzen — eine zusitzliche Einfilhrung weiterer aktiver

Gruppen iiber eine Bindung an die noch vorhandenen freien Carboxylgruppen.

Eine Substanzklasse, deren Vertreter ebenfalls zu den polyanionischen Verbindungen
gehoren, bilden die Torfhuminsduren (THS). Sie sind die organischen Hauptbestand-
teile von Hoch- und Niedermoortorfen und entstehen iiberwiegend bei der Humifi-
zierung von pflanzlichen Ausgangsmaterialien (Lignin, Laub, , Torf*“-Moos etc.).
Das zugrundeliegende Reaktionsprinzip, die Oxidation niedermolekularer phenoli-
scher Verbindungen zu mineralischen braunen Pigmenten mit hdéher Molmasse als
die Ausgangssubstanzen, wurde auch zur Herstellung synthetischer Huminsiuren ge-

nutzt (Helbig et al., 1994).

Sowohl natiirliche als auch synthetische Huminséuren besitzen antikoagulierende,
fibrinolytische und entziindungshemmende Eigenschaften (Klocking, 1990, 1991,
1991a, 1994a; Klocking et al., 1968, 1984, 1992, 1994a; Klocking und Klocking,
1986; Navara, 2001; Zsunshuj et al., 1981).

Den Huminstoffen werden nicht nur Erfolge bei der Behandlung von Thrombophle-
bitiden (Lachmann, 1964) zugeschrieben, sondern — auf Grund ihrer thermophysika-
lischen Eigenschaften — auch die Linderung der Leiden von Rheumatikern (Klein-
schmidt, 1988; Priegnitz, 1986). Dank verschiedener galenischer Zubereitungsfor-
men helfen sie z. B. als Tinkturen bei Magen-Darm-Storungen (Siedeck et al., 1960)
oder als Moorpackung bei Hauterkrankungen wie Akne und Dermatitis (Groven,
2006). Trotz langjdhriger, iberwiegend positiver Erfahrungen mit Moorbehandlun-
gen ist wenig liber die pharmakologischen und toxikologischen Wirkungen des Tor-

fes bekannt. Die Kldrung dieser Fragen gewinnt daher zunehmend an Bedeutung.



Zu den Anforderungen an ein ideales Antikoagulanz gehoren nach Oldenburg (2006)
folgende Charakteristika: Ein vorhersagbarer antikoagulatorischer Effekt mit mog-
lichst groBer therapeutischer Breite, keine Cofaktorbeteiligung an der Wirkung (z. B.
Antithrombin III) und die Verfiigbarkeit eines Antidots.
Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, drei verschiedene polyanionische Substanz-
klassen im Hinblick auf diese Anforderungen zu untersuchen und mit bisherigen Er-
gebnissen zur Beeinflussung der Hédmostase zu vergleichen. Entsprechend ihrer
Struktur, ihrem Vorkommen und ihrer Verwendung représentieren die Test- und Ver-
gleichssubstanzen zwei Gruppen polyanionischer Verbindungen:
1. Sulfatierte Verbindungen (sulfatierte Hyaluronsduren, carboxymethylierte
sulfatierte Hyaluronsduren, Heparin, Pentosanpolysulfat, Reviparin)
2. Natiirlich vorkommende Huminséuren (Torfhuminséure Al und Torthu-
minsdure A2, Aldrich Huminsdure, Natriumhumat)
Methodische Grundlage bilden zum einen die Thrombelastographie und zum anderen
die mittels Gerinnungsanalyse bestimmte Thrombinzeit (im Plasma und Fibrinogen),
aktivierte partielle Thromboplastinzeit und Prothrombinzeit. Zur Antagonisierung
der antikoagulierenden Wirkung wird Protaminsulfat eingesetzt. Durch die Bestim-
mung der Cytotoxizitét, Proliferation und Membrantoxizitit wird die Zellvertraglich-

keit der Testsubstanzen an U937-Zellen ndher charakterisiert.



2 Materialien

2.1 Testsubstanzen

2.1.1 Sulfatierte Hyaluronsduren

Die in den Versuchen verwendeten sulfatierten Hyaluronsauren (Abb. 4) werden fol-
gendermaBen synthetisiert: Durch Uberfiihrung der Hyaluronsiure in ein Ammoni-
umsalz wird die Loslichkeit in einem technisch gebrduchlichen organischen dipolar
aprotischen Losungsmittel erreicht. Das Sulfatierungsreagens Schwefeltrioxid/Dime-
thylformamid-Komplex (SO3;/DMF) ermdglicht die Sulfatierung in homogener Pha-
se, wobei je nach Konzentration des Sulfatierungsreagens und der Reaktionszeit der
Sulfatierungsgrad eingestellt werden kann (Mdller et al., 1998; Tan et al., 1990; Wa-
da et al., 1994).

Der Schwefelgehalt des Polymers wird mittels elementaranalytischer und NMR-
spektroskopischer Untersuchungen ermittelt. Der Substitutionsgrad der Sulfatierung
(Sulfatierungsgrad DS;) wird rechnerisch bestimmt. Er gibt die Anzahl der funktio-
nalisierten Hydroxylgruppen bezogen auf eine Disaccharid-Wiederholungseinheit
der Hyaluronséure an. Entsprechend der Anzahl der Hydroxylgruppen pro Disaccha-

rid-Wiederholungseinheit der Hyaluronsiure sind DSs-Werte zwischen 0 und 4,0 rea-

lisierbar.
COONa CH,0SO,Na
O rO Q
..... ORO O
(|3 NHCOCH,
SOsNa
R =H, SO,Na

Abb. 4: Strukturformel von sulfatierter Hyaluronséaure

Wihrend der Sulfatierungsreaktion kommt es grofitenteils zum Molmassenabbau des
Polymermolekiils. Ausgehend von Polymermolmassen von etwa 1 Million Da wer-
den im sulfatierten Endprodukt Molmassen bis zu 65.000 Da (Tab. 1) erreicht (Mol-
ler et al., 1998). Nach Angaben der Firma Innovent in Jena wurden die Molmasse
und die Molmassenverteilung der Hyaluronsdurederivate mit Hilfe der Gelpermeati-

onschromatographie unter Verwendung von Pullulan-Standards (Molmassen: 342 bis



710.000) bestimmt. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmungen mit einer

GPC-Anlage der Firma Jasco, die Detektion mittels eines Lichtstreudetektors.

Tabelle 1: Eigenschaften der sulfatierten Hyaluronsaurenl)

Nummer S-Hya DS,” My, (Da)
Lichtstreuung®’

1 3,70 65.560

2 2,40 88.500

3 2,15 145.200

4 2,10 275.800

5 3,00 1.240.000

6 3,50 169.755

7 3,00 1.634.000

8 2,85 555.400

9 2,40 1.199.000

10 2,65 505.000

11 2,20 818.425

12 2,15 1.071.000

13 2,60 140.970

14 2,60 189.675

15 2,73 1.033.000

" Angaben von Innovent e.V.
Y Sulfatierungsgrad
9 M,: gewichtsmittlere Molmasse

In den Abschnitten 4.1.1.5 und 4.1.1.6 werden die sulfatierten Hyaluronséuren hin-
sichtlich ihrer Wirkung in Abhéngigkeit von der Molmasse (M) bzw. vom Sulfatie-
rungsgrad (DS;) getestet. Dabei erfolgt eine Einteilung in verschiedene Gruppen.
Jede Gruppe besteht aus drei sulfatierten Hyaluronsduren mit dhnlichem My, bzw.

DS; (Tab. 2).

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der sulfatierten Hyaluronsauren nach der
Molmasse (My) und dem Sulfatierungsgrad (DSs)

Gruppenbezeichnung Nummer S-Hya DS (X) |My (X)

Lichtstreuung
Gruppe 1 1,2,3 2,75 99.783
Gruppe 2 8,10, 11 2,57 626.275
Gruppe 3 57,9 2,80 1.357.667
Gruppe 4 4,11,12 2,15 721.742
Gruppe 5 10, 13, 14 2,62 278.548
Gruppe 6 6,7,8 3,12 786.385




2.1.2 Carboxymethylierte sulfatierte Hyaluronsduren

Ausgehend von Hyaluronsiure wird die carboxymethylierte sulfatierte Hyaluronséu-
re (CMS) in zwei Schritten synthetisiert. Zuerst erfolgt die Carboxymethylierung des
Natriumhyaluronats mit Chloressigsdure in Gegenwart von Natriumhydroxid. Der
durchschnittliche Substitutionsgrad an neu eingefiihrten Carboxymethylgruppen

(DScm) wird durch Saure-Base-Titration bestimmt und liegt zwischen 0,3 und 0,4.

COONa CH,O CHOZCOONa
0
RO
..... (@)
RO ©
CI) NHCOCH,
SO,Na

R = H, SO,Na, CH,COONa

Abb. 5: Strukturformel von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronséaure

Aus dem Natriumsalz der carboxymethylierten Hyaluronséure erfolgt iiber die Stufe
des Ammoniumsalzes die Sulfatierung mit dem SO;/DMF-Komplex. Der Schwefel-
gehalt wird elementaranalytisch bestimmt und daraus der Sulfatierungsgrad errech-
net. Die Bestimmung der Molmassen erfolgte durch die Firma Innovent in Jena
durch Gelpermeationschromatographie, durch Trennung nach molekularer Grofe.
Zur Detektion wurden ein Brechungsindex (RI)- und ein Lichtstreudetektor verwen-
det. Dies war notwendig, da sich die Molmassen der synthetisierten Polymere oft in
den Grenzbereichen der beiden Methoden befinden und somit Messfehler relativ
grof} sind. Bei sehr hohen Molmassen lag der RI-Peak oft au3erhalb der Kalibrierung
(Pullulan-Standards PPS; 342 bis 710.000) und eine Auswertung ist dann mit einem
groBen Fehler behaftet. Deshalb wurde die Lichtstreudetektion zur genaueren Mol-
massenbestimmung herangezogen. War die Molmasse des Polymers aber gering (un-
ter 50.000), dann ist das Lichtstreusignal zu klein, um eine sichere Auswertung zu
geben. Hier ist demzufolge eine Bestimmung durch RI-Detektion vorzuziehen. Des-

halb wurden beide Methoden zur Molmassenbestimmung genutzt.

Die in den Versuchen verwendeten Substanzen sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.



Tabelle 3: Eigenschaften der carboxymethylierten sulfatierten Hyaluronsauren®

Nummer CMS-Hya DS,? | M,” (RI-Detektion) | M, (Lichtstreudetektion)
1 3.0 - 112.950
2 2,7 - 204.125
3 3,0 - 129.555
4 3,2 - 142.450
5 2,9 - 168.820
6 2,8 - 153.630
7 3,5 - 179.370
8 3,0 - 161.043
9 2,9 - 147.940
10 2,6 - 178.610
11 0,5 191.980 -

12 0,2 141.455 -

13 0,1 - 40.985
14 0,5 - 42.430
15 0,6 - 50.345
16 0,3 145.510 -

17 0,2 49.600 -

18 0,8 65.300 -

19 1,0

20 1,3 47.325 -

Y Angaben von Innovent e.V.

Y Sulfatierungsgrad

3 M,,: gewichtsmittlere Molmasse

Aufgrund der unterschiedlichen Schwefelgehalte erfolgt eine Einteilung der CMS-

Verbindungen in zwei Gruppen (Tab. 4). Dazu werden die der jeweiligen Gruppe zu-

gehdrigen Polymerderivate nochmals in Wasser aufgelost und gefriergetrocknet.

Tabelle 4: Gruppeneinteilung der carboxymethylierten sulfatierten
Hyaluronsauren nach dem Sulfatierungsgrad

Gruppenbezeichnung | Zusammensetzung aus CMS-Hya | Sulfatierungsgrad DS (X )

CMS-1 1 bis 10 3,0 £ 0,08

CMS-2 11 bis 20 0,6 £ 0,12

Alle nachfolgenden Versuche werden mit den Verbindungen CMS-1 und CMS-2
durchgefiihrt (Tab. 4).

2.1.3 Torthuminséduren
Als natiirliche Huminséduren werden Torfthuminsduren verwendet, die aus dem nahe

WeiBBwasser (Sachsen) gelegenen Altteicher Moor stammen. Sie wurden von Herrn

9



Professor J. Schoenherr, MVSR-Forschungslaboratorium an der Hochschule Zittau/
Gorlitz (FH), zur Verfligung gestellt. Aus dem medizinisch-balneologischen Gutach-
ten des Badetorfs aus dem Vorkommen ,,Altteicher Moor* von Prof. Resch geht her-
vor, dass der Torf einen Huminsduregehalt von 49 % der Trockenmasse aufweist.
Dies wird als balneotherapeutisch giinstig erachtet (Holl, 2004; Resch und Dorer,
2005).

Torfhuminsdure Al (THS-A1) ist eine schwarz gefarbte Huminsdure (HS), die
durch Alkalisierung des Moores mit Natriumhydroxid-Losung und Ansduerung mit
Salzsdure ausgefillt und danach bei 60 °C getrocknet wurde. Nach der Fillung fan-
den keine weiteren Aufbereitungsschritte statt.

Torhuminsdure A2 (THS-A2) ist eine braune Huminséure, die in der gleichen Wei-
se wie THS-A1, also durch Sédure-Base-Behandlung, ausgefillt, jedoch anschlieBend
weiter aufbereitet wurde.

Die Isolierung und Aufbereitung der HS aus dem Altteicher Moor wurde erstmalig

im Rahmen einer Diplomarbeit im Jahre 2002 durchgefiihrt (Kirsch, 2002).

2.2 U937-Zellen

Fiir die Versuche zur Bestimmung der Cytotoxizitdt, der Proliferation und dem
[*H]Arachidonséure-Freisetzungstest wird die promonocytire menschliche Zelllinie
U937-ATCC (CRL 1593) verwendet (Abb. 6). Diese wurde 1974 von C. Sundstrom
und K. Nilsson (Sundstrom and Nilson, 1974) eingefiihrt und entstammt einem Pleu-
raerguf} eines 37-jdhrigen Mannes mit diffusem histocytiren Lymphom (Klassifika-
tion nach Rappaport, 1966). Sie ist eine von wenigen humanen Zelllinien, die noch
heute Monocyteneigenschaften entsprechend dem histocytdren Original aufweist

(America Type Culture Collection, 1992; Shaw, 1994; Ushijima et al., 1992).

Abb. 6: U937-Zellen, 280-fache VergroRerung
10



2.3 Chemikalien und Testkits

[*H] Arachidonséure
radioaktive Konzentration 37 MBg/ml,
spezifische Aktivitit 23,8 GBq/mg

Calciumchlorid

Fibrinogen

(Haemokomplettan®)

Foetales Kélberserum, hitzeinaktiviert

Humancitratplasma

- Poolplasma aus Humancitratblut
von 10 bis 15 Personen mit
normalem Gerinnungsstatus)

- Verhiltnis Blut zu Natrium-

citratlosung 0,1 mol/list 9 : 1

Inkubationspuffer

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid

NEN Life Science Products, Inc.
Boston MA 02118
Service Center: 51151 Kdln

Carl Roth GmbH & Co KG,
76185 Karlsruhe

Behringwerke Marburg
35041 Marburg

GIBCO BRL Life Technologies,
76344 Eggenstein

Gerinnungslabor HELIOS
Klinikum Erfurt GmbH,
99089 Erfurt

Roche Diagnostics GmbH,
68298 Mannheim

Munitionsfabrik, Schénebeck

Carl Roth GmbH & Co KG,
76185 Karlsruhe

Ferak, 12055 Berlin

Apotheke HELIOS Klinikum
Erfurt GmbH,
99089 Erfurt
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Nichtradioaktiver Testkit zur
Cytotoxizitits- und Zellprolifera-
tionsbestimmung XTT-Tetrazolium-

reduktionstest

Protaminsulfat

PTT-Reagenz

- R1 = gepufterte Kaolinsuspension
(Kaolin 5 mg/ml)

- R2 = Cephalin (Pléttchensubstitut)

RPMI-Medium 1640

(mit Glutamin und Phenolrot)

RPMI-Medium 1640

(ohne Glutamin und Phenolrot)

Salzsdure

Szintillatorcocktail Rotiszint®2200

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tr1s)

Tris/NaCl-Puffer

- Gemisch aus Tris(hydroxy-
methyl)aminomethan (6,08g),
NaCl (8,77 g), NaN3 (0,2g) und
bidestilliertem Wasser (ad 1 L);
pH-Wert Einstellung mittels

konzentrierter Salzsdure auf 7,4

Biomedica GmbH,
Divischgasse 4, A-1210 Wien,
(Vertrieb in Deutschland durch
Biozol GmbH, 85386 Eching)

Firma Merck, 64293 Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH,
68298 Mannheim

GIBCO BRL Life Technologies,
76344 Eggenstein

GIBCO BRL Life Technologies,
76344 Eggenstein

Carl Roth GmbH & Co KG,
76185 Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co KG,
76185 Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH,
CH-9471 Buchs SG

Schweiz

Eigenherstellung
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e Thrombin vom Rind fiir Testzwecke

240 NIH-E/Flasche

e Thrombokinase

2.4 Gerate und Hilfsmittel

Analysenwaage AC 210S-OD1

Auslaufpipetten wattiert, steril,

5, 10 ml

e Begasungsbrutschrank BB 6060

e Birker-Tirk-Zahlkammer

e Easy Reader EAR 340 AT

e Einmalkaniilen Sterican® 1,20x40mm

o Fliissigkeitsszintillationsmessgerét

Liquid scintillation counter Wallac 1410

e Fotoapparat Contax 167 MT

e Hellige Thrombelatograph D

e Koagulometer CL4

Feinchemie GmbH,
01855 Sebnitz

Arzneimittelwerk Dresden,

01097 Dresden

Sartorius AG, 37075 Gottingen

Nunc GmbH & Co KG,
65203 Wiesbaden

Heraeus Holding GmbH,
63450 Hanau

Feinoptik GmbH,
07422 Bad Blankenburg

SLT-Labinstruments GmbH
Deutschland, 74564 Crailsheim

B. Braun Melsungen AG,
34212 Melsungen

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Carl-Zeiss-Jena GmbH,
07745 Jena

Hellige GmbH,
7800 Freiburg im Breisgau

Behnk Elektronik,
20095 Hamburg
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Kiivettenriegel und Kugeln

Megafuge 1,0 R

Mehrkanalpipette Transferpette-8
20-200 pl

Mikrotiterplatten:
Nunclon 96-Mikrowellplatten, steril
flach, 86x127 mm

Minisart-Sterilfilter 0,2 um

pH-Meter CG840

Pipettenspitzen 100 ul, 1000 pul

Pipettierhilfe “Sarpette”

Reinraumwerkbank

Schréighalszellkulturflaschen aus

Polystyren 50 ml und 250 ml

Schiittler Varishaker-Inkubator

Scintillationsrohrchen Mini Vials B

aus Niederdruckpolyethylen, mit

weillem, nicht {iberstehenden Stopfen,

zur Verwendung ohne Tragerrdhrchen,

Volumen 6 ml

Immuno GmbH,

69020 Heidelberg

Heraeus Holding GmbH,
63450 Hanau

Brand GmbH,
97877 Wertheim/Main

Nunc GmbH & Co KG,
65203 Wiesbaden

Sartorius AG, 37075 Gottingen

Schott-Gerite GmbH, 07745 Jena

Eppendorf GmbH,
20251 Hamburg

Sarstedt GmbH,
51588 Niirnbrecht

Elektromat Dresden,

01097 Dresden

Nunc GmbH & Co KG,
65203 Wiesbaden

Dynatech Deutschland GmbH,
73770 Denkendorf

Carl Roth GmbH & Co,
76185 Karlsruhe
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Spritzen (steril) 10 ml

TEG-Meter nach Dr. Hildgard

Umkehrmikroskop Telaval 31

Varipette 100 ul, 500 pl, 1000 pl

Zentrifugenrohrchen aus Polystyren;

17x100 mm, 14 ml, Falcon®2027

B. Braun Melsungen AG,
34212 Melsungen

Medizintechnik Hanke GmbH &
Co K@, 34131 Kassel

Carl-Zeiss-Jena GmbH,
07745 Jena

Eppendorf GmbH,
20251 Hamburg

Beckton-Dickinson GmbH,
69126 Heidelberg (jetzt BD

Biosciences Clontech)
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3 Methoden

Die im Ergebnisteil angegebenen Konzentrationen der Testsubstanzen beziehen sich
auf die Konzentration pro Milliliter Ansatz. Fiir die Bestimmung der Thrombinzeit,
Prothrombinzeit und aktivierten partiellen Thromboplastinzeit wird eine Thrombin-

konzentration von 10 NIH-E/ml verwendet.

3.1 Globaltest zur Gerinnungsanalytik

3.1.1 Thrombelastographie

Diese Methode gehort zu den globalen Gerinnungstests (Pindur und Pindur, 1991).
Sie wurde 1948 von Hartert eingefiihrt (Hartert, 1948). Hierbei wird der Blutgerin-
nungsablauf einschlielich der der Fibrinolyse in Form eines Thrombelastogramms
(TEQG) registriert (Hartert, 1952, 1955; Salooja and Perri, 2001).

Die signifikanten Grofen eines Thrombelastogramms sind die Reaktionszeit r, die
Gerinnselbildungszeit k und die maximale Thrombusfestigkeit ma (Abb. 7). Die Re-
aktionszeit r kennzeichnet den Beginn der Gerinnung und gilt als verstrichen, wenn
der Ausschlag des Schreibzeigers 1 mm - gegeniiber dem Beginn der Kurve - gestie-
gen ist. Als Gerinnselbildungszeit k bezeichnet Hartert die Zeit, die vom Ende der
Reaktionszeit r bis zum Erreichen einer Amplitude a = 20 mm verstreicht. Sie stellt
ein MaB fiir die Geschwindigkeit, mit der sich ein Thrombus von bestimmten Festig-
keitseigenschaften bildet, dar. Eine weitere Messgrof3e ist die maximale Thrombus-
festigkeit (ma). Dies ist der grofite Abstand der beiden Kurvenschenkel voneinander,
der bei der Messung des TEG erreicht wird. Aus diesem Wert kann die maximale
Thrombuselastizitit berechnet werden, welche eine direkte Relation zur maximalen
Amplitude besitzt (Vinazzer, 1972). Bei der technischen Ausfiihrung thrombelasto-
graphischer Messungen spielt die sog. Einfiillzeit eine Rolle. Es ist die Zeit, die vom
Eintauchen des Stiftes in den Reaktionsansatz bis zum Beginn der Registrierung ver-

geht. Die Einfiillzeit wird zur Reaktionszeit addiert.
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20 mm
ma

Abb. 7: Thrombelastogramm modifiziert nach Jaenecke, 1996

r = Reaktionszeit
k = Gerinnselbildungszeit
ma = Maximale Amplitude

Die Bestimmung erfolgt in einem Thrombelastograph. Zur Durchfiihrung werden
Humancitratplasma, Tris/NaCl-Puffer sowie CaCl,-Losung (0,1 mol/l) benétigt. Das
Plasma und der Puffer werden in die Kiivette gegeben, und mit CaCl,-Losung wird
die Reaktion gestartet (Stoppuhr driicken). Durch Bewegung der Stempel wird die
Probe gemischt und anschlieBend mit Paraffin abgedeckt. Durch Driicken des Trans-
portknopfes beginnt das Gerit, das Thrombelastogramm aufzuzeichnen. In diesem
Moment wird die Zeit gestoppt, die der Einfiillzeit entspricht. Die Laufzeit betrdgt

60 min.

Messansatz: 200 pul Humancitratplasma
100 pl Tris/NaCl-Puffer (pH 7,4)
bzw.
100 pl Probeldsung (in Tris/NaCl-Puffer geldst)
50 ul CaCl; (0,1 mol/l)

3.2 Gruppentests zur Gerinnungsanalytik

Die Gruppentests erfassen Teilbereiche des Gerinnungsablaufes. Das exogene Sys-
tem wird durch die Bestimmung der Thrombinzeit und Prothrombinzeit erfasst, der
endogene Teil durch die aktivierte partielle Thromboplastinzeit.

Die Bestimmung der Thrombinzeit (TZ), Prothrombinzeit (PT) und der aktivierten

partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) erfolgt in einem Koagulometer.
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Pro Messansatz werden 3 Proben gemessen. Der Gerinnungsansatz befindet sich in
einer Rundkiivette, in der eine Kugel an einer exakt vorgegeben Stelle mit 125 U/min
rotiert.

Dies wird durch ein von aullen angelegtes und genau definiertes Magnetfeld erreicht
und stellt somit eine schonende Durchmischung der Probe sicher. Der Gerinnungs-
vorgang ist durch Bildung von Fibrinfasern gekennzeichnet. Die Kugel wird in dieser
,»viskosen Masse langsamer und 16st dadurch einen Impuls am magnetischen Sensor
aus, die Gerinnungszeit erscheint auf dem Display. Die Versuchsdauer betrdgt maxi-

mal 600 sec.

3.2.1 Thrombinzeit

Die Thrombinzeit ist ein Test fiir die gemeinsame Endstrecke des endogenen und
exogenen Gerinnungssystems (Klocking, 1981; Spaethe und Kolde, 1992). Im Test-
ansatz wird eine verdiinnte Thrombinlésung zum Plasma bzw. Fibrinogen gegeben.
Hierdurch kommt es zur Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin, wihrend alle ande-
ren Schritte der Gerinnungskaskade umgangen werden. Die Thrombinzeit erfasst

somit die letzte Phase der Gerinnungskaskade (Klocking, 2002).

Messansatz: 200 pul Humancitratplasma (bzw. Fibrinogen)
200 pl Tris/NaCl-Puffer (Leerwert mit pH 7,4)
bzw.

200 pl Probeldsung (in Tris/NaCl-Puffer gelost)
= 2 min bei 37 °C inkubieren
100 pl Thrombinldsung (10 NIH-E/ml)

= Gerinnungszeit bestimmen

3.2.2 Prothrombinzeit

Die Prothrombinzeit (PT) ist ein einfacher funktioneller Test fiir das exogene System
(Klocking, 1981; Spaethe und Kolde, 1992) Je nachdem, woher die Thromboplastin-
préiparate stammen (hinsichtlich Organ: Plazenta, Gehirn, Herz, Lunge; hinsichtlich
Spezies: Mensch, Kaninchen, Schwein, Rind), werden die Faktoren I, II, V, VII und
X des Extrinsic-Systems mit unterschiedlicher Empfindlichkeit erfasst.

Bei der Durchfiihrung dieser Bestimmung wird zum Humancitratplasma Thromboki-

nase-Ldosung gegeben.
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Nach einer Inkubationszeit von 2 min bei 37 °C wird mit CaCl,-Lésung (0,02 mol/l)

die Reaktion gestartet. Die Bildung eines Gerinnsels zeigt das Ende der Reaktion an.

Messansatz: 100 ul Humancitratplasma
30 pl Tris/NaCl-Puffer (Leerwert)
bzw.
30 pl Probelosung (in Tris/NaCl-Puffer gelost)
100 pl Thrombokinase-Losung
= 2 min bei 37 °C inkubieren
100 ul CaCl,-Losung (0,02 mol)

= Gerinnungszeit bestimmen

3.2.3 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Bei der Bestimmung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit wird in vitro die
physiologischerweise ablaufende Reaktionsfolge der Kontaktaktivierung des endoge-
nen Systems simuliert. Durch Zusatz eines Kontaktaktivators (Kaolin) werden die so
genannten Kontaktfaktoren (F XII und hochmolekulares Kininogen) aktiviert (Hiller
und Riess, 1988). Gleichzeitig werden Phospholipide (Kephalin) als Ersatz fiir die
Thrombocyten zugesetzt. Letztere katalysieren in einem zweiten Schritt die Aktivie-
rung des endogenen Gerinnungssystems. Hierfiir sind Calciumionen erforderlich, die
ebenfalls zugesetzt werden. Eine Inkubationszeit von 3 min dient dazu, eine ausrei-

chende Kontaktaktivierung zu erhalten (Klocking, 2002; Spaethe und Kolde, 1992).

Messansatz: 100 pl Humancitratplasma
30 pl Tris/NaCl-Puffer (Leerwert)
bzw.
30 ul Probeldsung (in Tris/NaCl-Puffer geldst)
100 pl PTT-Reagenz
= 3 min bei 37 °C inkubieren
100 pl CaCl,-Losung (0,02 mol)

= Gerinnungszeit bestimmen
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3.2.4 Auswertung

Thrombelastographie

Die Werte fiir die Reaktionszeit r, die Gerinnselbildungszeit k und die maximale
Amplitude ma werden unter Verwendung des TEG-Meters nach Dr. Hildgard abge-
lesen.

Thrombinzeit, Prothrombinzeit, aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Diese 3 Zeiten werden direkt am Koagulometer abgelesen. Aus mindestens 3 Versu-
chen werden dann der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) gebildet.

Im Ergebnis wird die Verlingerung der Gerinnungszeit (Verlingerung um ein Viel-
faches vom Leerwert) in Abhéngigkeit von der Konzentration an Testsubstanz (in
ug/ml) dargestellt. Um die Ergebnisse untereinander vergleichen zu konnen, wird ei-
ne Verdopplung der Gerinnungszeiten berechnet. Dies gelingt mittels einer Trendli-

nie im jeweiligen Diagramm im Microsoft Programm Exel 2000.

3.3 Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung

Bei diesem Versuch wird gepriift, ob Protaminsulfat (Antidot zu Heparin) die antiko-
agulierende Wirkung der Testsubstanzen aufthebt. Die Priifsubstanzen enthalten ne-
gativ geladene funktionelle Gruppen, die durch die vorwiegend positiv geladenen
Oberflachengruppen des Protaminsulfates (PS) neutralisiert werden konnten (Raca-
nelli et al., 1985). Aus dem Versuch ,,Bestimmung der Thrombinzeiten* wird eine
Konzentration an Testsubstanz gewaihlt, die die Thrombinzeit (TZ) in dem Malle ver-
langert, dass bei Zusatz von Protaminsulfat (PS) eine Verkiirzung derselben sichtbar
wird. Um die Eigenwirkung von Protaminsulfat auf den Reaktionsansatz auszu-
schlieBen, wird vorher eine Eichgerade erstellt. Im Bereich von 0,02 pg/ml bis
20 pg/ml PS wird anschlieBend mit der geeigneten Testsubstanz-Konzentration die
TZ bestimmt.

Im Ergebnis wird diejenige Konzentration an PS bestimmt, die eine Verkiirzung der
Thrombinzeit der jeweiligen Testsubstanz auf den Leerwert und damit eine Authe-

bung der antikoagulierenden Wirkung erreicht.
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3.4 Cytotoxizititsbestimmung

3.4.1 Allgemeines

Der XTT-Tetrazoliumreduktionstest ist ein Indikator fiir die metabolische Aktivitit
der Zellen. Es handelt sich um einen nichtradioaktiven Zellproliferations- und Cyto-
toxizitétstest.

Das Prinzip der Tests besteht darin, dass von lebenden Zellen farblose oder schwach
gefdrbte Tetrazoliumsalze in intensiv gefdrbte Formazanderivate umgewandelt wer-
den konnen, die mittels eines Spektrophotometers quantifiziert werden (Paull et al.,
1988; Renzi et al., 1993; Abb. 8). Er orientiert sich am klassischen MTT-Test, hat je-
doch den Vorteil eines wasserloslichen Formazans (Denizot and Lang, 1986; Moos-
mann, 1983; Scudiero, 1988; Tada et al., 1986). Damit entfallen der Einsatz von to-
xischen Losungsmitteln sowie die zeitaufwendige Losung des Reaktionsproduktes.
Grund dafiir ist die Einfilhrung von Sulfonsduregruppen in das Testreagens. Im Ge-
gensatz zu MTT, dessen Endprodukt keine Ladung mehr tragt, besitzt das Formazan
beim XTT-Tetrazoliumreduktionstest zwei geladene Komponenten, die einen ent-
scheidenden Effekt auf die Loslichkeit haben (Comley and Turner, 1990).

Nachteile bestehen jedoch in der relativen Instabilitit und der weniger intensiven
Farbung des Formazanproduktes im Gegensatz zu den MTT-Produkten. Deshalb
werden etwas niedrigere Absorptionswerte gemessen (Comley and Turner, 1990;
Hansen et al., 1989). Im XTT-Tetrazoliumreduktionstest-Testkit liegen ein spezielles
Puffer-Aktivator-Gemisch und die lyophilisierte Testsubstanz getrennt voneinander
vor und werden erst bei Bedarf miteinander gemischt. Der Zerfall des entstehenden
Formazans wird durch die Einstellung dieses giinstigen Milieus verhindert und
gleichzeitig erhdht sich infolge einer vereinfachten Elektroneniibertragung (Puffer)
dessen Absorption (Brosin et al., 1997).

Vorraussetzung fiir diese Reduktion sind intakte Mitochondrien. Sie besitzen ein in-
trazelluldres Reduktionssystem mit Enzymen wie Succinatdehydrogenase und
NADPH-Dehydrogenase (Cory et al., 1991), welches nur im vitalen Zellzustand
funktioniert. So kommt es wenige Minuten nach Eintritt des Zelltodes zur Inaktivie-
rung der Mitochondrien, die Viabilitdt der Zellen sinkt. Folglich verringern sich die

Reduktionsrate des Testsubstrates und die gemessene Absorption.
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Abb. 8: Prinzip der Tetrazoliumreduktion

3.4.2 Zellziichtung

Die Anzucht der U937-Zellen erfolgt in Schrighalszellkulturflaschen mit Filterkap-
pe. Die Verschlusskappe mit einem hydrophoben Filter (& 0,22 um) dient dazu, ei-
nen optimalen Gasaustausch bei bestmoglichem Kontaminationsschutz zu gewihr-
leisten. Als Anzuchtmedium wird RPMI 1640 mit 10 % hitzeinaktiviertem foetalen
Kaélberserum (FCS) verwendet. Die Umsetzung erfolgt stets unter einer Reinraum-
werkbank und unter Verwendung steriler Pipetten. Die Zellen werden stationér in ei-
ner CO,-Atmosphére (5 %) bei 37 °C aufbewahrt. Je nach Verwendungszeitpunkt
werden die Zellen im Verhéltnis 1 : 3 (nach 2 Tagen verwendbar) oder 1 : 5 (nach

3 bis 4 Tagen verwendbar) umgesetzt. Bei den so kultivierten Zellen betragt die Zell-

zahl etwa 10° Zellen/ml.

3.4.3 Aufbereitung der Zellen

Die U937-Zellen einer Schriaghalszellkulturflasche werden in 2 Polystyren-Zentri-
fugenrdhrchen aufgeteilt. Es erfolgt eine 5-miniitige Zentrifugation bei 1200 U/min
und 4 °C. Nach Verwerfung des Uberstandes wird das verbleibende Zellpellet in
5 ml RPMI 1640 (ohne L-Glutamin) resuspendiert und nochmals unter gleichen Be-
dingungen 5 Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand wird ebenfalls verworfen, die verbleibenden Zellpellets mit 10 ml
RPMI-Medium resuspendiert und in einer neuen Schrighalszellkulturflasche verei-
nigt. Mit dieser Suspension erfolgt die Bestimmung der Zellzahl in einer Biirker-

kammer. Gegebenfalls erfolgt eine Einstellung auf ca. 10° Zellen/ml (£ 25 %).
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3.4.4 Versuchsansitze
Die Exposition der Zellen mit der zu untersuchenden Substanz erfolgt in 96iger

Mikrotiterplatten. Dabei werden die Kavitdten wie folgt belegt (Abb. 9):

B2-B11:
Blanc-Wert:

AL[2 [3 14 [5 |6 [7 [8 |9 [10]11 32 200 pl
RPMI/Kavitit

C10-Gl11:
Zellkontrolle:

100 pl Medium

+ 100 pl Zell-
suspension

C2-E9:

abnehmende
Konzen-

T| Q| |9 "™ Ol Al w

trationsreihe (je

3 Kavitéten pro
Konzentration)
100 pl Medium
mit Testsubstanz
+ 100 pl Zellsus-
pension

Zellzahl/ml Ansatz: ca. 5x10°

Abb. 9: Beschickung der Mikrotiterplatte fiir den Cytotoxizitatstest

Die duBleren Felder werden nicht belegt, um Randeffekte zu vermeiden. Die Beschi-
ckung der Mikrotiterplatten erfolgt mit je 3 Kavitéten pro Substanzkonzentration. Im
Anschluss daran werden sie 1 bzw. 24 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, aufbe-
wahrt.

Nach diesem Zeitraum werden die Zellen nach Zusatz verschiedener Substanzkon-

zentrationen bei 280-facher VergroBerung fotografiert.

3.4.5 Durchfiihrung

Nach der Expositionszeit werden die Zellen in den Mikrotiterplatten bei 1200 U/min
zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss verworfen. Die Kavititen werden dann
mit je 200 pul Medium wieder gefiillt. Grund fiir diesen Schritt ist die Einhaltung der
Inkubationszeit, da bei Nichtentfernung der Testsubstanz diese um weitere 2 Stunden

verlidngert wire.
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Ein zuséitzlicher Einfluss auf die Toxizitdt der Testsubstanz wird damit ausgeschlos-
sen (Jelinek, 1996). Danach werden jeweils 20 pl der nach der Testvorschrift herge-
stellten strohgelben Substratlosung in die jeweiligen Kavititen pipettiert. Es erfolgt
nach kurzem Durchmischen eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37 °C. Diese
Zeit erweist sich als ausreichend, damit sich das ziegelrote Formazan bilden kann.
Die Absorption wird bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenz 620 nm) im Plat-

tenphotometer gemessen.

3.4.6 Auswertung

Die folgenden Berechnungen gelten sowohl fiir den Cytotoxizitéts- als auch fiir den
Proliferationstest.

Aus den 3 Extinktionswerten pro Konzentration und den 10 Messwerten der Zellkon-
trolle (ohne Testsubstanz) wird das jeweilige arithmetische Mittel gebildet.

Die Cytotoxizitdt (CT) wird nach folgender Formel berechnet:

CT = [M) 100%
Xo
Xo = Mittelwert der Absorptionswerte der Zellkontrolle
X; = Mittelwert der Absorptionswerte der mit der jeweiligen Testsubstanz

behandelten Zellen

Aus den fiir jede Konzentration erhaltenen prozentualen Cytotoxizitdtswerten wird
die halbmaximale cytotoxische Konzentration (CCsp) mittels Regressionsanalyse
nach der allgemeinen Gleichung der logarithmischen Funktion:

50 = mIn(x)+b

umgestellt nach x berechnet.

Hierfiir finden in der Regel alle Werte zwischen 10 % und 90 % auf dem ansteigen-
den Teil der Cytotoxizititskurve Beriicksichtigung. Zur Ermittlung des Endergebnis-
ses werden die Resultate aus mindestens 3 Versuchen herangezogen. Um die Konfi-
denzintervalle der einzelnen CCsop-Werte zu ermitteln, wird zu jedem Versuch der
(Inx)-Wert berechnet. Aus diesen (Inx)-Werten wird dann das arithmetische Mittel

(Inx") und die zugehdrige Standardabweichung (s*) gebildet.
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Die (Inx)-, (Inx"-s")- und (Inx'+s")-Werte werden wieder entlogarithmiert. Der klei-
nere so erhaltene Wert stellt die untere und der groflere Wert die obere Grenze des
Schwankungsbereiches dar. Daraus ergeben sich die Konzentrationen mit den dazu-
gehorigen Konfidenzgrenzen, bei denen 50 % der Zellen keine metabolische Aktivi-
tat im XTT-Tetrazoliumreduktionstest aufweisen.

Bei den Proliferationsversuchen werden jeweils die Mittelwerte von 5 Absorptions-
messwerten ausgewertet.

Zur Ermittlung der CCso wird nur der lineare Abschnitt der Kurven (im halblogarith-
mischen Maf3stab) verwendet. In das Diagramm wird die logarithmische Trendlinie
eingefiigt, deren Formel zur Berechnung der CCs, dient. Abbildung 10 zeigt dies am
Beispiel von CMS-1 Versuch 3 (24 h).

100 -
90 -
80 -
70 1
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10
O T 1
1 10 100

Konzentration CMS-1 (mg/ml)

y = 176,08Ln(x) - 597,18
R? = 0,9329

Cytotoxizitat (%)

Abb. 10: Bestimmung der CCso ( CMS-1; Versuch 3 -24 h-)

3.5 Untersuchung der Zellproliferation

Fiir die Proliferationsuntersuchungen werden die Zellen zentrifugiert, gewaschen und
auf eine Zellzahl von 100.000 Zellen/ml eingestellt. Dies erfolgt durch eine 1 : 10-
Verdiinnung der urspriinglichen Zellsuspension (siehe unter 3.4.3; Aufbereitung der
Zellen). Davon werden je 100 pl in die einzelnen Kavitéten pipettiert (10.000 Zel-
len/Kavitdt bzw. 10.000 Zellen/200 pl Ansatz). Das entspricht einer Zellzahl von
50.000/ml Ansatz. Zur Zellsuspension wird 5 % FCS gegeben, um die Proliferation
der Zellkontrolle zu gewahrleisten.

Die Inkubation erfolgt in 10 Mikrotiterplatten iiber 5 Tage bei 37 °C im CO,-Inkuba-
tor. Es werden 8 verschiedene Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz im

Vergleich zu substanzfreiem Medium (Zellkontrolle) getestet.
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In Abstinden von 24 Stunden werden je eine Mikrotiterplatte fiir den XTT-Tetra-
zoliumreduktionstest und eine fiir die Z&hlung der Zellzahl verwendet. Die Durch-
fiihrung des XTT-Tetrazoliumreduktionstests erfolgt in gleicher Weise wie beim Cy-

totoxizitétstest mit je 5 Kavitdten pro Konzentration.

3.6 [’H]Arachidonséure-Freisetzungstest (AART)

3.6.1 Allgemeines

Arachidonsdure (AA) ist der Ausgangsstoff fiir die Biosynthese der Prostaglandine
und verwandter Produkte des Arachidonsdurestoffwechsels. Diese haben in den letz-
ten 25 Jahren groftes Interesse hinsichtlich ihrer physiologischen, pathophysiologi-
schen und pharmakologischen Bedeutung gefunden. Viele der Arachidonséduremeta-
boliten zeichnen sich durch ihr breites pharmakologisches Wirkungsspektrum aus
(Forth et al., 2001). Sie werden in den verschiedenen Zellen normalerweise nicht ge-
speichert, sondern auf unterschiedliche Stimuli hin neu synthetisiert und freigesetzt.
Durch die Aktivitdt des Enzyms Cyclooxygenase entstehen dabei die Prostaglandine
und Thromboxane. Uber die 5-Lipoxygenase entstehen die Leukotriene.
Arachidonsédure gehort zu den Eicosanoiden (mehrfach ungeséttigte Cyo-Fettsduren)
und ist Bestandteil der Phospholipide, die den Hauptbestandteil der Zellmembran
bilden. Sie sind in einer fluiden Lipid-Doppelschicht (phospholipid-bilayer) angeord-
net.

Diese wird von Proteinmolekiilen umgeben und durchzogen und bildet eine so ge-
nannte Lipid-Protein-Mosaikstruktur. Hauptaufgabe dieser Bilayer ist die Abgren-
zung einer Zelle nach auflen. Fiir polare Molekiile ist sie fast undurchléssig, wahrend
sich Lipidmolekiile relativ frei hindurch bewegen konnen.

Die AA liegt in den Zellen zum groften Teil in veresterter Form in Membranphos-
pholipiden vor. Da nur freie Arachidonsédure als Substrat der Cyclooxygenase dienen
kann, héngt die Eicosanoid-Biosynthese primir von der Freisetzung der AA aus den
Phospholipiden ab. Dies geschieht durch Aktivierung membrangebundener Phospho-
lipase A; oder in zwei Schritten durch Phospholipase C und Phospholipase D (Fon-
teh et al., 1994).

Die beiden letztgenannten erzeugen im ersten Schritt Lipidprodukte, die AA enthal-

ten und aus denen die Arachidonséure spéter freigesetzt wird.
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COOH
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Abb. 11: Strukturformel Arachidonsaure

Ein weiteres charakteristisches Merkmal der AA ist ihre Funktion als Signalsubstanz.
Informationsmolekiile miissen mit Proteinen in Wechselwirkung treten (d. h. an Re-
zeptoren, Enzyme, lonenkanéle u. a. binden) und selektiv deren Aktivitdt verdndern
konnen. AA ist aufgrund ihrer low-energy Konformation, die sie nach ihrer Freiset-
zung aus den Membranphospholipiden annimmt, dazu in der Lage. Die Tendenz von
freier AA zu starken Wechselwirkungen mit Proteinen erkldrt den besonders um-

fangreichen Metabolismus.

Fiir den [3H]Arachidonséiure-Freisetzungstest werden U937-Zellen verwendet, weil
diese Zelllinie Monozyteneigenschaften entsprechend dem histozytéren Original auf-
weist. Sie besitzen u. a. die Fdhigkeit, eine Form von Interleukin (IL1) zu bilden
(Klocking et al., 1998; Reif, 2003). Dieses ist ein endogenes Pyrogen und stimuliert
die Prostaglandin-E,-Freisetzung verschiedener Zelltypen.

Ziel des Tests ist es, die Menge an [*’H]Arachidonsdure zu bestimmen, die nach akti-
vem Einbau in die Zellmembran durch Einwirkung der Testsubstanz aus der Zell-
membran freigesetzt wird (Klocking, 1994; Klocking et al., 1994a, 1995).

Bei einer Temperatur von 4 °C werden Stoffe identifiziert, die zu einer AA-Freiset-
zung auf nicht enzymatischem Weg fiihren. Erfolgt die erhohte Freisetzung erst nach
Inkubation bei 37 °C, so handelt es sich um einen enzymvermittelten Mechanismus.
Ein Beobachtungszeitraum von 24 Stunden wird gewihlt, um eine Unterscheidung
zwischen einem reversiblen (physiologischen) oder irreversiblen (toxischen) Prozess
zu treffen (Klocking, 1994).

Im AART werden auBer [*’H]Arachidonsiure (["H]JAA) und Phosphoglyceriden, die
[’H]AA enthalten, auch aus ["H]AA entstandene Metabolite erfasst.
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Um die Schiadigung der U937-Zellen durch die Priifsubstanzen quantifizieren zu
konnen, erfolgt die radioaktive Markierung mit Arachidonsdure, bei der Tritium
([3H]) in den Positionen 5, 6, 8, 9, 11, 12, 14 und 15 eingebaut ist. Die Messung der
Radioaktivitdt erfolgt mit einem Fliissigkeitsszintillationsmessgerit, einem sehr emp-
findlichen Gerét zur Ermittlung von B-Strahlung. Das gilt besonders fiir die Messung

Tritium-markierter Verbindungen (Valentini, 1998).

3.6.2 Testdurchfiihrung

Vorinkubation und Markierung der U937-Zellen

30 ml der U937-Zellsuspension werden auf 3 sterile Zentrifugenrohrchen aufgeteilt
und 5 min bei 1200 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Zentrifugationsiiberstand wird
verworfen und das verbleibende Zellpellet in je 5 ml serumfreien RPMI-Medium
(mit L-Glutamin und Phenolrot) resuspendiert. Nach erfolgter Zentrifugation unter
denselben Bedingungen werden die Zellen in jeweils 9 ml Medium wieder aufge-
nommen. Die Inhalte der 3 Rohrchen werden in einer Zellkulturflasche vereinigt. Die
Zellzahl wird mittels Biirkerzahlkammer bestimmt und gegebenenfalls auf 10° Zel-
len/ml eingestellt.

Die Zellen werden zunéchst ohne foetalem Kélberserum (FCS) fiir eine Stunde bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert. Danach werden 3 ml FCS und 15 ul [’H]Arachidon-
sdure (AA) zugesetzt. Man erhilt 30 ml [*H]-markierte Zellsuspension, der sofort
3 x 100 pl entnommen, zu je 1,9 ml Szintillatorcocktail (SC) gegeben und anschlie-
Bend im Fliissigkeitsszintillationsmessgerdt vermessen werden (Proben 1 - 3). Dies
ist Bestandteil der Bestimmung der Einbaurate, was in Abschnitt 3.6.3 ndher be-
schrieben wird.

Die mit Trititum markierte Arachidonsédure wird wéhrend der nun folgenden
24-stlindigen Inkubationszeit (37 °C, 5 % CO,) in die Zellmembran eingebaut.

Nach diesem Zeitraum werden die Zellen zentrifugiert (1200 U/min, 4 °C, 5 min). Es
folgt eine Entnahme von 100 ul Fliissigkeit aus dem Uberstand, mit der in der glei-
chen Art und Weise wie vorher beschrieben verfahren wird (Proben 4 - 6).

Um die nicht eingebaute AA quantitativ zu entfernen, werden die Zellen einem dop-
pelten Waschvorgang unterzogen.

Am Ende erfolgt eine Resuspension in je 10 ml Medium. Die so erhaltenen 30 ml

[*H]-markierter U937-Zellsuspension bilden die Grundlage fiir den Versuchsansatz.
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Versuchsansatz

Pro Versuchsansatz werden acht Konzentrationsstufen, eine Zellkontrolle und eine
Positivkontrolle untersucht. Fiir die Zellkontrolle werden die U937-Zellen aus-
schlieBlich mit Medium inkubiert. Dadurch wird die natiirliche [’H]Arachidonsaure-
Freisetzung ermittelt. Die Positivkontrolle besteht aus U937-Zellen und 320 pg/ml
Natriumdodecylsulfat (SDS), welches in dieser Konzentration eine 100%ige Freiset-
zung der Arachidonsédure aus der Zellmembran bewirkt.

Fiir jede Konzentration sowie die beiden Kontrollwerte werden jeweils 3 Inkubati-
onsrohrchen mit 0,5 ml der Substanzlosung und 0,5 ml Zellsuspension belegt. Die
Rohrchen werden fest verschlossen und fiir 1 Stunde bzw. 24 Stunden bei 37 °C in-
kubiert. Um enzymatische Prozesse auszuschliefen, wird auflerdem eine Versuchs-
reihe bei 4 °C und einer Stunde Einwirkungszeit durchgefiihrt.

Nach der jeweiligen Expositionszeit erfolgt eine Zentrifugation (1200 U/min , 4 °C,
5 min), bei welcher die noch intakten Zellen und Bruchstiicke zerstorter Zellen vom
Uberstand getrennt werden. Aus diesem werden je 0,5 ml abpipettiert und zu 2,5 ml
Szintillatorcocktail gegeben. Die beiden Fliissigkeiten werden bis zur Schlierenfrei-
heit vermischt. Die Vials mit den Untersuchungslésungen werden dann im Szintilla-
tionsmessgerit vermessen. Im Ergebnis wird die Radioaktivitit in Impulsen/Minute

und Milliliter (dpm/ml) auf dem Display angezeigt.

3.6.3 Auswertung
Einbaurate (E):
Aus den Proben 1 - 3 und 4 - 6 wird die Einbaurate von ["H]AA in die U937-Zellen

bestimmt:

G-U
E= - 100%
G

G = Gesamtradioaktivitit in der Zellsuspension vor dem Einbau der [FH]AA
(Proben 1 - 3)
U = Radioaktivitit im Uberstand, in dem sich die nicht eingebaute ["TH]JAA
befindet (Proben 4 - 6)
Die durchschnittliche Einbaurate aller Versuche betridgt 51,1 + 2,0 % (n = 20).
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Membrantoxizitatswerte
Die angegebenen Membrantoxizititswerte im Text und in den Abbildungen beziehen

sich alle auf SDS = 100 %.

Freisetzungskonzentration RC
Die prozentuale Arachidonsdure-Freisetzung (RC) der Testsubstanzen bezogen auf

die Freisetzung durch SDS (Maximum) wird nach folgender Formel berechnet:

RC = -100%

Xo = Mittelwert der ["H]AA-Freisetzung der Zellkontrolle (dpm/ml)

X; = Mittelwert der [3H]AA—Freisetzung der mit Testsubstanz behandelten
Zellen (dpm/ml)

X, = Mittelwert der [’H]AA-Freisetzung der Positivkontrolle (mit 320 pg/ml
Natriumdodecylsulfat behandelte Zellen)

Die RC-Werte fiir 5 % ["H]AA-Freisetzung im Vergleich zur Positivkontrolle wer-

den mit Hilfe eines Membrantoxizitdts-Konzentrations-Diagramms bestimmt. Durch

Erstellung einer linearen Regressionsgerade entsteht folgende Funktionsgleichung:
y=mx+b

Umgestellt nach x konnen die jeweiligen RC-Werte berechnet werden. Die letztend-

liche Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen verhilt sich analog der

Berechnung zur Cytotoxizitit (Kapitel 3.4.6).

3.7 Weitere Methoden

3.7.1 Optische Beurteilung der Zellen

Bei den Versuchen zur Cytotoxizititsbestimmung werden die Zellen nach 1- und 24-
stiindiger Inkubation mit der Testsubstanz mikroskopisch begutachtet und Verénde-
rungen in ihrer Morphologie fotografisch festgehalten. Fiir die Fotografien werden
die Konzentrationen verwendet, die im XTT-Tetrazoliumreduktionstest Cytotoxi-
zititswerte zwischen 0 % und 100 % verursachen. Die Vergroferung betrégt generell

280-fach.
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3.7.2 Statistik

Um die Messdaten statistisch auszuwerten, wird das Programm Microsoft Excel
(Version 2000) verwendet.

Hiermit werden fiir alle ermittelten Messwerte die statistischen Kennzahlen arithme-
tischer Mittelwerte (X ), die Standardabweichungen (SD) und der mittlere Fehler
(SE) berechnet. Diese statistischen Parameter konnen als Basis fiir eine deskriptive
Beurteilung der Ergebnisse benutzt werden. SD macht eine Aussage iiber die Streu-
ung der Einzelwerte. SE gibt Hinweise auf die Schitzgenauigkeit des Mittelwertes
(Rinne und Ickler, 1986). Die Mittelwerte setzen sich aus 3 voneinander unabhéingi-
gen Versuchen mit je 3 Messreihen zusammen.

Die Bestimmung der Konfidenzintervalle beim Cytotoxizitdts-und Proliferationstest
wird in Kapitel 3.4.6 beschrieben.

Um zu entscheiden, ob sich die statistischen Kenngrof3en von der Grundgesamtheit
signifikant unterscheiden oder nicht, wird der t-Test herangezogen. Dieser dient dem
Vergleich zweier Mittelwerte aus normalverteilten Grundgesamtheiten (Bronstein
und Semendjajew, 1981). Normalverteilung und Gleichheit der Streuungen werden
vorausgesetzt. Fiir die Signifikanzentscheidung wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit

von 5 % (p = 0,05) zugrunde gelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Sulfatierte Hyaluronsduren — S-Hya

4.1.1 Global- und Gruppentests zur Gerinnungsanalytik

4.1.1.1 Thrombelastographie

Jede Versuchsreihe beginnt mit der Aufzeichnung eines Thrombelastogramms von
Humancitratplasma ohne Substanzzusatz (Leerwert). Die Reaktionszeit betrigt
9,0 £ 1,2 min, d. h. vom Beginn der Reaktion bis zum Eintritt der Gerinnung verge-
hen 9,0 min. Nach Zusatz der geringsten Konzentration an S-Hya-15 (4,5 pg/ml) be-
tragt diese Zeit 4,7 = 0,7 min. Der Leerwert wird erst bei einer Konzentration von
8,9 ng/ml S-Hya-15 erreicht. Bei einer Konzentration von 28,6 pg/ml S-Hya-15 wird
die Reaktionszeit auf 26,0 + 6,0 min verldngert, bei 35,8 pg/ml tritt innerhalb einer
Stunde keine Gerinnung ein.

Im Leerwertplasma bildet sich ein Thrombus mit bestimmten Festigkeitseigenschaf-
ten nach 4,3 = 0,3 min (Gerinnselbildungszeit k). Mit zunehmender Konzentration
verldngert sich diese Zeit auf 15,7 + 3,3 min bei einer Konzentration von 28,6 pug/ml.
S-Hya-15 fiihrt im Konzentrationsbereich von 0 bis 17,9 ug/ml zu keiner wesentli-

chen Verdnderung der maximalen Amplitude ma (Abb. 12).

Humancitratplasma

(Leerwert)

c= 4,5 pg/ml ' =
¢ =28,6 ug/ml —«
¢ =35,8 ug/ml

Abb. 12: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf das Thromblasto-
gramm in Humancitratplasma nach Rekalzifikation (n = 3)
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4.1.1.2 Thrombinzeit

a) mit Plasma

Bei diesem Versuch wird eine Thrombinkonzentration von 10 NIH-E/ml verwendet.
Sie erweist sich als ideal, um gut auswertbare Thrombinzeiten zu erhalten. Die Ge-
rinnungszeit wird mit zunehmender S-Hya-15-Konzentration zunéchst allméhlich
verldngert (bis 0,39 pg/ml) und nimmt dann sprunghaft zu (Abb. 13). Die Thrombin-
zeit wird bei einer Konzentration von 1,6 pg/ml um das 10,9-fache verldngert .

Eine Verdopplung der Thrombinzeit (Leerwert 17,3 £+ 0,1 sec) wird durch
0,50 + 0,03 pg/ml S-Hya-15 bewirkt.
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Abb. 13: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Thrombin-
Humancitratplasma-Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

b) mit Fibrinogen

Auch bei diesem Versuch wird die geeignete Thrombinkonzentration 10 NIH-E/ml
verwendet. In Abhingigkeit von der Konzentration an S-Hya-15 nimmt die Verlan-
gerung der Thrombinzeit bis 3,1 pg/ml zu und sinkt dann mit einem flachen Abfall
bis 100 pg/ml (Abb. 14). Ab 200 pg/ml kommt es zu einem erneuten steilen Anstieg
der Kurve. Bei der hochsten Konzentration von 1600 pg/ml S-Hya-15 wird die TZ
um das tiber 31,2-fache vom Leerwert verlangert. Die Verdopplung der Thrombin-

zeit (Leerwert 19,8 + 0,7 sec) wird durch 0,33 + 0,03 pg/ml erreicht.
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Verlangerung Thrombinzeit
(Vielfaches vom LW)
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Konzentration S-Hya-15 (ug/ml)

Abb. 14: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Thrombin-
Fibrinogen-Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.1.1.3 Prothrombinzeit

Die Prothrombinzeit wird durch S-Hya-15 erst ab einer Konzentration von
22,7 pg/ml deutlich verlidngert. Die Kurve in Abbildung 15 zeigt dann einen sehr
steilen Anstieg. Eine Verdopplung der Prothrombinzeit gegeniiber dem Leerwert

(27,2 £ 0,9 sec) wird durch 13,9 + 2,4 ug/ml S-Hya-15 erreicht.

25 -
>22,1
20 -
15

10 -

® =

Verlangerung der Prothrombinzeit
(Vielfaches vom LW)

Konzentration S-Hya-15 (ug/ml)

Abb. 15: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Prothrombinzeit
in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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4.1.1.4 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Der Kurvenverlauf in Abbildung 16 ist bis zur Konzentration von 5,7 ug/ml flach
und beinhaltet die Verdopplung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT).
Im weiteren Verlauf steigt die Kurve allmdhlich an und endet bei einer Konzentrati-
on von 45,5 pg/ml. Das Humancitratplasma gerinnt nicht mehr. Bezogen auf den

Leerwert (32,5 + 1,0 sec) betrdgt die Verdopplung der aPTT 4,6 + 0,2 pg/ml.
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Abb. 16: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die aktivierte

partielle Thromboplastinzeit (aPTT) in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.1.1.5 Wirkung in Abhéngigkeit von der Molmasse

Um zu iiberpriifen, ob die antikoagulierende Wirkung von der Molmasse abhingig
ist, werden die Thrombinzeiten im Plasma von sulfatierter Hyaluronsdure (S-Hya)
unterschiedlicher Molmasse bestimmt. In Tabelle 5 ist die Abhéngigkeit der plasma-
tischen Gerinnung von der Molmasse der sulfatierten Hyaluronsduren dargestellt.

Die Wirkung der S-Hya steigt mit Zunahme der Molmasse an.

Tabelle 5: Wirkung der sulfatierten Hyaluronsauren auf die plasmatische
Gerinnung in Abhangigkeit von der Molmasse

Sulfatierte My, Konzentration, die eine Verdopplung SE
Hyaluronséure der Thrombinzeit bewirkt (ug/ml)
Gruppe 1 99.800 1,10 0,20

58.000 0,55 0,03

(09)

Gruppe 3 .

M,, = Mittlere Molmasse
SE = mittlerer Fehler
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Die Kurvenverldufe in Abbildung 17 zeigen den Unterschied zwischen den einzelnen

Substanzen. Es sind nur die Ausschnitte mit den Steigungen dargestellt, um den Ef-

fekt besser zu erkennen. Von links nach rechts erfolgt mit Zunahme der Konzentra-

tion eine Verlangerung der Thrombinzeit.
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Konzentration S-Hya (ug/ml)

Abb. 17: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya) mit unterschiedlichen

Molmassen auf die Thrombin-Humancitratplasma-Reaktion (x #SE; n = 3)
*#% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

In Abbildung 18 sind die Konzentrationen an S-Hya aufgefiihrt, bei denen es zur

Verdopplung der Thrombinzeit in Abhéngigkeit von der Molmasse kommt. Die Sdu-

len werden mit zunehmender Molmasse kleiner, d.h. die Konzentrationen, die eine

Verdopplung der Thrombinzeit bewirken, nehmen ab.

1,40 -
1,20
1,00 ~
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -

Konzentration bei Verdopplung
der Thrombinzeit (ug/ml)

Gruppe 1
Gruppe 2

0,00

99.800

560.500 1.358.000

Molmasse

Abb. 18: Einfluss der Molmasse von sulfatierter Hyaluronsaure auf die
Verdopplung der Thrombinzeit (X + SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Gruppe 1, p < 0,05
+ signifikant gegeniiber Gruppe 2, p < 0,05
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Sulfatierte Hyaluronsduren mit unterschiedlichem Sulfatierungsgrad zeigen Unter-

schiede in ihrer antikoagulierenden Wirkung. Mit zunehmendem Sulfatierungsgrad

steigt die Wirkung, denn die Konzentrationen, die eine Verdopplung der Thrombin-

zeit bewirken, nehmen ab (Abb. 19, Tab. 6).

Tabelle 6: Wirkung der sulfatierten Hyaluronsduren auf die plasmatische
Gerinnung in Abhangigkeit vom Sulfatierungsgrad

Sulfatierte DSq Konzentration, die eine Verdopplung SE
Hyluronsdure der Thrombinzeit bewirkt (ug/ml)
Gruppe 4 2,15 0,99 0,06
Gruppe 5 2,62 0,71 0,09
Gruppe 6 3,12 0,55 0,03
DS; = Sulfatierungsgrad
SE = mittlerer Fehler
Gruppe 4
1,2 0,99 Gruppe 5
14 Gruppe 6

e e
N L o] o]
I | | |

Konzentration bei Verdopplung
der Thrombinzeit (ug/ml)

o
|

0,71

2,62

Sulfatierungsgrad

Abb. 19: Einfluss des Sulfatierungsgrades von sulfatierter Hyaluronsaure auf
die Verdopplung der Thrombinzeit (X # SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Gruppe 4, p < 0,05
+ signifikant gegeniiber Gruppe 5, p < 0,05
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4.1.2 Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung

Der Einfluss von Protaminsulfat auf die Thrombin-Humancitratplasma-Reaktion in
vitro wurde bereits in der Diplomarbeit Kessler, 2000 gepriift. Demnach sind die
Thrombinzeiten von Protaminsulfat (PS) in den Konzentrationen 0,02 bis 20 pg/ml

anndhernd konstant (Abb. 20).
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Abb. 20: Einfluss von Protaminsulfat auf die Thrombin-Humancitratplasma-
Reaktion in vitro (X #SE; n = 2)
° nicht signifikant gegeniiber Leerwert

Werden dieser Konzentrationsreihe je 1,6 pg/ml S-Hya-15 zugesetzt, wird folgendes
ersichtlich (Abb. 21): Die braune Saule stellt den Leerwert (LW) dar. Dieser ergibt
sich aus dem Plasma, Tris-Puffer und Thrombin (10 NIH-E/ml). Die Thrombinzeit
(TZ) des Leerwerts betrdgt 21,0 + 0,1 sec. Durch Zusatz von 1,6 pug/ml S-Hya-15
wird die Gerinnungszeit auf iiber 600 sec verlangert (2. Sdule, griin). Bei der gerings-
ten Konzentration an Protaminsulfat (0,02 pg/ml) liegt die Thrombinzeit bei
88,1 £ 8,4 sec. Je hoher die Konzentration an PS, desto niedriger werden die Throm-
binzeiten. Werden 1,6 ng/ml S-Hya-15 zu 1,5 £ 0,1 pg/ml PS gegeben, erreicht die
TZ den LW. Bei diesem Mischungsverhéltnis kommt es demzufolge zu einer Authe-
bung der antikoagulierenden Wirkung von S-Hya-15. Die sulfatierte Hyaluronsdure

wird von Protaminsulfat etwa im Verhéltnis 1 : 1 antagonisiert.
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Abb. 21: Neutralisation der Wirkung von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15;
1,6 pg/ml) durch Protaminsulfat in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.1.3 Cytotoxizitat

Eine Konzentrationsreihe von 6 mg/ml bis 32 mg/ml erweist sich als geeignet, um
einen Cytotoxizititsbereich von 10 % bis 90 % zu erfassen. Beim 1-Stunden-Versuch
konnen aufgrund der Loslichkeitsgrenze von S-Hya-15 nur 60 % Cytotoxizitét er-
reicht werden.

In Abbildung 22 ist der Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach
1- und 24-stiindiger Exposition dargestellt. Nach einer Expositionsdauer von
1 Stunde betrdgt die Cytotoxizitit bei 6 mg/ml —7,7 + 3,9 % und steigt dann allméh-
lich auf 58,7 £ 4,6 % bei einer Konzentration von 32 mg/ml an. Die Konzentration,
bei der 50 % aller Zellen ihre Aktivitét verlieren (CCsp), liegt bei 19,0 (16,9 — 21,3)
mg/ml.

Nach 24 Stunden Exposition betrigt die Cytotoxizitdt bei 6 mg/ml — 4,1 + 9,2 %. Die
Kurve zeigt ab 12 mg/ml einen steilen Anstieg. Sie endet bei 32 mg/ml mit einer Cy-

totoxizitdt von 89,6 + 4,0 %. Der CCsp-Wert betragt 20,1 (18,0 - 22,4) mg/ml.
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Cytotoxizitat (%)

Konzentration S-Hya-15 (mg/ml)

Abb. 22: Cytotoxizitat von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) an U937-Zellen im
XTT-Tetrazoliumreduktionstest nach 1- und 24-stlindiger Exposition
(X #SE; n=23)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Onptische Beurteilung der Zellen

Parallel zur Durchfiihrung des XTT-Tetrazoliumreduktionstests werden die Zellen
mikroskopisch betrachtet und fotografiert. Die Zellen der Zellkontrolle haben eine
fast einheitliche runde Form (Abb. 23). Nach 1-stiindiger Exposition mit 12 mg/ml
S-Hya-15 ist der Zellrasen etwas aufgelockerter, die Zellform bleibt bestehen. Unter
Zugabe von 32 mg/ml S-Hya-15 werden im XTT-Tetrazoliumreduktionstest 58,7 %
Cytotoxizitit erreicht, im Foto sind einige Zellen z.T. aufgelost.

Die gleiche Konzentration ruft nach 24 Stunden Inkubation Verdnderungen in Form,
GroBe und Struktur der Zellen hervor. Die ehemals runden Zellen sind stark defor-

miert und geschrumpft.
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Zellkontrolle

¢ = 12 mg/ml S-Hya-15 (12,7 % Toxizitit) ¢ =12 mg/ml S-Hya-15 (-2,9 % Toxizitdt)
1 Stunde Exposition 24 Stunden Exposition

¢ =32 mg/ml S-Hya-15 (58,7 % Toxizitét) ¢ =32 mg/ml S-Hya-15 (89,6 % Toxizitit)
1 Stunde Exposition 24 Stunden Exposition

Abb. 23: U937-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition mit sulfatierter
Hyaluronséaure (S-Hya-15)
(280-fache VergroRerung)
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4.1.4 Zellproliferation

Als hochste zu untersuchende Substanzkonzentration wird eine Konzentration ge-
wihlt, die im XTT-Tetrazoliumreduktionstest nicht oder nur gering toxisch ist. Es
wird eine Konzentrationsreihe ausgehend von 12,8 mg/ml S-Hya-15 in 7 Stufen bis
100 pg/ml hergestellt und untersucht.

Um zu erkennen, dass sich die Zellen der Zellkontrolle im Laufe von 96 Stunden in
threr Anzahl vergrofern, sind in den Abbildungen 24 und 25 die Zellzahl bzw. die
Absorption in Abhdngigkeit von der Zeit dargestellt.
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Abb. 24: Proliferation von U937-Zellen unter dem Einfluss von sulfatierter Hyaluron-
saure (S-Hya-15) — Zellzahlbestimmung — (X #SE; n = 3)
*H*signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Abb. 25: Proliferation von U937-Zellen unter dem Einfluss von sulfatierter Hyaluron-
sdure (S-Hya-15) — XTT-Tetrazoliumreduktionstest — (X #SE; n = 3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Fiir die Darstellung der prozentualen Zellzahl vom Leerwert sowohl nach Auszéh-
lung als auch im XTT-Tetrazoliumreduktionstest werden die Abbildungen 26 und 27
herangezogen. Die Zellzahl sinkt unter dem Einfluss der hochsten Konzentration
S-Hya-15 (12,8 mg/ml) bis zum 5. Tag auf Null. Bis 1,6 mg/ml sind noch ca. 70 %
der Zellen im Vergleich zur Zellkontrolle vorhanden (Abb. 26 und 27). Bei den nied-
rigen Konzentrationen (bis 1,6 mg/ml) steigt die Zellzahl innerhalb von 48 Stunden
an, nach 72 Stunden kommt es dann zu einer Verringerung derselben. Im Gegensatz
dazu wird das Wachstum der Zellen ab einer Konzentration von 3,2 mg/ml S-Hya-15
schon nach 24 Stunden negativ beeinflusst, die Zellzahl liegt immer unterhalb des
entsprechenden Ausgangswertes.
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1204 - —=—0,8 mg/ml

Zellzahl (%)

Zeit ()

Abb. 26: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Proliferation von
U937-Zellen; Zellzahl in Prozent der Kontrolle im Konzentrationsbereich
0,1-0,8mg/ml (X #SE, n=23)
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Abb. 27: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Proliferation
von U937-Zellen; Zellzahl in Prozent der Kontrolle im Konzentrations-
bereich 1,6 - 12,8 mg/ml (X #SE, n = 3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Die Stoffwechselaktivitit im XTT-Tetrazoliumreduktionstest nimmt bis zur Kon-
zentration von 6,4 mg/ml erst nach 72 Stunden ab und liegt nach 96 Stunden nur
noch zwischen 40 % und 60 % im Vergleich zur Zellkontrolle. Nur bei 12,8 mg/ml
sinkt sie schon nach 24 Stunden und endet nach 96 Stunden mit 4 % (Abb. 28 und
29).

—=—0,1 mg/ml
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Abb. 28: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Proliferation
von U937-Zellen; Optische Dichte in Prozent der Kontrolle im
Konzentrationsbereich 0,1 - 0,8 mg/ml (X #SE, n = 3)

—=— 1,6 mg/ml
—— 3,2 mg/ml
140 +— —=— 6,4 mg/ml
120 Lo —=— 12,8 mg/ml
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0 24 48 72 9%
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Abb. 29: Einfluss von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) auf die Proliferation
von U937-Zellen; Optische Dichte in Prozent der Kontrolle im

Konzentrationsbereich 1,6 - 12,8 mg/ml (X #SE, n = 3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Da sowohl die Stoffwechselaktivitit (XTT-Tetrazoliumreduktionstest) als auch die
Zellzahl nach 5 Tagen geringer sind als der entsprechende Ausgangswert, handelt es
sich bei den Konzentrationen 6,4 mg/ml bis 12,8 mg/ml um eine toxische bzw. an-

tiproliferierende Wirkung der S-Hya-15 (Abb. 30).
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Abb. 30: Beeinflussung der Zellproliferation von U937-Zellen durch sulfatierte

Hyaluronsaure (S-Hya-15) nach 96 Stunden Einwirkung (X #SE, n = 3)
**signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.1.5 [’H]Arachidonsiure-Freisetzungstest

Der untersuchte Konzentrationsbereich erstreckt sich von 8,0 bis 22,0 mg/ml sulfa-
tierte Hyaluronsdure (S-Hya-15). Auch hier ist die Loslichkeitsgrenze im physiologi-
schen Puffer die begrenzende GroBe. Natriumdodecylsulfat (SDS) fiihrt in einer
Konzentration von 0,32 mg/ml zu einer 100%igen [3H]AA-Freisetzung.

Die Membrantoxizitdt von S-Hya-15 ist weder von der Temperatur noch von der Ex-
position abhéngig (Abb. 31). Im Membrantoxizitits-Konzentrations-Diagramm ist
erkennbar, dass nach 1 Stunde bei einer Temperatur von 37 °C und einer Konzentra-
tion von 8 mg/ml die Membrantoxizitit 1,1 £ 0,3 % und nach 24 Stunden
-2,4 £ 1,1 % [*H]AA-Freisetzung im Vergleich zur AA-Freisetzung von Natriumdo-
decylsulfat (SDS) betrégt.
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(*H)AA-Freisetzung (%)

8 10 12 14 16 18 20 22
Konzentration S-Hya-15 (mg/ml)

Abb. 31: Membrantoxizitat von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15) an U937-
Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition bei 37 °C sowie 1 Stunde
bei 4 °C (X #SE, n=23)

*#% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Die Konzentration, bei der 5 % [*H]Arachidonséure aus den U937-Zellen freigesetzt

werden, wird bei keiner Einwirkungszeit erreicht. Der RCs-Wert liegt somit Gber
22,0 mg/ml.
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4.2 Carboxymethylierte hochsulfatierte Hyaluronsauren — CMS-1

4.2.1 Global- und Gruppentests zur Gerinnungsanalytik

4.2.1.1 Thrombelastographie

Es wird zunichst der Leerwert bestimmt. Die Reaktionszeit betrdgt 4,7 + 0,3 min.
Nach Zusatz von CMS-1 in einer Konzentration von 4,5 pg/ml liegt sie im Bereich
des Leerwerts, ndmlich bei 4,5 £ 0,5 min. Bei einer Konzentration von 35,7 ug/ml
setzt die Gerinnung erst nach 48,0 + 10,0 min ein, bei 71,4 pg/ml bleibt sie innerhalb
einer Stunde aus. Diese Zeiten ergeben sich aus der Reaktionszeit plus Einfiillzeit.
Die Gerinnselbildungszeit veridndert sich kaum, beim LW betrigt sie 2,3 + 0,3 min
und bei 17,9 pg/ml 3,3 + 1,2 min (Abb. 32). CMS-1 fiihrt im Konzentrationsbereich

von 0 bis 17,9 ng/ml zu keiner wesentlichen Verdanderung der maximalen Amplitude
ma (Abb. 32).

Humancitratplasma
(Kontrolle)

c= 4,5 ng/ml

c= 8,9 ug/ml

¢c=17,9 ng/ml

¢ =35,7 ng/ml

c=71,4 pg/ml

Abb. 32: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsdure (CMS-1)
auf das Thrombelastogramm in Humancitratplasma nach Rekalzifikation
(n=3)
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4.2.1.2 Thrombinzeit

a) mit Plasma

Ahnlich wie bei der Gruppe der sulfatierten Hyaluronséure wird die Thrombinzeit bis
zur Konzentration von 0,78 pg/ml allméhlich und danach sprunghaft verldngert
(Abb. 33). Bei 1,56 pg/ml wird die Thrombinzeit bereits um das 5,9-fache verlén-
gert. Die Konzentration, bei der es zur Verdopplung der Gerinnungszeit kommt, be-

tragt 0,67 £ 0,03 pug/ml.
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Abb. 33: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-1)

auf die Thrombin-Humancitratplasma-Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

b) mit Fibrinogen

Nach der in Abbildung 34 gezeigten Konzentrations-Zeit-Kurve wird die Thrombin-
zeit mit zunehmender Konzentration immer mehr verldngert. Bei 1,56 pg/ml erreicht
die Kurve ein Maximum, um dann in einer leichten Kurve bis 25 pg/ml zu sinken.
Ab 100 pg/ml kommt es zu einem erneuten, diesmal steilen, Anstieg, der bei
1600 pg/ml CMS-1 mit einer liber 27,7-fachen Verldngerung der Thrombinzeit en-
det. Das bedeutet, dass das Fibrinogen bei dieser Konzentration nicht mehr gerinnt.

Eine Verdopplung der Thrombinzeit ist bei 0,46 + 0,08 pg/ml CMS-1 erreicht.
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Verlangerung der Thrombinzeit
(Vielfaches vom LW)
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Konzentration CMS-1 (ug/ml)

Abb. 34: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-1)
auf die Thrombin-Fibrinogen-Interaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.2.1.3 Prothrombinzeit

Der Kurvenverlauf in Abbildung 35 zeigt bei einer Konzentration von 22,7 pg/ml
CMS-1 einen sprunghaften Anstieg der Prothrombinzeit um das 2,8-fache vom
Leerwert. Eine Verdopplung der Prothrombinzeit (Leerwert 24,9 + 1,7 sec) wird
durch 13,8 = 2,6 pg/ml bewirkt.

* >24.4
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1 10 100
Konzentration CMS-1 (ug/ml)

Abb. 35: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-1)

auf die Prothrombinzeit in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,5
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4.2.1.4 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Abbildung 36 zeigt eine Kurve, die sich aus der Verldngerung der aktivierten partiel-
len Thromboplastinzeit (aPTT) und der Konzentration ergibt. Bis 1,42 pg/ml wird
die aPTT nur in geringfiigigem MaB3 erhoht, ab 2,84 png/ml kommt es zu einer stérke-
ren Erhohung (um das 2,4-fache vom LW). Der Kurvenverlauf endet bei einer Kon-
zentration von 11,4 pg/ml mit einer Verldngerung der aPTT um das 22-fache.

Eine Verdopplung der aPTT wird durch 2,2 + 0,6 pg/ml CMS-1 bei einem Leerwert
von 27,5 £ 1,8 sec bewirkt (Abb. 36).
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Verlangerung der aPTT
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0,01 0,1 1 10 100
Konzentration CMS-1 (ug/ml)

Abb. 36: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsdure (CMS-1)
auf die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) in Humancitrat-
plasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.2.2 Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung

In Abbildung 37 werden die Thrombinzeiten (TZ) von Protaminsulfat (PS) nach Zu-
satz von 1,6 pug/ml CMS-1 dargestellt. Es wird eine Konzentrationsreihe von 0,02 bis
4,0 pg/ml PS getestet. Durch die linke Saule ist die TZ vom Leerwert (Plasma, Puf-
fer, Thrombin) dargestellt, die bei diesem Versuch 19,3 + 0,1 sec betrdgt. Die griine
Séule zeigt die Thrombinzeit von 1,6 pg/ml CMS-1 ohne Protaminsulfat. Werden
dieser Konzentration 0,02 pg/ml PS zugesetzt betrdgt die TZ 200,4 £ 28,5 sec, die
mit zunehmender PS-Konzentration abnimmt. Bei der errechneten Konzentration von
3,5+ 0,1 pg/ml PS erreicht die TZ wieder den Leerwert.

Im Ergebnis wird die carboxymethylierte sulfatierte Hyaluronséure im Verhaltnis

1: 2,2 von Protaminsulfat antagonisiert.
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Abb. 37: Neutralisation der Wirkung von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluron-
saure (CMS-1; 1,6 pug/ml) durch Protaminsulfat in Humancitratplasma
(X #SE; n=23)
*signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.2.3 Cytotoxizitat

Die etwas niedrigere Viskositit der carboxymethylierten sulfatierten Hyaluronsiure
CMS-1 (in Losung) im Vergleich zur uncarboxylierten sulfatierten Hyaluronsiure
S-Hya erlaubt die Untersuchung eines hoheren Konzentrationsbereiches. Ausgehend
von 50 mg/ml wird eine Konzentrationsreihe bis 15 mg/ml CMS-1 hergestellt.

Nach einstiindiger Einwirkung von CMS-1 zeigt sich in der Konzentrations-Zeit-
Darstellung einen anndhernd parallelen Verlauf der Datenreihe zur x-Achse. Die
hochst gemessene Cytotoxizitit betrdagt 14,2 £ 0,9 % (Abb. 38). Die CCs liegt Uber
50 mg/ml CMS-1.

Nach 24-stindiger Exposition steigt die Kurve von der niedrigen zur hohen
Konzentration steil an und endet bei 50 mg/ml CMS-1 mit 87,6 + 2,3 %. Der
ermittelte CCso-Wert betragt 28,2 (23,4-34,1) mg/ml CMS-1.

51



100 +------------- o —e— 1 Stunde

—=— 24 Stunden

Cytotoxizitat (%)

100

Konzentration CMS-1 (mg/ml)

Abb. 38: Cytotoxizitat von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure
(CMS-1) an U937-Zellen im XTT-Tetrazoliumreduktionstest nach
1- und 24-stlindiger Exposition (X #SE; n = 3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Onptische Beurteilung der Zellen

Die Zellen haben nach einer Stunde Inkubationszeit mit 35 bzw. 50 mg/ml CMS-1
die gleiche Form und GréB3e wie die der Zellkontrolle (Abb. 39).

Nach 24 Stunden erscheinen die Zellen abgeflacht mit rauer Oberflache (35 mg/ml).
In Gegenwart von 50 mg/ml CMS-1 sind nur noch kleine Zellfragmente ohne er-
kennbare intakte Zelloberfliche vorhanden. Das stimmt gut mit der ermittelten Cyto-

toxizitit im XTT-Tetrazoliumreduktionstest iiberein. Sie betrdgt 87,1 %.
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¢ =35 mg/ml CMS-1 (7,7 % Toxizitét) ¢ =35 mg/ml CMS-1 (42,1 % Toxizitit)
1 Stunde Exposition 24 Stunden Exposition

¢ =50 mg/ml CMS-1 (9,9 % Toxizitit) ¢ =50 mg/ml CMS-1 (87,1 % Toxizitét)
1 Stunde Exposition 24 Stunden Exposition

Abb. 39: U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit carboxymethylierter
sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-1)
(280-fache VergroRerung)
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4.2.4 Zellproliferation

Fiir die Substanz CMS-1 wird der gleiche Konzentrationsbereich (0,1 mg/ml bis

12,8 mg/ml) wie fiir die S-Hya-15 gewihlt. Abbildung 40 zeigt, dass die Anzahl der

Zellen in der Zellkontrolle im Verlauf von 96 Stunden zunimmt. Analog verhilt sich

auch die optische Dichte (Abb. 41).
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Abb. 40: Proliferation von U937-Zellen unter dem Einfluss von carboxymethylierter

Optische Dichte (mOD)

sulfatierter Hyaluronséaure (CMS-1) — Zellzahlbestimmung —
(X #SE; n=3)
*x signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Abb. 41: Proliferation von U937-Zellen unter dem Einfluss von carboxymethylierter

sulfatierter Hyaluronséure (CMS-1) — XTT-Tetrazoliumreduktionstest —
(X #SE; n=23)
*** signifikant gegeniliber Leerwert, p < 0,05
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In den Konzentrationen 0,1 bis 0,4 mg/ml verhélt sich CMS-1 den U937-Zellen
gegeniiber relativ indifferent (Abb. 42). Bei 0,8 mg/ml und 1,6 mg/ml wird die Zell-
zahl nach 24 Stunden zunéchst erhoht, um dann auf Werte zwischen 60 % und 40 %

nach 96 Stunden zu sinken.

—a—0,1 mg/ml
140 ——0,2 mg/ml
—=—0,4 mg/ml
—=—0,8 mg/ml
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Abb. 42: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-1)
auf die Proliferation von U937-Zellen; Zellzahl in Prozent der Kontrolle
im Konzentrationsbereich 0,1 - 0,8 mg/ml (X #SE, n = 3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Die nachfolgenden héheren Konzentrationen 3,2 mg/ml bis 12,8 mg/ml besitzen so-
fort eine antiproliferierende Wirkung, denn die Zellzahl sinkt schon nach 24 Stunden
unterhalb des entsprechenden Ausgangswertes, nach 96 Stunden liegt sie unter 20 %
(Abb.43).

—=— 1,6 mg/ml

—— 3,2mg/ml

140 oo —=— 6,4 mg/ml
120 oo —=— 12,8 mg/ml
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Zeit (h)

Abb. 43: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-1)
auf die Proliferation von U937-Zellen; Zellzahl in Prozent der Kontrolle
im Konzentrationsbereich 1,6 - 12,8 mg/ml (X #SE; n = 3)
*#%* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Im Gegensatz zur Zellzahl bleibt die Stoffwechselaktivitdt bis zur Konzentration
1,6 mg/ml im Vergleich zum Ausgangswert unverdndert (Abb. 44). In den hoheren
Konzentrationen wird sie schon nach 24-stiindiger Inkubation mit CMS-1 verringert

und betrdgt nach 96 Stunden nur noch 4 % bei 12,8 mg/ml (Abb. 45, Abb. 46).

—=—0,1 mg/ml
—4—0,2 mg/mi
120 oo ____. —=—0,4 mg/mi
—=—0,8 mg/mi
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0 24 48 72 96
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Abb. 44: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsdure (CMS-1)
auf die Proliferation von U937-Zellen; Optische Dichte in Prozent
der Kontrolle im Konzentrationsbereich 0,1 - 0,8 mg/ml (X #SE, n=3)

fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff —a— 1,6 mg/mi
—a— 3,2mg/ml
—a— 6,4 mg/mi
—u— 12,8 mg/mi

Optische Dichte (%)

Zeit (h)

Abb. 45: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsure (CMS-1)
auf die Proliferation von U937-Zellen; Optische Dichte in Prozent

der Kontrolle im Konzentrationsbereich 1,6 - 12,8 mg/ml (X #SE; n = 3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Abb. 46: Beeinflussung der Zellproliferation von U937-Zellen durch carboxymethy-
lierte sulfatierte Hyaluronsdure (CMS-1) nach 96-stiindiger Exposition
(X #SE,n=3)
* signifikant gegentiber Leerwert, p < 0,05

425 H]Arachidonsédure-Freisetzungstest

Der untersuchte Konzentrationsbereich erstreckt sich von 0,2 bis 30,0 mg/ml CMS-1.
In diesem Bereich zeigt der Saulenverlauf nach 1 h 4 °C einen ganz leichten Anstieg
von 0,3 + 0,4 % (0,2 mg/ml) auf 1,8 £ 0,5 % (30,0 mg/ml) Arachidonsiure-
Freisetzung im Vergleich zu SDS (100 %). Etwas anders verhilt es sich nach 1-stiin-
diger Exposition bei 37 °C. Bei Temperaturerhdhung werden hohere Toxizitdtswerte
erreicht. Die am stdrksten toxische Konzentration liegt bei 15 mg/ml und hat im
Vergleich zu SDS eine Membrantoxizitit von 5,2 £ 1,2 % (Abb. 47). Eine Zeitaus-
dehnung auf 24 Stunden hat keinen Einfluss auf die Membrantoxizitdt, der hochste

Wert ist 2,2+ 1,4 % (bei 30 mg/ml CMS-1).

57



(CH)AA-Freisetzung (%)
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Abb. 47: Membrantoxizitat von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure
(CMS-1) an U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition bei

37 °C sowie 1 Stunde bei 4 °C (X #SE, n = 3)
% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Die Konzentration, bei der 5 % [*H]Arachidonséure aus den U937-Zellen freigesetzt
werden, betrdgt nach 1 Stunde bei 4 °C Uber 30,0 mg/ml, bei 37 °C 8,9 (7,7 — 10,3
mg/ml) und nach 24 Stunden bei 37 °C tber 30,0 mg/ml.
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4.3 Carboxymethylierte niedersulfatierte Hyaluronsduren — CMS-2

4.3.1 Global- und Gruppentests zur Gerinnungsanalytik

4.3.1.1 Thrombelastographie

Vom Beginn der Reaktion bis zum Eintritt der Gerinnung vergehen beim Leerwert
8,3 = 1,2 min. Bei der niedrigsten Konzentration von 8,9 pg/ml liegt diese Reakti-
onszeit unterhalb des Leerwerts, ndmlich bei 5,0 £ 0 min. Mit zunechmender Kon-
zentration steigt die Reaktionszeit an und betrigt bei 71,4 pg/ml 23,0 + 1,5 min.

Der Verlauf der Gerinnselbildungszeit k verhélt sich analog der Reaktionszeit r. Bis
zur Konzentration 8,9 pg/ml (2,0 £ 0,6 min) befindet sie sich unterhalb vom Leer-
wert (4,3 £ 0,9 min), steigt dann bis 71,4 pg/ml auf 7,0 £ 0,6 min an. Die maximale
Amplitude betrdgt beim Leerwert 50,0 £ 3,1 mm, nimmt mit zunehmender Konzen-

tration ab und zeigt bei 71,4 pg/ml einen Wert von 43,3 + 0,7 mm (Abb. 48).

Humancitratplasma
(Leerwert)

c= 8,9 ug/ml
c= 17,9 pg/ml
c= 35,7 ug/ml
c= 71,4 pg/ml

¢ =149,8 pg/ml

Abb. 48: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2)
auf das Thrombelastogramm in Humancitratplasma nach Rekalzifizierung



4.3.1.2 Thrombinzeit

a) mit Plasma

Abbildung 49 stellt die Thrombinzeit (TZ) in Abhéingigkeit von der Konzentration
CMS-2 dar. Die Kurve zeigt zunéchst einen leichten Anstieg bis zur Konzentration
von 1,6 pg/ml und steigt dann sprunghaft an. Bei 12,5 pg/ml wird die Thrombinzeit
um das mehr als 32,3-fache vom Leerwert verldngert. Die Konzentration, bei der es

zur Verdopplung der Gerinnungszeit kommt, betrdgt 2,5 + 0,2 pg/ml.
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(Vielfaches vom Leerwert)

Verlangerung der Thrombinzeit

0,01 100

Konzentration CMS-2 (ug/ml)

Abb. 49: Verléngerung der Thrombinzeiten in Humancitratplasma durch carboxy-
methylierte sulfatierte Hyaluronsaure (CMS-2) (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

b) mit Fibrinogen

Zwischen 0,05 und 1600 pg/ml verindert sich die Thrombinzeit kaum, sie wird vom
1,03-fachen auf das 2,17-fache vom Leerwert verldngert. Bei einer Konzentration
von 3200 pg/ml CMS-2 kommt es zu einem sprunghaften Anstieg, die Verlangerung
betrdgt 12,6-fach (Abb. 50). Eine Verdopplung der Thrombinzeit wird bei einer
Konzentrationen von 1,44 + 0,20 pg/ml CMS-2 erreicht.
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Verlangerung der Thrombinzeit
(Vielfaches vom LW)

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Konzentration CMS-2 (ug/ml)

Abb. 50: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsdure (CMS-2)
auf die Thrombin-Fibrinogen-Interaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.3.1.3 Prothrombinzeit

Die Prothrombinzeit wird bei CMS-2 erst ab einer Konzentration von 45,5 pg/ml

deutlich verldngert (um das 2,3-fache vom LW). Der Kurvenverlauf zeigt dann einen

steileren Anstieg und endet bei 181,8 pg/ml mit einer Verlangerung der Thrombin-

zeit um das iiber 21-fache (Abb. 51). Eine Verdopplung der Prothrombinzeit gegen-
tiber dem Leerwert (28,8 + 1,3 sec) wird durch 33,8 £ 2,0 pg/ml CMS-2 erreicht .

Verlangerung der Prothrombinzeit

(Vielfaches vom LW)

25

20

15

10

iK J

1 10 100 1000
Konzentration CMS-2 (ug/ml)

Abb. 51: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2)
auf die Prothrombinzeit in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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4.3.1.4 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Auch die aPTT steigt mit zunehmender CMS-2-Konzentration an (Abb. 52). Hier
zeigt sich ab der niedrigsten Konzentration von 0,36 pg/ml CMS-2 ein gleichmé-
Biger Anstieg der Kurve. Die Gerinnungszeit wird bei der hochsten Konzentration
(90,9 pg/ml) um das 20,9-fache vom Leerwert verldngert. Eine Verdopplung der
aPTT gegeniiber dem Leerwert (29,0 + 1,9 sec) wird durch 7,6 + 2,3 pg/ml bewirkt.

2B
20 -
15 -

10 4o T

Verlangerung der aPTT
(Vielfaches vom LW)

5 4

L 4
¢
® *

.
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0 } } F————+++ f } F————+++ f } F———+—+H
0,1 1 10 100
Konzentration CMS-2 (ug/ml)

Abb. 52: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2)
auf die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) in Humancitrat-
plasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.3.2 Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung

Bei diesem Versuch wird die gleiche Konzentrationsreihe Protaminsulfat (PS) ver-
wendet wie zur Untersuchung von CMS-1 (0,02 — 4,0 ug/ml PS). CMS-2 wird in der
Konzentration 6,3 pg/ml zu den zunehmenden Konzentrationen Protaminsulfat ge-
geben. Das Ergebnis ist in Abbildung 53 dargestellt. Die braune Sdule zeigt den
Leerwert (18,9 + 0,3 sec), der durch Zugabe von Pufferlosung bestimmt wird. Durch
Zusatz von 6,3 pg/ml CMS-2 wird die Thrombinzeit auf {iber 600 sec verldngert
(griine Sdule). Bei der geringsten Konzentration Protaminsulfat (0,02 pg/ml) liegt die
Thrombinzeit (TZ) bei 175,4 + 5,3 sec. Je hoher PS konzentriert ist, desto niedriger
wird die TZ, bis sie schlieBlich den Leerwert erreicht. An dieser Stelle kommt es zu
einer Aufthebung der antikoagulierenden Wirkung von CMS-2. 6,3 pug/ml CMS-2
werden von 3,4 + 0,5 ng/ml Protaminsulfat antagonisiert. Dies entspricht einem Ver-

héltnis von 1,85 : 1.
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Thrombinzeit (sec)

0 00202 04 06 08 1 16 2 34 4 8 12 16 20

Konzentration Protaminsulfat (ug/ml)

Abb. 53: Neutralisation der Wirkung von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluron-
saure (CMS-2; 6,3 pg/ml) durch Protaminsulfat in Humancitratplasma

(x

*

X +SE; n=3)
signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.3.3 Cytotoxizitit

Die Cytotoxizitit von CMS-2 wird wie die der CMS-1 im Konzentrationsbereich 10

bis 50 mg/ml iiberpriift. Die CCsp kann in diesem Bereich nach 1 Stunde nicht er-

rechnet werden, da der hochste Wert 32,8 + 3,6 % Cytotoxizitdt bei 50 mg/ml

CMS-2 betragt. Sie liegt demzufolge tiber 50 mg/ml.

Nach einer

Exposition von 24 Stunden liegen die Cytotoxizitdtswerte deutlich hoher.

Die rote Kurve in Abbildung 54 zeigt einen Anstieg von 47,6 £ 2,3 % bei einer Kon-

zentration von 10 mg/ml auf 94,3 £ 0,4 % bei 50 mg/ml CMS-2. Die CCsy betrigt

10,3 (9,7 -

100 -

90 +---
80 +---
70 4 - - - —=— 24 Stunden
60 -
50 +-- T

40 -
30 -
20 -
10 -

Cytotoxizitat (%)

11,0) mg/ml CMS-2.

—e— 1 Stunde

0

1 10 100

Konzentration CMS-2 (mg/ml)

Abb. 54: Cytotoxizitat von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure
(CMS-2) an U937-Zellen im XTT-Tetrazoliumreduktionstest
nach 1- und 24-stiindiger Exposition (X #SE; n = 3)
**signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Optische Beurteilung der Zellen

Aus den in Abbildung 55 dargestellten Fotos ist ersichtlich, dass sich die U937-
Zellen unter Einfluss von CMS-2 nach 24-stiindiger Exposition in ihrer Form und
Gestalt verdndern. Beide abgebildeten Konzentrationen bewirken eine starke
Schrumpfung der Zellen. Bei der hochsten untersuchten Substanzkonzentration

(50 mg/ml) sind die Zellen vollstidndig aufgelost.

¢ =30 mg/ml CMS-2 (18,0 % Toxizitit)
1 Stunde Exposition

@29 Biccs oy
Toxizitét)

¢ =50 mg/ml CMS-2 (32,8 %
1 Stunde Exposition

¢ =30 mg/ml CMS-2 (83,9 % Toxizitit)
24 Stunden Exposition

¢ =50 mg/ml CMS-2 (94,3 % Toxizitt)
24 Stunden Exposition

Abb. 55: U937-Zellen nach 1- und 24-stundiger Exposition mit carboxymethylierter
sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2) (280-fache VergroRerung)
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4.3.4 Zellproliferation

Fiir diesen Versuch wird der gleiche Konzentrationsbereich wie bei den beiden

vorangegangenen Substanzen untersucht.

Die Leerwerte der Zellzahl und der Absorption steigen innerhalb von 96 Stunden an

(Abb. 56 und 57).

Zellzahl/ml

Abb.

700000 &~ - - - - — e
600000 +------ —— Omgml --—---------- -
500000 L -~ 0tmgm o
—a— 0,8 mg/ml

400000 +------ 6amgiml —— o E
300000 +------ —*—128mg/ml ____________ &=
200000 4+---------- T =4
100000 -+

0 T T T T 1

0 24 48 72 96
Zeit (h)

56: Proliferation von U937-Zellen unter dem Einfluss von carboxymethylierter
sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2) — Zellzahlbestimmung —
(X #SE; n=23)

~

Absorption

***signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

14~+---—— Omgm - -~~~ ix
12 L. otmgmt
—&— 0,8 mg/ml -

T+ BAmgml — s ‘
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0,2 7
O T T T 1
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Zeit (h)

Abb. 57: Proliferation von U937-Zellen unter dem Einfluss von carboxymethylierter
sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2) — XTT-Tetrazoliumreduktionstest —
(X #SE; n=23)

*Ex signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

65



In den niedrigeren Konzentrationen bis 1,6 mg/ml CMS-2 hat die Testsubstanz nur

einen geringen Einfluss auf das Wachstum der U937-Zellen. Die Zellzahl liegt nach

96 Stunden und 1,6 mg/ml bei 82 + 13,5 % im Vergleich zur Zellkontrolle. Mit zu-

nehmender Konzentration sinkt die Zellzahl leicht und macht dann zwischen

6,4 mg/ml und 12,8 mg/ml einen groferen Sprung. Nach 96 Stunden betrédgt sie noch
71 £ 15,7 % bei 6,4 mg/ml und 37 £ 11,5 % bei 12,8 mg/ml im Vergleich zur Zell-

kontrolle

Zellzahl (%)

Abb. 58:

140
120
100

[e]
o

Zellzahl (%)

N B O
o O o o

Abb. 59:

(Abb. 58, 59 und 62).

. —=—0,1 mg/ml
) —4— 0,2 mg/ml

—a— 0,4 mg/ml

- —=—0,8 mg/ml

0 24 48 72 %
Zeit (h)

Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2)
auf die Proliferation von U937-Zellen; Zellzahl in Prozent der Kontrolle im
Konzentrationsbereich 0,1 - 0,8 mg/ml (X #SE; n=3)

—=— 1,6 mg/ml
—a— 32mgiml T
T —m B4Amgml T

—=— 12,8 mg/ml

o
N
N

48 72 9
Zeit (h)

Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2)

auf die Proliferation von U937-Zellen; Zellzahl in Prozent der Kontrolle im
Konzentrationsbereich 1,6 - 12,8 mg/ml (X = SE; n = 3)

** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Ein dhnliches Ergebnis stellt sich bei der Betrachtung der Absorption dar. Die Test-

substanz CMS-2 verhilt sich bis zur Konzentration 1,6 mg/ml relativ indifferent ge-

geniiber den U937-Zellen, regt deren Wachstum sogar ein wenig an (Abb. 60). Nach

72 Stunden steigt bei 0,2 mg/ml die Absorption im Vergleich zur Zellkontrolle auf

113 £ 26,8 % an. Selbst bei der hochsten Konzentration von 12,8 mg/ml sinkt die

Absorption nach 96 Stunden auf nur 68,0 + 18,5 % und verursacht somit keine toxi-

sche bzw. antiproliferierende Wirkung (Abb. 61 und 62).
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Optische Dichte (%)

—a—0,1 mg/ml
——02mgml_______________________
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Abb. 60: E

24 48 72 96
Zeit (h)

influss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsaure (CMS-2)

auf die Proliferation von U937-Zellen; Optische Dichte in Prozent der
Kontrolle im Konzentrationsbereich 0,1 - 0,8 mg/ml (X #SE; n=3)
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Abb. 61: Einfluss von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronsdure (CMS-2)

auf die Proliferation von U937-Zellen; Optische Dichte in Prozent der
Kontrolle im Konzentrationsbereich 1,6 - 12,8 mg/ml (X #SE; n = 3)
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Abb. 62: Beeinflussung der Zellproliferation von U937-Zellen durch carboxymethy-
lierte sulfatierte Hyaluronsaure (CMS-2) nach 96-stiindiger Exposition
(x £SE,n=3)
** signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.3.5 [*H]Arachidonséure-F reisetzungstest

Die [’H]AA-Freisetzung der U937-Zellen in Gegenwart von CMS-2 ist konzentrati-
ons- und temperaturabhéngig (Abb. 63).

Es wird bei allen drei Expositionszeiten ein Konzentrationsbereich von 0,2 mg/ml bis
30 mg/ml untersucht. Die Konzentrationsabhéngigkeit zeigt sich deutlich in den bei-
den Versuchsbedingungen 1h 37 °C und 24h 37 °C. Im Membrantoxizitits-
Konzentrations-Diagramm wird erkennbar, dass die Sdulen jeweils ein Maximum
zeigen. Dies liegt nach 1-stiindiger Einwirkungszeit bei 3,8 mg/ml mit einer Mem-
brantoxizitit von 7,4 £ 3,1 % und nach 24-stiindiger Exposition bei 0,9 mg/ml mit
einer Membrantoxizitit von 3,7 £ 1,4 % im Vergleich zu SDS. Danach nehmen die
Werte fiir die prozentuale ["H]AA-Freisetzung mit steigender Konzentration wieder
ab.

Die Temperaturabhidngigkeit zeigt sich an den wesentlich hoheren Freisetzungsraten

nach Temperaturerhohung von 4 °C auf 37 °C.
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@ 1h 37°C
W 24h37°C ~~~~

(CH)AA-Freisetzung (%)

0,2 0,5 0,9 1,9 3,8 7,5 15 30
Konzentration CMS-2 (mg/ml)

Abb. 63: Membrantoxizitat von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluronséaure
(CMS-2) an U937-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition bei 37 °C

sowie 1 Stunde bei 4 °C (X #SE, n = 3)
*4% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Die Konzentration, bei der 5 % [*H]Arachidonséure aus den U937-Zellen freigesetzt
werden, betrdgt nach 1Stunde bei 4 °C udber 30,0 mg/ml, bei 37 °C
0,82 (0,66 — 1,24 mg/ml) und nach 24 Stunden bei 37 °C tber 30,0 mg/ml.
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4.4 Torhuminsdure A1 (THS-A1)

4.4.1 Global- und Gruppentests zur Gerinnungsanalytik

4.4.1.1 Thrombelastographie

Zunichst wird mit dem Humancitratplasma ohne Substanzzusatz ein Thrombelasto-
gramm (Leerwert) aufgezeichnet. Die Reaktionszeit r betrdgt 8,0 £ 1,0 min. Nach
Zusatz der geringsten Konzentration an THS-A1 (143,0 ug/ml) verldngert sich diese
Zeit auf 10,7 £ 1,7 min. Mit zunehmender Substanzkonzentration gerinnt das Plasma
zu einem immer spdteren Zeitpunkt, bei 858,0 pg/ml THS-A1 bleibt die Gerinnung
aus (Abb. 64).

Auch die Geschwindigkeit, mit der sich ein Thrombus von bestimmten Festigkeitsei-
genschaften bildet, verlangsamt sich mit zunehmender Konzentration. Diese soge-
nannte Gerinnselbildungszeit Kk steigt von 3,7 + 0,3 min (Leerwert) auf 8,0 = 1,0 min
(572,0 pg/ml). Die maximale Amplitude ma verdndert sich im Konzentrationsbereich
0 bis 286,0 mg/ml nicht, sie betrdgt 57,8 + 2,3 mm. Ab 429,0 pg/ml ist ma nicht

mehr messbar.

Humancitratplasma
(Kontrolle)

¢ = 143,0 pg/ml

¢ =286,0 pg/ml

¢ =429.0 ng/ml

¢ =572,0 pg/ml

¢ = 858,0 pg/ml

Abb. 64: Einfluss von Torfhuminsaure Al (THS-A1) auf das
Thrombelastogramm in Humancitratplasma nach Rekalzifizierung
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4.4.1.2 Thrombinzeit

a) mit Plasma

In Abbildung 65 ist die Verldngerung der Gerinnungszeit in Abhéngigkeit von der
Konzentration an Torthuminsdure A1 (THS-A1) dargestellt. Mit zunehmender Kon-
zentration steigt die Kurve zunéchst allmdhlich an (bis 200 pg/ml) und zeigt dann ei-
nen steilen Anstieg. Bei 400 pg/ml THS-A1 wird die Thrombinzeit um das 6,7-fache
vom LW verldngert.

Eine Verdopplung der Thrombinzeit (Leerwert 20,1 + 0,4 sec) wird durch 121,9 +
12,1 pg/ml THS-A1 bewirkt.

w
()]
|

Verlangerung der Thrombinzeit
(Vielfaches vom LW)

1 10 100 1000
Konzentration THS-A1 (ug/ml)

Abb. 65: Einfluss von Torfhuminsdure A1 (THS-A1) auf die

Thrombin-Humancitratplasma-Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

b) mit Fibrinogen

Die Verldngerung der Thrombinzeit in Abhéngigkeit von der Konzentration an THS-
Al ist in Abbildung 66 dargestellt. Mit zunehmender Konzentration wird die Um-
wandlung vom Fibrinogen zu Fibrin stirker gehemmt, bei 6400 ng/ml THS-A1 wird
die Thrombinzeit um das tliber 35,9-fache verlidngert, das Fibrinogen gerinnt nicht
mehr. Bei 382,9 = 40,4 pg/ml THS-A1 kommt es zur Verdopplung der Thrombin-

zeit.
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Abb. 66: Einfluss von Torfhuminsaure A1(THS-A1) auf die Thrombin-Fibrinogen-
Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.4.1.3 Prothrombinzeit

Die Prothrombinzeit wird durch THS-A1 erst ab einer Konzentration von
2908,8 pg/ml verlangert (um das 3,0-fache vom LW). Der Kurvenverlauf zeigt dann
einen sehr steilen Anstieg und endet bei 5817,6 pg/ml mit einer Verlingerung um
das tiber 14,1-fache (Abb. 67). Eine Verdopplung der Prothrombinzeit gegeniiber
dem Leerwert (42,9 + 2,8 sec) wird durch 2536,7 + 348,4 pg/ml THS-A1 erreicht.

LW)
S

(Vielfaches vom
o

0 t -+ t —t—++++1 t ——+—++++4 t ———++H
1 10 100 1000 10000
Konzentration THS-A1 (ug/ml)

Verlangerung der Prothrombinzeit

Abb. 67: Einfluss von Torfhuminsaure A1(THS-A1) auf die Prothrombinzeit in
Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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4.4.1.4 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Abbildung 68 zeigt eine Kurve, die sich aus der Verldngerung der aPTT und der
Konzentration an THS-A1 ergibt. Die Gerinnungszeit wird erst in sehr hohen Kon-
zentrationen verlangert (ab 45,5 pg/ml um das 1,7-fache vom LW). Der Kurvenver-
lauf endet bei einer Konzentration von 727,2 pg/ml mit einer Verldngerung der aPTT
um das 19,9-fache. Eine Verdopplung der aPTT wird durch 74,1 + 18,1 pg/ml
THS-A1 bewirkt (Leerwert 30,5 + 2,4 sec).

25 -
20 b
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Verlangerung der aPTT
(Vielfaches vom LW)

0 - -+ ]
1 10 100 1000
Konzentration THS-A1 (ug/ml)

Abb. 68: Einfluss von Torfhuminsaure A1(THS-A1) auf die aktivierte partielle

Thromboplastinzeit (aPTT) in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.4.2 Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung

Auch fiir die Substanz Torfhuminséure Al (THS-A1) wird Protaminsulfat (PS) in
den Konzentrationen 0,02 bis 20,0 pg/ml verwendet. THS-A1 wird in der Konzen-
tration 200 pg/ml zu den ansteigenden Konzentrationen von Protaminsulfat gegeben.
In Abbildung 69 ist erkennbar, dass sich die Thrombinzeit mit zunehmender Konzen-
tration an PS nicht verdndert, der Leerwert (braune Saule; 14,9 £ 0,4 sec) wird nicht
wieder erreicht. Das bedeutet, dass die antikoagulierende Wirkung von THS-A1
nicht vollstandig von Protaminsulfat antagonisiert wird. Es findet nur eine partielle

Reduktion der Wirkung statt (75,7 % nach Zusatz von 20 pg/ml PS).
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Abb. 69: Einfluss von Protaminsulfat auf die von Torfhuminsaure A1 (THS-AL;

200,0 pg/ml) ausgeldste Gerinnungsverzégerung (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

443 [3H]Arachidonséiure-Freisetzungstest

Die ["H]AA-Freisetzung der U937-Zellen in Gegenwart von THS-A1 ist konzentra-
tionsabhingig (Abb. 70).

Abbildung 70 zeigt den Verlauf der prozentualen Arachidonsédurefreisetzung in Ab-
héngigkeit von der Konzentration an THS-A1 bei drei verschiedenen Einwirkungs-
zeiten (1h 4 °C, 1h 37 °C, 24h 37 °C). Mit zunehmender Konzentration THS-A1
(0,05 bis 3,1 mg/ml) nimmt auch die [’HJAA-Freisetzung der U937-Zellen allmih-
lich zu. Die grofiten Membrantoxizitditswerte werden nach einstiindiger Exposition
bei 4 °C und 37 °C bei einer Konzentration von 2,3 £ 0,02 mg/ml THS-A1 erreicht
(7,1£1,0% bei 1h 4 °C; 7,9+ 1,8 % bei 1h 37 °C). Nach 24-stiindiger Exposition
ist die maximale Freisetzung (6,3 = 1,8 %) bei einer Konzentration von

3,1 mg/ml erreicht.
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R — m1h4°C
10 - m 1h 37°C .
m 24h 37°C

(CH)AA-Freisetzung (%)

0,05 0,10 0,20 0,39 0,78 1,56 2,34 3,12
Konzentration THS-A1 (mg/ml)

Abb. 70: Membrantoxizitat von Torfhuminsaure A1 (THS-A1) an U937-Zellen nach
1- und 24-stiindiger Exposition bei 37 °C sowie 1 Stunde bei 4 °C
(X #SE,n=3)

*#% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Die Konzentration, bei der 5 % [*H]Arachidonséure aus den U937-Zellen freigesetzt
werden, betrdgt nach 1Stunde bei 4 °C 0,92 (0,87 — 0,97 mg/ml), bei 37 °C 1,06
(0,94 — 1,19 mg/ml) und nach 24 Stunden bei 37 °C 1,49 (1,25 — 1,76) mg/ml.

75



4.5 Torthuminsdure A2 (THS-A2)

4.5.1 Global- und Gruppentests zur Gerinnungsanalytik

4.5.1.1 Thrombelastographie

Die Reaktionszeit r und die Gerinnselbildungszeit k liegen bei der niedrigsten Kon-
zentration Torthuminsdure A2 (143,0 pg/ml) unterhalb des Leerwertes (r: 10,0 £
0,06 min; k: 4,3 £ 0,3 min). Der Wert fiir r betrdgt 8,0 £ 0,06 min und der flir k 2,7 +
0,3 min. Mit zunehmender Konzentration tritt die Gerinnung zu einem immer spéte-
ren Zeitpunkt ein. Bei 1142,7 pg/ml bleibt sie nach 1-stiindiger Laufzeit des TEGs
ganz aus (Abb. 71). Auch die Gerinnselbildungszeit verliangert sich. Der letzte mess-
bare Wert betriagt 17,0 £ 2,5 min bei einer Konzentration von 858,0 pg/ml THS-A2.
Die maximale Amplitude ist nur bei den ersten drei Werten (einschlieBlich Leerwert)

messbar und betriagt 54,2 £ 1,1 mm.

Humancitratplasma
(Leerwert)

c= 143,0 pg/ml

c= 286,0 ug/ml

c= 572.0 ug/ml

c= 858.0 ug/ml —_—

-

c=1142,7 pg/ml

Abb. 71: Einfluss von Torfhuminsdure A2 (THS-A2) auf das Thrombelastogramm
in Humancitratplasma nach Rekalzifizierung
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4.5.1.2 Thrombinzeit

a) mit Plasma

Die Gerinnungszeit wird mit zunehmender Konzentration an THS-A2 verlingert.
Der Kurvenverlauf in Abbildung 72 zeigt zundchst einen allmdhlichen Anstieg und
ab 400 pg/ml erfolgt eine sprunghafte Zunahme, die bei 1600 pg/ml THS-A2 mit ei-
ner Verldngerung der Gerinnungszeit um das 29,0-fache endet.

Eine Verdopplung der Thrombinzeit (Leerwert 20,7 + 0,6 sec) wird durch 410,3 + 6,6
pg/ml THS-A2 bewirkt.
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Abb. 72: Einfluss von Torfhuminsdure A2 (THS-A2) auf die Thrombin-Humancitrat-
plasma-Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

b) mit Fibrinogen

In Abbildung 73 ist die Gerinnungszeit in Abhéngigkeit von der Konzentration an
THS-A2 dargestellt. Nach Zusatz von 10 NIH-E/ml Thrombin zur steigendenden
Konzentration THS-A2 wird die Umwandlung von Fibrinogen zum Fibrin stirker
gehemmt. Bei der hochsten untersuchten Konzentration von 6400 pg/ml THS-A2 er-
folgt eine Verldngerung der Thrombinzeit in Fibrinogen um das 36,6-fache vom
Leerwert (16,4 + 0,5 sec). Eine Verdopplung der Gerinnungszeit (Leerwert 16,4 +
0,5 sec) wird durch 356,3 + 87,4 pg/ml THS-A2 erreicht.
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Verlangerung der Thrombinzeit
(Vielfaches vom LW)

1 10 100 1000 10000
Konzentration THS-A2 (ug/ml)

Abb. 73: Einfluss von Torfhuminsaure A2 (THS-A2) auf die Thrombin-Fibrinogen-
Reaktion (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.5.1.3 Prothrombinzeit

Ahnlich wie bei der THS-A1 wird die Prothrombinzeit (PT) erst bei sehr hohen Kon-
zentrationen von THS-A2 sichtbar verldngert. Bei 999,9 pg/ml erfolgt eine Verlénge-
rung um das 3,0-fache vom Leerwert (15,8 £ 0,5 sec), bei der nidchst hoheren Kon-
zentration (1090,8 pg/ml) kommt es bereits zur Ungerinnbarkeit. Die Prothrombin-
zeit wird um das lber 38,1-fache verldngert (Abb. 74). Eine Verdopplung der
Prothrombinzeit wird durch 727,9 £ 24,4 pg/ml erreicht.

5 1 * *L
0 f —t——++H - -+t -

1 10 100 1000 10000
Konzentration THS-A2 (ug/ml)

Verlangerung der Prothrombinzeit
(Vielfaches vom LW)
N
o

Abb. 74: Einfluss von Torfhuminsdure A2 (THS-A2) auf die Prothrombinzeit in
Humancitratplasma (X #SE; n=3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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4.5.1.4 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Die Verlidngerung der aPTT steigt mit zunehmender THS-A2-Konzentration (Abb.
75). Die Kurve folgt einem exponentiellen Verlauf und endet bei einer Konzentration
von 14544 pg/ml mit einer Vervielfachung des Leerwerts (34,0 £ 0,7 pg/ml) um
den Faktor 17,7. Eine Verdopplung der aPTT gegeniiber dem Leerwert wird durch
147,3 £ 10,3 pg/ml bewirkt.

20 -
18 4

L ——————
L T . ii-L.
12 -

Verlangerung der aPTT
(Vielfaches vom LW)
S

1 10 100 1000 10000
Konzentration THS-A2 (ug/ml)

Abb. 75: Einfluss von Torfhuminsdure A2 (THS-A2) auf die aktivierte partielle

Thromboplastinzeit (aPTT) in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

4.5.2 Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung

Protaminsulfat in den Konzentrationen 0,02 bis 4,0 pug/ml ist ebenfalls die Substanz,
mit der die antikoagulierende Wirkung der Torfhuminsdure A2 (THS-A2) aufgeho-
ben werden soll. THS-A2 wird in der Konzentration 600 pg/ml vorgelegt (griine
Séule in Abb. 76). Durch Zusatz einer ansteigenden Konzentrationsreihe Protamin-
sulfat (PS) werden die Thrombinzeiten stetig verkiirzt. Durch die linke, braune Siule
in Abbildung 76 ist die Thrombinzeit vom Leerwert dargestellt (13,7 £+ 0,3 sec). Die-
ser Wert miisste bei einer kompletten Neutralisation der Wirkung von THS-2 wieder
erreicht werden, was selbst bei der hochsten Konzentration Protaminsulfat
(20 pg/ml) nicht eintritt.

Das heif3t, dass sich die antikoagulierende Wirkung von THS-A2 nicht vollstandig
neutralisieren ldsst. Die Thrombinzeit wird um 96,4 % bei einer Konzentration von

20 pg/ml Protaminsulfat verkiirzt.
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Abb. 76: Einfluss von Protaminsulfat auf die von Torfhuminsaure A2 (THS-A2)

ausgeldste Gerinnungsverzogerung (X #SE; n = 3)
* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

453 H]Arachidonsédure-Freisetzungstest

Die ["H]AA-Freisetzung der U937-Zellen in Gegenwart von THS-A2 ist konzentra-
tionsabhdngig. Es wird bei allen drei Expositionszeiten ein Konzentrationsbereich
von 0,04 £ 0 bis 2,20 = 0,10 mg/ml untersucht.

Im Membrantoxizitits-Konzentrations-Diagramm ist erkennbar, dass die Membran-
toxizitdt erst in den letzten Konzentrationsschritten zwischen 1,1 wund
2,2 mg/ml ansteigt und ihren groBiten Wert bei 7,4 % (1 h 37 °C) und 7,2 % (1 h
4 °C) [’H]AA-Freisetzung im Vergleich zu der AA-Freisetzung von Natriumdode-
cylsufat (SDS) erreicht (Abb. 77).

Bei einer Expositionszeit von 24 Stunden ist der Anstieg der Sdulen in den niedrigen
Konzentrationen zunichst negativ und steigt dann in den hoheren Konzentrationen in
den gleichen Membrantoxizititsbereich wie die beiden anderen Versuchsanordnun-
gen. Die hochste toxische Konzentration liegt bei 2,2 mg/ml mit einer Membrantoxi-

zitdt von 10,2 % im Vergleich zu SDS.
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mih4°C
m1h 37 °C
m 24h 37 °C

(CH)AA-Freisetzung (%)

0,04 0,07 0,15 0,28 0,55 1,11 1,98 2,20
Konzentration THS-A2 (mg/ml)

Abb. 77: Membrantoxizitat von Torfhuminsaure A2 (THS-A2) an U937-Zellen nach
1- und 24-stlindiger Exposition bei 37 °C sowie 1 Stunde bei 4 °C

(X #SE,n=23)
*4* signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Die Konzentration, bei der 5 % [*H]Arachidonséure aus den U937-Zellen freigesetzt
werden, betrdgt nach 1 Stunde bei 4 °C 1,47 (1,05 — 2,04 mg/ml), bei 37 °C
2,06 (1,95 — 2,18 mg/ml) und nach 24 Stunden bei 37 °C 2,03 (1,74 — 2,32) mg/ml.
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5 Diskussion

Einfluss der Testsubstanzen auf das Gerinnungssystem

Auf eine antikoagulierende Wirkung werden sulfatierte Hyaluronsduren, carboxyme-
thylierte sulfatierte Hyaluronsduren und die natiirlichen Huminsduren aus dem Alttei-
cher Moor in vitro im Globaltest (thrombelastographische Untersuchung) und in den
Gruppentests Thrombinzeitbestimmung (TZ), aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT) und Prothrombinzeit (PT) untersucht. Anhand Tabelle 7 soll der Einfluss der

Testsubstanzen auf das Gerinnungssystem diskutiert werden.

Tabelle 7: Konzentrationen (pug/ml) der untersuchten Substanzen, die eine Ver-
dopplung der Gerinnungszeiten in den Gruppentests Thrombinzeit
(TZ)-, aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)- und Prothrom-
binzeit (PT)-Bestimmung in Humancitratplasma bewirken

Substanz | TZ (Plasma) |TZ (Fibrinogen) |aPTT PT
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
S-Hya-15 0,5+ 0,03 0,3 £ 0,03 4,6+ 0,2 139+ 24
CMS-1 0,7+ 0,03 0,5 = 0,1 22+ 0,6 13,8+ 2,6
CMS-2 25+ 0,2 14 £ 0,2 7,6 23 33,8+ 2,0
THS-AL 1219+ 12,1 3829+ 404 74,1 £ 18,1 |2536,7 £ 348,4
THS-A2 4103+ 6,6 356,3 + 87,4 147,3 £ 10,3 7279+ 244
UFH" 0,2 ~ 2400 0,4 8,6
SPss”) 14,0 ~ 2400 1,8 28,2
NaHS” | 35,0 85,7 n. b. n. b.
Ald-HS” | 19,5 28,9 n. b. n. b.
* signifikant gegeniiber S-Hya-15 n. b. = nicht bestimmt
signifikant gegeniiber CMS-1 ! Werte nach Klocking et al. (1998a)
signifikant gegentiber CMS-2 ? Werte nach Mahr (2003)

signifikant gegeniiber THS-A1

Thrombelastographie

Die Thrombelastographie macht eine differenzierte Analyse des gesamten endogenen
Gerinnungsprozesses, einschlieBlich Fibrinolyse, Thrombocytenzahl und Thrombo-
cytenfunktion mdglich. Bei der Verwendung von Citratvollblut und einer

Stahlkiivette sind bei einem gesunden Probanden folgende Werte normal:
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Reaktionszeit (r-Wert) ca. 8 min , Gerinnselbildungszeit (k-Wert) ca. 5 min (Jaene-
cke, 1996).

Alle untersuchten Substanzen bewirken im Humancitratplasma eine konzentrations-
abhingige Verlidngerung der Reaktionszeit r. Die gerinnungshemmende Wirkung ist
bei der sulfatierten Hyaluronsdure am stirksten, denn bei einer Konzentration von
35,8 pg/ml bleibt die Gerinnung innerhalb von 60 min vollstdndig aus (Tab. 8). Da-
mit liegt S-Hya-15 im Wirkungsbereich von Pentosanpolysulfat (SPss). Die carbo-
xymethylierten sulfatierten Hyaluronséurederivate (CMS-1/CMS-2) verhindern erst
in hoheren Konzentrationen die Gerinnung des Plasmas, ndmlich CMS-1 bei dem
doppelten Wert und CMS-2 beim 4-fachen Wert von S-Hya-15.

Die beiden Testsubstanzen Torfhuminsiduren A1 und A2 hemmen erst ab 800 pg/ml
die Gerinnung. Sie sind um das ca. 24-32-fache schwicher wirksam als die sulfatier-
ten Hyaluronsdurederivate. Im Vergleich zu allen anderen polyanionischen Verbin-
dungen aus Tabelle 8 ist unfraktioniertes Heparin (UFH) am starksten wirksam. Es

verhindert den Gerinnungsvorgang bereits bei einer Konzentration von 4,9 pg/ml.

Tabelle 8: Antikoagulierende Wirkung polyanionischer Verbindungen in vitro
(Humancitratplasma) im Thrombelastogramm

Substanz Thrombelastogramm
Laufzeit 1h
Konzentrationen fur r > 60 min
(pg/ml)

S-Hya-15 35,8

CMSs-1 71,5

CMS-2 143,0

THS-Al 858,0

THS-A2 1142,7

UFH" 4,9

SPs," 39,1

! Werte nach Klocking et al. (1998a)

Thrombinzeit

Die Thrombinzeit (TZ) ist der klassische Test zur Uberpriifung der Fibrinpolymerisa-
tion. Von den einzelnen Faktoren der plasmatischen Gerinnung wird nur Fibrinogen
erfasst. Die Bestimmung der Thrombinzeit im Plasma lédsst erkennen, ob die zu tes-

tenden Substanzen die Umwandlung des Fibrinogens zu Fibrin verzogern, indem sie
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das zugesetzte Testthrombin in seiner Aktivitdit hemmen. Alle anderen Faktoren,
auch der fibrinstabilisierende Faktor XIII, werden nicht erfasst.

Die sulfatierten (S-Hya-15) und carboxymethylierten sulfatierten (CMS-1/CMS-2)
Hyaluronsduren verldngern konzentrationsabhédngig in allen drei Gruppentests im
Plasma die Gerinnungszeiten. Die stirkste Hemmwirkung wird von allen drei Sub-
stanzen gegeniiber Thrombin entfaltet (Abb. 78 bis 80). Der Angriff der beiden Hya-
luronsdurederivate erfolgt demnach im letzten Schritt der Gerinnung, ndmlich der
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Die quantitativen Unterschiede im Wir-
kungsprofil von S-Hya-15, CMS-1 und CMS-2 sind in dem Test Thrombinzeit-
bestimmung signifikant voneinander abweichend.

Nach den Ergebnissen der Thrombinzeitbestimmung sind die sulfatierten und carb-
oxymethylierten Hyaluronséurederivate schwécher wirksam als unfraktioniertes He-
parin (UFH), aber etwa 28-fach (S-Hya-15), 20-fach (CMS-1) und 6-fach (CMS-2)
stiarker wirksam als Pentosanpolysulfat (Tabelle 7, Seite 82).
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Abb. 78: Antikoagulierende Wirkung von sulfatierter Hyaluronsaure (S-Hya-15)
in vitro in Humancitratplasma ( X #SE; n = 3)
**% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Abb. 79: Antikoagulierende Wirkung von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluron-
saure (CMS-1) in vitro in Humancitratplasma ( X #SE; n = 3)
*%% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05
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Abb. 80: Antikoagulierende Wirkung von carboxymethylierter sulfatierter Hyaluron-
saure (CMS-2) in vitro in Humancitratplasma ( X #SE; n = 3)
*+% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Aus Arbeiten von Barbucci et al. (1995) und Magnani et al. (1996) geht hervor, dass
die antikoagulierende Aktivitdt der sulfatierten Hyaluronsduren mit dem Sulfatie-
rungsgrad, d. h. der Anzahl der Sulfatgruppen pro Disaccharideinheit, zunimmt. Die
Bestimmung der Thrombinzeit in Abhédngigkeit von der Molmasse (M,,) der Verbin-
dungen zeigt auBBerdem, dass die Hemmung der Thrombinaktivitdt im Plasma mit zu-
nehmender Molmasse ansteigt (Barbucci et al., 1996, 1998).

Diese Ergebnisse konnen in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden. Die sulfatier-

ten Hyaluronsduren aus der Gruppe 3 mit einer Molmasse von 1.358.000 Da hem-
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men Thrombin stirker als diejenigen aus der Gruppe 1 mit einer Molmasse von
99.753 Da. Beim Sulfatierungsgrad zeigen die Testsubstanzen aus der Gruppe 6 (DS
3,12) die stirkere antikoagulierende Wirkung gegeniiber der Gruppe 4 (DS 2,15).
Barbucci et al. (1998) kamen zu dem Ergebnis, dass bei verschiedenen Molmassen
der Einfluss der drei Faktoren AT III, Thrombin und HCII unterschiedlich ist. Bei
den S-Hya-Verbindungen mit niedrigen Molmassen (21.000 und 320.000) wird
Thrombin durch eine direkte unspezifische Interaktion und iiber Heparin Cofaktor II
(HCII) inhibiert, wihrend die Aktivitit von hochmolekularen Verbindungen (M,
3.500.000) hauptséchlich auf die elektrostatische Interaktion mit HCII zuriickzufiih-
ren ist.

Die Interaktion zwischen Thrombin und den sulfatierten Verbindungen ist eine ein-
fache elektrostatische Anziehungskraft, die mit zunehmender Ladungsdichte zu-
nimmt. Mit steigender Anzahl Sulfatgruppen pro Disaccharideinheit kommt es im-
mer zu einer Zunahme der Heparin-dhnlichen Aktivitidt (Mangani et al., 1996).

Auch bei den carboxymethylierten Derivaten sind diejenigen mit hoherem Schwefel-
gehalt (CMS-1) wirksamer als die mit niedrigem Schwefelgehalt (CMS-2).

Die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin ist an das Vorhandensein des so ge-
nannten Heparin-Cofaktors gebunden. Dieser Cofaktor ist ein natiirlich vorkommen-
des Plasmaprotein und ist identisch mit dem Antithrombin IIT (AT III). Es entwickelt
sich eine Komplexbindung, die die eigentliche Antithrombinwirkung des Heparins
darstellt (Jaenecke, 1996). Im Plasma ist neben Thrombin und Fibrinogen das oben
genannte AT III vorhanden. Um eine Aussage dariiber zu treffen, ob die antikoagu-
lierende Wirkung der Testsubstanzen an die Anwesenheit von AT III gebunden ist,
wird die Thrombinzeit in reinem Fibrinogen bestimmt. In der Fibrinogen-Thrombin-
Reaktion bendtigt UFH ein Vielfaches (~12.000x) an Konzentration zur Verdopp-
lung der Gerinnungszeiten gegeniiber der Humancitrat-Thrombin-Reaktion. Die un-
tersuchten Testsubstanzen besitzen in reiner Fibrinogenldsung annéhernd die gleiche
Anti-Thrombin-Wirksamkeit wie im Plasma.

Dieser Befund lédsst darauf schlieBen, dass die Hemmung von Thrombin (FIla) durch
die Testsubstanzen nicht durch Cofaktoren vermittelt oder verstiarkt wird, sondern
hauptsédchlich durch eine direkte Hemmung der Protease verursacht wird. Fiir die an-
tikoagulierende Wirkung wird demnach kein Cofaktor (z. B. Antithrombin III) beno-
tigt. Mahr (2003) zeigte, dass die sulfatierten Hyaluronsduren eine direkte Hemmung

von Faktor Ila bewirken. Werden sulfatierte Hyaluronsidure und AT III kombiniert,
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kommt es zu einem synergistischen Effekt. Im Gegensatz dazu wird die Anti-Ila-
Wirkung der natiirlichen Huminstoffe (Natriumhumat HD 80 aus dem Moorwasser
Dierhagen [NaHS] und dem Aldrich-Huminsdure [Ald-HS]) nicht durch AT III ver-
mittelt oder verstarkt. Im Vergleich zu den natiirlichen Moorwasser- und Braunkoh-
lehuminsduren sind die hier getesteten Torfhuminséduren A1 und A2 schwécher wirk-

sam. Die Ald-HS besitzt gegeniiber NaHS eine stirkere antikoagulierende Wirkung.

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) ist der wichtigste Gruppentest zur
Uberpriifung des intrinsischen (endogenen) Aktivierungsweges des plasmatischen
Gerinnungssystems (Spannagl und Moessmer, 2006). Sie erfasst in erster Linie die
Aktivitit der Kontaktfaktoren Prikallikrein und hochmolekulares Kininogen sowie
die Vorphasenfaktoren VIII, IX, XI und XII. Auf die Aktivierung der Faktoren II, V
und X reagiert die aPTT weniger empfindlich. Die Faktoren VII und XIII werden
von diesem Test nicht erfasst. Das Prinzip der Methode besteht darin, dass dem
Plasma vor der Rekalzifizierung ein Phospholipid zugesetzt wird. Dadurch l4uft der
Gerinnungsmechanismus unabhingig von der Funktion der Thrombocyten ab.

Die sulfatierte Hyaluronsdure ist im endogenen System (aPTT) stirker wirksam als
CMS-2 und schwicher wirksam als CMS-1. Die hoher sulfatierte Gruppe CMS-1 ist
in der Wirkung der weniger sulfatierten Gruppe CMS-2 iiberlegen. Die Sulfatie-
rungsgrade von CMS-1 (DS; = 3,0) und S-Hya-15 (DS; = 2,7) liegen im selben Be-
reich. Vermutlich miissten sie dieselbe Wirkung auf das endogene System besitzen.
CMS-1 ist jedoch stirker wirksam. Anhand dieses Ergebnisses stellt sich die Frage,
ob die Carboxymethylgruppe fiir diese Wirkungssteigerung verantwortlich ist. Ist der
Sulfatierungsgrad gering (DS = 0,3 bei CMS-2), fiihrt die Einfilhrung der Carbo-
xylgruppe nicht zu einer Wirkungsverstarkung.

Die beiden Vertreter aus der Klasse der Huminstoffe, Torfhuminsdure A1 (THS-A1)
und Torfhuminsdure A2 (THS-A2) sind um ein Vielfaches schwicher wirksam als
die Hyaluronsédurederivate. Entgegen den Untersuchungen von Kldcking und KI6-
cking (1986) sowie Klocking et al. (1994a), die Hinweise auf einen stirkeren Ein-
fluss der natiirlichen Huminstoffe (NHS) auf das exogene als auf das endogene Sys-
tem lieferten, zeigen die Torthuminséduren Al und A2 die stirkste Wirkung gegen-

tiber der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT). Eine etwas schwichere
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Hemmwirkung wird gegeniiber Thrombin entfaltet. Auf das exogene System besteht

der geringste Einfluss (Tab. 7 S. 82, Abb. 81 und 82).
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Verlangerung der Gerinnungszeit
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Abb. 81:

Verlangerung der Gerinnungszeit
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Abb. 82:
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vitro in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
*#% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

35 -

Konzentration THS-A2 (ug/ml)

Antikoagulierende Wirkung von Torfhuminsdure A2 (THS-A2) in vitro
in Humancitratplasma (X #SE; n = 3)
*#% signifikant gegeniiber Leerwert, p < 0,05

Prothrombinzeit

Die Prothrombinzeitbestimmung (PT) ldsst auf Stérungen im exogenen System

schlieBen.

Das Reagens enthilt als aktive Bestandteile TF (tissue factor), Phospholi-

pide und Calciumionen. Die Ergebnisse der PT-Bestimmung werden seit 1980 zur

Uberwachung der Antikoagulationstherapie mit Vitamin-K-Antagonisten genutzt.

Um eine internationale Vergleichbarkeit der Messwerte und der therapeutischen Be-
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reiche zu gewdhrleisten, fiilhrten die Weltgesundheitsorganisation (WHO) und die
Bundesérztekammer die Internationale Normalisierte Ratio (INR) ein. Sie setzt sich
zusammen aus dem Quotient der Prothrombinzeit des Patienten und der mittleren PT
normaler Probanden und betriagt 2,0 bis 3,0 unter Vitamin-K-Therapie. Neben den
Faktoren II, V und VIII wird auch die Hemmung von Faktor X erfasst, der iiber die
Aktivierung von F Xa fiir die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin verant-
wortlich ist. Magnani et al. (1996), Barbucci et al. (1998) und Mahr (2003) unter-
suchten diesen Schritt der Gerinnungskaskade. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass
niedrig sulfatierte Hyaluronsdurederivate Faktor Xa ohne Abhéngigkeit von AT III
hemmen. Die Interaktion zwischen AT III und den Polysacchariden ist elektrostati-
scher Natur. Sie funktioniert jedoch nur bei einer optimalen Konfiguration des Mak-
romolekiils. Vermutlich kdnnen die S-Hya-Verbindungen diese besondere Struktur
nicht annehmen, so dass die Interaktion zwischen S-Hya und AT III keinen Einfluss
auf die FXa-Inaktivierung hat (Villanueva, 1984; Scully et al., 1987).

Eine Substanz, die ebenfalls F Xa und Thrombin inaktiviert, ist Heparin. Es verstérkt
die Wirkung antikoagulatorischer Proteine im Plasma, ndmlich die von Antithrombin
[I (AT III) und von Heparin-Cofaktor II. Der AT IlI-Heparin-Komplex hat eine ho-
he Affinitidt zu F Xa. Zur Hemmung von Thrombin, die sowohl durch Antithrombin
I1I- wie liber Heparin Cofaktor II-Heparin bewirkt wird, bedarf es wesentlich hoherer
Heparin-Dosen gegeniiber Faktor Xa (Forth et al., 2001). Im exogenen System (PT)
wiesen S-Hya und CMS-1 eine etwa gleich starke Wirkung auf, die um das ca.
2,5-fache stirker ist als von CMS-2 (Tab. 7, S. 82). Die Torthuminsduren A1 und A2
sind gegeniiber den anderen Testsubstanzen am schwichsten wirksam. Von THS-A1
wird die 180-fache Menge bendétigt, um die Wirkung von S-Hya-15 zu erreichen.
Auf das exogene System wirkt Heparin am stirksten gegentiber allen getesteten Sub-

stanzen.

Antagonisierung der antikoagulierenden Wirkung durch Protaminsulfat

Es ist bekannt, dass Protaminsulfat Komplexe mit Heparin bildet, die Heparin als
Antikoagulanz unwirksam machen. Grund fiir diese Reaktion ist die hohe Dichte ba-
sischer Oberfldchengruppen im Protaminmolekiil, die in der Lage sind, iiber die Sul-
fatgruppen der Heparine Komplexe zu bilden (Cuming et al., 1986; Racanelli et al.,
1985).
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Die Untersuchungen zur Interaktion von hochsulfatierter Hyaluronsdure (S-Hya-15)
sowie der carboxymethylierten sulfatierten Hyaluronduren (CMS-1, CMS-2) mit Pro-
taminsulfat haben ergeben, dass die verlingerten Thrombinzeiten von allen drei Test-
substanzen durch Protaminsulfat verkiirzt werden.

Da die genannten Substanzen iiber eine grofle Anzahl an Sulfatgruppen und eine ho-
he Dichte negativer Ladungen verfiligen, ist auch hier davon auszugehen, dass die
Bildung eines Komplexes zum Verlust der antikoagulierenden Wirkung fiihrt. Prota-
minsulfat kann dabei entweder die freie Substanz direkt komplexieren oder die Sub-
stanz aus einem vermutlich leicht dissoziierbaren Gleichgewicht mit der Serinprotea-
se verdrangen und anschliefend inaktivieren. Fiir sulfatierte Hyaluronséduren niedri-
gerer Molmasse (5.000 — 10.000 Da) wird dieses Ergebnis bereits 1996 von Magnani
et al. beschrieben. In Tabelle 9 ist fiir alle Testsubstanzen die jeweils untersuchte
Konzentration und das durch den Versuch bestimmte Verhiltnis Testsubstanz : Pro-
taminsulfat, bei dem eine Neutralisierung der antikoagulierenden Wirkung stattfin-

det, zusammengefasst.

Tabelle 9: Neutralisation der antikoagulierenden Wirkung von polyanionischen
Verbindungen durch Protaminsulfat

Substanz | Konzentration Medium Verhaltnis
(ng/ml) Testsubstanz : Protaminsulfat
S-Hya-15 1,6 Plasma 1:1,0
CMS-1 1,6 Plasma 1:22
CMS-2 6,3 Plasma 1:0,5
THS-Al 200,0 Plasma 1:0,1
THS-A2 600,0 Plasma 1:0,03
UFH 0,5 Plasma 1:1,8
SPsy 3,1 Plasma 1:1,2
NaHS" 120,0 Fibrinogen 1:03
Ald-HS" 75,0 Fibrinogen 1:0,4
Y Werte nach Mahr (2003)

Die sulfatierten Hyaluronsduren werden im Verhéltnis 1 : 1 (S-Hya-15 : PS) und die
carboxymethylierten Derivate im Verhdltnis 1 : 2,2 (CMS-1 : PS) sowie 1 : 0,5
(CMS-2 : PS) neutralisiert.

Entgegen den Untersuchungen von Mahr (2003), nach denen die antikoagulierende
Wirkung der natiirlichen Huminsiduren (Huminsédure aus dem Kiistenhochmoor Dier-

hagen, Aldrich-Huminséure) durch Protaminsulfat vollstindig neutralisiert werden
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kann, wird die antikoagulierende Wirkung der beiden Torhuminsduren THS-A1 und
THS-A2 nicht vollstindig durch Protaminsulfat aufgehoben (etwa zu 85 %). Um eine
100%ige Neutralisation zu erreichen, sind Konzentrationen an Protaminsulfat not-
wendig, die selbst prokoagulierende Eigenschaften besitzen.

Einfluss der Testsubstanzen auf die Zellvertraglichkeit

Zur Beurteilung der Zellvertrdglichkeit der sulfatierten Hyaluronsiuren, carboxyme-
thylierten sulfatierten Hyaluronséduren und Huminséuren werden konzentrationsab-
héngig Untersuchungen zur Cytotoxizitdt, zur Proliferation und zur Membrantoxizi-
tat gemacht. Sie werden realisiert durch den Tetrazoliumreduktionstest und den Ara-

chidonséure-Freisetzungstest ergidnzt durch optische Beurteilung der Zellen.

Die Messung der Stoffwechselaktivitdt mit dem XTT-Tetrazoliumreduktionstest er-
weist sich als geeignet fiir die Cytotoxizitdtsbestimmung an U937-Zellen, da ein
wichtiges Vitalitdtsmerkmal lebender Zellen — das Reduktionsvermdgen mitochon-
drialer Dehydrogenasen — erfasst wird. Die in den Versuchen gemessene Absorption
ist direkt proportional der Anzahl lebender Zellen, so dass die Cytotoxizitit prozen-
tual im Vergleich mit der unbehandelten Zellkontrolle bestimmt werden kann (Get-

tings and McEwen, 1990).

Auch die Proliferation (zahlenméBiger Anstieg der Zellen ohne Volumenédnderung)
kann infolge einer toxischen Wirkung von Substanzen gehemmt sein (Shaw, 1994).
Um die Proliferation der Zellen zu ermitteln, wird die Zellzahl durch direktes Aus-
zdhlen unter dem Mikroskop sowie indirekt durch Messung der Stoffwechselaktivitit
mit Hilfe des XTT-Tetrazoliumreduktionstests bestimmt. Tote Zellen weisen im Ge-
gensatz zu lebenden Zellen deutliche morphologische Verdnderungen auf, die nach
24 Stunden und mehr sehr gut sichtbar sind. Haufig wird zur Unterscheidung von le-
benden und toten Zellen die Trypanblaufiarbung verwendet. Nachteilig sind jedoch
die Toxizitit des Farbstoffs sowie die Tatsache, dass vorgeschadigte, aber noch le-
bende Zellen von Trypanblau abgetitet werden. Da geschéddigte Zellen morphologi-
sche Verdnderungen (z.B. Abrundung und Schrumpfung der Zellen) aufweisen, ist
auch die mikroskopische Beurteilung der Zellen fiir die Einschétzung der Cytotoxi-
zitdt geeignet. Derartige Zellverdnderungen korrelieren in mehreren Studien gut mit

In-vivo-Daten (Bloom et al., 1994; Grant et al., 1992; Guenicke and Ponec, 1993).
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Um Stérungen in der Membranintegritit der Zelle zu untersuchen, wird der Arachi-
donsdure-Freisetzungstest (AART) verwendet. Dieser Test beruht auf dem Einbau
trittummarkierter Arachidonsdure ([*"HJAA) in die Membran von U937-Zellen und
ithrer (Wieder-)Freisetzung in das umgebende Medium durch membrantoxische Sub-
stanzen (Stark et al., 1983; Klocking, 1994). Dieser Test hat sich bereits fiir Augen-
reizstoffe (Klocking et al., 1995; Valentini et al., 1996; Valentini 1998), Umwelt-
chemikalien (Schlegelmilch, 1993; Schlegelmilch et al., 1993; Miiller-Decker et al.,
1994; Klocking et al., 1994, 1994b), Detergentien (DeLeo et al., 1987), Thrombose-
prophylaktika (Klocking et al., 1996) und Biomaterialien (Hoffmann, 1995; Kl6-
cking et al., 1995; 1998) bewihrt.

Bei einer initialen Testtemperatur von 4 °C werden die Stoffe identifiziert, die die
AA-Freisetzung nicht enzymatisch, sondern in Form eines direkten Angriffs auf die
Zellmembran herbeifithren. Membrantoxische Substanzen wirken iiber eine tempera-
turunabhingige Desintegration der Zellmembran. Erfolgt die erhdhte Freisetzung der
AA jedoch erst nach der Exposition bei 37 °C, so kann von einem enzymvermittelten
Mechanismus ausgegangen werden. Die Beobachtung der AA-Freisetzung iiber ei-
nen Zeitraum von 24 Stunden erlaubt aullerdem festzustellen, ob es sich um einen
reversiblen (physiologischen) oder irreversiblen (toxischen) Prozess handelt (KIo6-

cking, 1994; Klocking et al., 1994c).

Cytotoxizitit

Als KenngroBle fiir die cytotoxische Wirkung der untersuchten Substanzen dient die
halbmaximale cytotoxische Konzentration (CCsg). Die sulfatierten Hyaluronséuren
(S-Hya) wurden bereits in der Diplomarbeit KeBler (2000) auf ihren cytotoxischen
Einfluss auf U937-Zellen getestet. Allerdings wurden sie zu diesem Zeitpunkt nach
zwei verschiedenen Synthesewegen hergestellt. Diese Verbindungen sind cytotoxi-
scher als die neue S-Hya-15-Verbindung (Tab. 10), was in den damals noch nicht op-
timierten Reinigungsverfahren begriindet sein konnte. Durch eine Optimierung der
Reaktionsfiihrung ist es der Firma Innovent gelungen, reproduzierbare Verbindungen
mit einstellbarem Sulfatierungsgrad zu synthetisieren.

Im Vergleich zu den carboxymethylierten Derivaten besitzt die S-Hya-15 eine hohe-
re Cytotoxizitit nach 1-stiindiger Exposition. Nach 24 Stunden ist sie cytotoxischer

als CMS-1, jedoch weniger toxisch als CMS-2 (Tab. 10). Der Einfluss der carboxy-

92



methylierten sulfatierten Hyaluronsduren auf die Aktivitit der mitochondrialen De-
hydrogenasen der U937-Zellen ist stark zeitabhingig. Um eine Cytotoxizitdt von
50 % zu erreichen, sind bei 1-stiindiger Inkubationszeit iiber 50 mg/ml CMS-1 und
CMS-2 notwendig, wdhrend nach 24 Stunden schon 28,2 mg/ml CMS-1 bzw.
10,3 mg/ml CMS-2 fiir diese Wirkung ausreichen (Tab. 10). Die Cytotoxizitdt nimmt
mit zunehmender Expositionsdauer zu, wobei CMS-2 toxischer ist als CMS-1.

Im Vergleich zu Heparin (UFH), Pentosanpolysulfat (SPs4), Hyaluronséure (Hya)
und Reviparin sind die sulfatierten Hyaluronsduren und die carboxymethylierten sul-
fatierten Hyaluronsdure der Gruppe 2 (CMS-2) nach 24-stiindiger Exposition cyto-
toxischer. Die Zellvertriaglichkeit von CMS-1 liegt im Bereich von UFH und SPsg.
Die carboxymethylierten Derivate unterscheiden sich von allen anderen Substanzen
durch die hoheren Cytotoxizititswerte nach 24-stiindiger Versuchsdauer im Gegen-
satz zu einer Stunde. Bei S-Hya-15, THS-A1, THS-A2, Heparin, SPs4 und Reviparin
hat die Einwirkungszeit keinen Einfluss auf die Zellvertraglichkeit. Die Torthumin-
sduren Al und A2 zeigen bis zum Konzentrationsbereich 0,5 mg/ml im 24 Stunden-

Versuch keine cytotoxischen Effekte (Kiihn, 2005).

Tabelle 10:  Halbmaximale cytotoxische Konzentrationen (CCsp) von polyanioni-
schen Verbindungen in U937-Zellen. XTT-Tetrazoliumreduktionstest
Substanz CCsp (mg/ml) CCsp (mg/ml)
1h Exposition 24h Exposition

S-Hya-15 19,0 (16,9 —21,3) 20,1 (18,0 —22,4)
CMS-1 > 50,0 28,2 (23,4 —34,1)
CMS-2 > 50,0 10,3 ( 9,7-11,0)
THS-Al > 0,5 > 0,5

THS-A2 > 0,5 > 0,5

UFH" 27,7 (25,1 —30,6) 29,1 (27,3 —31,1)
SPs," 31,1 (26,6 — 36,4) 27,3 (23,9 —31,1)
Reviparin” 36,6 (29,9 — 44,7) 37,4 (31,5 — 44,5)
Hya-DS (61,62,64,65,70)” | 16,5 (13,5-20,1) 42( 33— 54)
Hya-DS (58,60,67,73,74)” | 16,5(13,7-19.8) 12,0 ( 9,1 —15,7)
niedermolekulare Hya” |>32,0 > 32,0

! Werte nach Klocking et al. (1998)

? Werte nach Kessler (2000)
Proliferation
S-Hya-15 bewirkt in den Konzentrationen ab 6,4 mg/ml eine signifikante Hemmung

des Zellwachstums nach 96-stiindiger Exposition. Bei 12,8 mg/ml sinkt die Zellzahl
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um 97 % im Vergleich zur Zellkontrolle. Hinsichtlich der Wachstumsbeeinflussung
von U937-Zellen verhalten sich die beiden carboxymethylierten sulfatierten Hyalu-
ronsduren unterschiedlich. CMS-1 hemmt das Zellwachstum wesentlich stdrker als
CMS-2. Abbildung 83 zeigt eine Abnahme der Zellzahl nach 96-stiindiger Inkuba-
tionszeit um iiber 95 % bei einer Konzentration von 12,8 mg/ml CMS-1. Unter dem

Einfluss von CMS-2 sind hingegen noch 37 % aller Zellen vorhanden.
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Abb. 83: Wachstumsbeeinflussung von U937-Zellen durch S-Hya-15, CMS-1 und
CMS-2 nach 96 Stunden Exposition (X #SE; n = 3)
% signifikant gegentiber Leerwert, p < 0,05

Abatangelo et al. (1997) stellten fest, dass sulfatierte Hyaluronsduren keinen Einfluss
auf morphologische und strukturelle Verdnderungen im Zellverband von Endothel-
zellen haben. Es wird eine Forderung der Proliferation durch die Substanzklasse be-
obachtet. Die Sulfatierung hat weiterhin keinen negativen Einfluss auf das Verhalten
der Polysaccharide gegeniiber Fibroblasten, Endothelzellen und Erythrocyten.
Werden Heparin und sulfatierte Hyaluronsduren im Hinblick auf die Beeinflussung
der Proliferation verglichen, so ergibt sich, dass unfraktioniertes Heparin in der Lage
ist, das Wachstum der Zellen nach einer Versuchsdauer von 5 Tagen zu fordern. Dies
wurde im Konzentrationsbereich 0,08 bis 10 mg/ml von Jelinek (1996) untersucht,
wobei es bei den beiden Konzentrationen 0,08 und 0,16 mg/ml zu einer Férderung
des Zellwachstums kam.

Johann et al. (1995) untersuchten den Einfluss von Glycosaminoglycanen auf die In-
vitro-Proliferation von menschlichen Zellen (mononukledre Leukocyten). Dabei

konnte fiir UFH in vergleichbarer Konzentration zur Arbeit von Jelinek (10 U/ml)
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eine geringe Wachstumserhohung festgestellt werden. Ohne Stimulation des Wachs-
tums durch mitogene Substanzen wurde fiir Pentosanpolysulfat und niedermolekula-
res Heparin kein Einfluss auf die Proliferation festgestellt (Johann et al., 1995). Der
Einfluss von Heparin und verwandten Glycosaminoglycanen auf ASM (airway
smooth muscle)-Zellen wurde durch Kanabar et al. (2005) untersucht. Die Substan-
zen hemmen die Proliferation. Der Hemmmechanismus ist unbekannt.

Die Autoren konnten jedoch zeigen, dass fiir die antiproliferative Wirkung die Sulfa-
tierung eine strukturelle Voraussetzung darstellt, wahrend die antikoagulierende Ak-
tivitdt, Anzahl der anionischen Ladungen und die Molekiilgro3e keine Rolle spielen.
Kiihn (2005) untersuchte den Einfluss der Torfhuminsdure A2 (THS-A2) und Na-
triumhumat (NaHS) auf die Proliferation von U937-Zellen. Im Ergebnis zeigt die
THS-A2 von 2 bis 62,5 pg/ml keine Beeinflussung des Wachstums nach
96-stiindiger Exposition. Natriumhumat hat im selben Konzentrationsbereich einen

proliferationsfordernden Effekt.

Membrantoxizitit

Im Gegensatz zur Cytotoxizitdt ist die Membrantoxizitit der Verbindungen sehr ge-
ring, so dass keine halbmaximalen Freisetzungswerte bestimmt werden konnen.
Beim Vergleich der Testsubstanzen untereinander werden daher die 5%-Werte (RCs)
der Arachidonsdure-Freisetzung herangezogen, die sich auf eine 100%ige Freiset-
zung der Arachidonsdure durch SDS als Positivkontrolle beziehen. Die Membranto-
xizitdt wird in der vorliegenden Arbeit in Abhingigkeit von der Temperatur und von
der Zeit analysiert.

Nach einer Einwirkungszeit von einer Stunde und einem Temperaturanstieg von 4 °C
auf 37 °C sind die Substanzen CMS-1 und CMS-2 bei der hoheren Temperatur
membrantoxischer. Anhand der Freisetzungskonzentration RCs ist ersichtlich, dass
nach Temperaturanstieg wesentlich niedrigere Konzentrationen notwendig sind, um
5 % [’HJAA aus den U937-Zellen freizusetzen (Tab. 11). Diese erhohte Freisetzung
nach Temperaturanstieg ldsst auf einen enzymvermittelten Mechanismus der
[’H]AA-Freisetzung schlieBen. Die Substanzen S-Hya-15, THS-A1 und THS-A2 zei-

gen keinen Wirkungsunterschied nach Temperaturerhdhung.
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Tabelle 11:  RCs-Werte mit Konfidenzintervallen, ermittelt mit Hilfe des /2H JAA-
Freisetzungstests, als Parameter flr die Membrantoxizitat der unter-
suchten Substanzen

Substanz |RCs 1h 4 °C RCs1h 37 °C RCs 24h 37 °C
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

S-Hya-15 [> 22,0 >22,0 >22,0

CMS-1  [>30,0 8,90 (7,70 - 10,3) [|> 30,0

CMS-2  |>30,0 0,82 (0,66 — 1,24) [>30,0

THS-Al 0,92 (0,87 —-0,97 1,06 (0,94 - 1,19) 1,49 (1,25 -1,76)

THS-A2 1,47 (1,05 —2,04) 2,06 (1,95 -2,18) 2,03 (1,74 -2,32)

Die Untersuchungen zur Membrantoxizitit in Abhdngigkeit von der Zeit zeigen ein
anderes Ergebnis. Die Torfhuminsduren sind gegeniiber den anderen polyanionischen
Verbindungen nach 24-stiindiger Einwirkungszeit wesentlich toxischer, THS-A1 be-
sitzt eine 20-fach, THS-A2 eine 15-fach hohere Membrantoxizitdt. Da Huminsiduren
sowohl hydrophile als auch hydrophobe Bereiche im Molekiil besitzen konnen, sind
sie imstande, als oberflichenaktive Stoffe zu wirken (Quagliotto et al., 2006). Solche
oberflichenaktive Substanzen weisen immer eine Membrantoxizitit auf. Die sulfa-
tierte Hyaluronsdure S-Hya-15 hat im untersuchten Konzentrationsbereich (bis 22,0
mg/ml) nach 24 Stunden Exposition die gleiche membrantoxische Wirkung auf
U937-Zellen wie nach 1-stiindiger Exposition (Tab. 11). Die einzigste Substanzklas-
se, die nach ldngerer Exposition eine geringere Membrantoxizitit aufweist, sind die
carboxymethylierten sulfatierten Hyaluronsduren CMS-1 und CMS-2. Im Unter-
schied zu den anderen Testsubstanzen werden nach 24 Stunden 5 % ["H]JAA durch
eine wesentlich hohere Konzentration freigesetzt (CMS-1: 1h 37 °C 8,9 mg/ml und
24h 37 °C > 30,0 mg/ml; CMS-2: 1h 37 °C 0,82 mg/ml und 24h 37 °C > 30,0
mg/ml). Das bedeutet, dass die nach einer Stunde freigesetzte Arachidonsdure inner-
halb von 24 Stunden wieder in die Membran eingebaut wird.

Werden die RCs-Werte nach 24-stlindiger Exposition vom niedrigsten zum hdchsten
Wert betrachtet, so ergibt sich fiir die Testsubstanzen folgende membrantoxische
Rangfolge: THS-A1 > THS-A2 > S-Hya-15 > CMS-1 = CMS-2. THS-A1 mit dem

kleinsten RCs-Wert ist als am stdrksten membrantoxisch zu bewerten.
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Um den Cytotoxizititstest mit dem Arachidonsdurefreisetzungstest nach 24 Stunden
Exposition der Testsubstanzen vergleichen zu kdnnen, sind in Tabelle 12 die jeweils
hochsten untersuchten Konzentrationen mit den entsprechenden Freisetzungs- bzw.

Cytotoxizitdtswerten dargestellt.

Tabelle 12:  Testsubstanzen im Vergleich /HJAA-Freisetzungstest und XTT-
Tetrazoliumreduktionstest nach 24 h Exposition bei 37 °C

Substanz  [héchste untersuchte | [*H]AA- XTT-
Konzentration im Freisetzung (%) | Tetrazoliumreduktionstest
[’H]AA-Test (mg/ml) CCsp (mg/ml)
S-Hya-15 22 S24+14 |201(18,0—22.4)
CMS-1 30 22+1,4 |282(23,4-34,0)
CMS-2 30 -02+25 10,3( 9,7—11,0)
THS-A1 3,12 63+18 [>0,5
THS-A2 2,03 10,2 +£2,2 >0,5

Bei der hochsten untersuchten Konzentration von S-Hya-15 (22 mg/ml) betriagt die
AA-Freisetzung maximal -2,4 % (nach 24 Stunden). Beim XTT-Tetrazoliumre-
duktionstest iiberleben bei derselben Konzentration nur 50 % aller Zellen (Tab. 12).
GleichermaBen verhdlt es sich bei CMS-1. Die Membrantoxizitdt steigt bis zur Kon-
zentration von 30 mg/ml auf 2,2 % an. Im Cytotoxizitétstest X TT-Tetrazoliumreduk-
tionstest sind bei dieser Konzentration bereits 50 % aller Zellen abgestorben. Die
membrantoxische Wirkung der Testsubstanzen ist demnach geringer als ihre cytoto-
xische Wirkung.

Solch ein Ergebnis wurde auch schon in anderen Studien (Jelinek und Klocking,
1998) erzielt. Zur Umwandlung des beim XTT-Tetrazoliumreduktionstest verwende-
ten Tetrazoliumsalzes in Formazan sind intakte Mitochondrien erforderlich, da das
intrazelluldre Reduktionssystem (Succinat-Dehydrogenase) dort lokalisiert ist. Nach
Eintritt des Zelltodes kommt es zur Inaktivierung der Mitochondrien, die metaboli-
sche Viabilitit sinkt und die Reduktionsrate des Testsubstrates wird kleiner (Giersch,
1999). Um eine vollstidndige Lyse der Zellmembran zu erreichen, werden jedoch we-
sentlich hohere Substanzkonzentrationen als zur Inaktivierung der Mitochondrien
benotigt. Je mehr Substanz zur Schidigung benétigt wird, desto geringer ist die Cy-

totoxizitat.
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6 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind In-vitro-Untersuchungen zur Wirkung
hohermolekularer polyanionischer Verbindungen auf die Blutgerinnung und auf die
Vitalitdt von U937-Zellen.
Die verwendeten Testsubstanzen reprasentieren zwei Gruppen polyanionischer Ver-
bindungen:
1. Sulfatierte Verbindungen (sulfatierte Hyaluronsduren und carboxy-
methylierte sulfatierte Hyaluronséuren)
2. Natiirlich vorkommende Huminséuren mit phenolischen Hydroxyl- und
Carboxylgruppen
Ausgangssubstanz flir die sulfatierten Verbindungen ist Hyaluronsiure bzw. ihr carb-
oxymethyliertes Derivat. Durch Sulfatierung (mit SO3;/DMF-Komplex) entstehen die
verwendeten sulfatierten Hyaluronsidureverbindungen. Die natiirlichen Huminséuren
werden durch Alkaliextraktion und Saurefillung aus dem Altteicher Moor gewon-
nen.
Als Referenzsubstanzen fiir sulfatierte polyanionische Verbindungen dienen Heparin,
Pentosanpolysulfat und Reviparin. Aldrich Huminsdure und Natriumhumat HD 80
werden als Vergleichspriparate fiir natiirlich vorkommende Huminsduren herange-

zogen.

Zur Ermittlung der antikoagulierenden Aktivitat der Testsubstanzen werden die
Thrombelastographie und die mittels Gerinnungsanalyse bestimmte Thrombinzeit
(TZ) in Plasma und Fibrinogenlosung, die aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT) und die Prothrombinzeit (PT) herangezogen.

Mittels Thrombelastographie werden Verdnderungen der Gerinnselfestigkeit in Ab-
hiangigkeit von der Zeit aufgezeichnet. Daraus lassen sich die Gerinnungszeit, die
Dynamik der Gerinnselbildung, die maximale Gerinnselfestigkeit sowie die Gerinn-
sel-Stabilitdt bzw. Gerinnsel-Auflosung ableiten. Als Parameter flir eine gerinnungs-
hemmende Wirkung wird die Reaktionszeit r herangezogen, die den Beginn der Ge-
rinnung kennzeichnet. Eine Reaktionszeit groBBer als 60 min bedeutet, dass die Test-
substanz iiber mindestens 60 min die Gerinnselbildung verhindert und somit

antikoagulierend wirkt. Je niedriger die Konzentration der untersuchten Substanz ist,
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mit der die Gerinnselbildung gehemmt wird, desto stirker ist ihre antikoagulierende
Aktivitit.
Folgende Rangordnung ergibt sich hinsichtlich der Wirkung:

S-Hya-15 > CMS-1 > CMS-2 > THS-A1 > THS-A2
Im Vergleich zum therapeutisch eingesetzten unfraktionierten Heparin (UFH) ist die
antikoagulierende Wirkung der Testsubstanzen schwicher. Der Referenzsubstanz
Pentosanpolysulfat (SPs4) ist die sulfatierte Hyaluronsdure in ihrer Wirkung tiberle-

gen.

Zur Verifizierung der in Humancitratplasma mittels Thrombelastographie gefunde-
nen konzentrationsabhingigen Gerinnungsverzdgerung dienen die Gruppentests TZ,
aPTT und PT. Die Thrombinzeit gibt Aufschluss dariiber, ob die Testsubstanz die
Aktivitdit des Thrombins hemmt. Dazu werden die Substanzkonzentrationen be-
stimmt, die eine Verdopplung der TZ bewirken. Im Humancitratplasma fiihren 0,2
ng/ml UFH; 0,5 pg/ml S-Hya-15; 0,7 pg/ml CMS-1; 2,5 ng/ml CMS-2; 14,0 pg/ml
SPs4; 19,5 pg/ml Ald-HS; 35,0 pg/ml NaHS; 121,9 pg/ml THS-A1 und 410,3 pg/ml
THS-A2 zu einer Verdopplung der TZ gegeniiber dem Leerwert.

Ein Vergleich mit den zur Verdopplung der TZ im plasmafreien System (in Fibrino-
genlosung) erforderlichen Konzentrationen — ~ 2400 pg/ml UFH; 0,3 pg/ml S-Hya-
15; 0,5 pg/ml CMS-1; 1,4 pg/ml CMS-2; ~ 2400 pg/ml SPs4; 28,9 pg/ml Ald-HS;
85,7 ng/ml NaHS; 382,9 ng/ml THS-A1 und 356,3 THS-A2 — macht deutlich, dass
an der TZ-verlangernden Wirkung der Testsubstanzen Cofaktor wie AT III beteiligt
ist. Eine Ausnahme bilden die beiden Referenzsubstanzen UFH und SPs4, deren Wir-

kung von der Anwesenheit eines Cofaktors abhingig ist.

Mit Hilfe der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit ist eine Aussage liber die
Wirkung der Substanzen auf den endogenen Aktivierungsweg des plasmatischen Ge-
rinnungssystems mdoglich. Die Untersuchungen ergeben folgende Rangfolge fiir die
Wirksamkeit der Testsubstanzen:
UFH > SPs4 > CMS-1 > S-Hya-15 > CMS-2 > THS-A1 > THS-A2

Die stirkste Wirkung auf die Aktivitit der Kontaktfaktoren Prikallikrein und hoch-
molekulares Kininogen sowie die Vorphasenfaktoren VIII, IX, XI und XII besitzen
die beiden Vergleichssubstanzen UFH und SPs4. Den geringsten Einfluss haben die
Vertreter der natiirlichen Huminsduren — THS-A1 und THS-A2.
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Um den Einfluss der Testsubstanzen auf das exogene System zu iiberpriifen, wird die
Prothrombinzeit bestimmt. Alle untersuchten Verbindungen verlingern konzentra-
tionsabhingig die PT. Eine Verdopplung der Gerinnungszeit wird durch 8,6 pg/ml
UFH; 13,8 pg/ml CMS-1; 13,9 ug/ml S-Hya-15; 28,2 pg/ml SPss; 33,8 pg/ml
CMS-2; 727,9 pg/ml THS-A2 und 2536,7 pg/ml THS-A1 bewirkt. Auf das exogene

System wirkt Heparin stérker als alle getesteten Substanzen.

Die antikoagulierende Wirkung der polyanionischen Verbindungen kann durch Pro-
taminsulfat im Verhiltnis 1 : 2,2 CMS-1; 1 : 1,8 UFH; 1 : 1,2 SPs4; 1 : 1 S-Hya-15;
1:0,5CMS-2;1:0,4 Ald-HS; 1 : 0,3 NaHS neutralisiert werden. Die Wirkung der
natilirlichen Huminséuren aus dem Altteicher Moor (THS-A1 und THS-A2) kann

durch Protaminsulfat nicht vollstindig aufgehoben werden.

Zur Beurteilung der Zellvertraglichkeit der Priifsubstanzen werden Untersuchun-
gen zur Cytotoxizitét, zur Proliferation und zur Membrantoxizitdt der Substanzen an
U937-Zellen durchgefiihrt.

Als KenngroBe fiir die Cytotoxizitét dient die mittels XTT-Tetrazoliumreduktionstest
erhaltene halbmaximale cytotoxische Konzentration (CCsp). Nach einer Einwir-
kungszeit von 24 Stunden bei 37 °C zeigen die Testsubstanzen folgende Toxizitéts-
rangfolge: CMS-2 (CCso= 10,3 mg/ml) > S-Hya-15 > SPs4 > CMS-1 > UFH > Re-
viparin (CCso = 37,4 mg/ml). Die natiirlichen Huminsduren aus dem Altteicher Moor
THS-A1 und THS-A2 wurden im gleichen Zellsystem untersucht und zeigten bis zur

Konzentration von 0,5 mg/ml keine cytotoxische Wirkung.

Die stirkste wachstumshemmende Wirkung besitzen die sulfatierte Hyaluronsdure
S-Hya-15 und die carboxymethylierte sulfatierte Hyaluronsdure CMS-1. Nach 96-
stiindiger Einwirkungszeit von 12,8 mg/ml sinkt die Anzahl der U937-Zellen im Ver-
gleich zur Zellkontrolle um 97 % bzw. um 95 %. CMS-2 folgt mit 63 %. Im Gegen-
satz dazu ist UFH in der Lage, in den getesteten Konzentrationen 0,08 und

0,16 mg/ml das Wachstum der Zellen um 15 bis 30 % zu steigern.

Die Membrantoxizitit der Verbindungen ist so gering, dass keine halbmaximalen
[’H]AA-Freisetzungswerte bestimmt werden konnen. Als KenngroBe wird die RCs

verwendet, um die Testsubstanzen untereinander vergleichen zu koénnen. Es ergibt
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sich folgende Rangfolge der getesteten Substanzen bei unterschiedlicher Temperatur

und Einwirkungsdauer:

1h 4 °C: THS-A1 (RCs = 0,92 mg/ml) > THS-A2 > S-Hya-15 > CMS-1 =
CMS-2 (RCs > 30,0 mg/ml)
1h 37 °C: CMS-2 (RCs = 0,82 mg/ml) > THS-A1 > THS-A2 > CMS-1 >
S-Hya-15 (RCs > 22,0 mg/ml)
24h 37 °C: THS-A1 (RCs = 1,49 mg/ml) > THS-A1 > S-Hya-15 > CMS-1 =
CMS-2 (RCs > 30,0 mg/ml)

Die Verbindungen CMS-1 und CMS-2 sind bei 37 °C stirker membrantoxisch als bei
4 °C. Dies lédsst auf einen enzymvermittelten Mechanismus schlieBen. Wird die
Membrantoxizitit in Abhdngigkeit von der Einwirkungszeit betrachtet, ergibt sich
die grofte Toxizitdt fiir die natiirlichen Huminséuren aus dem Altteicher Moor THS-
ATl und THS-A2 nach 24 Stunden. Die carboxymethylierten sulfatierte Hyaluronsau-
ren CMS-1 und CMS-2 ermdglichen als einzige getestete Substanzen den Wieder-
einbau der freigesetzten Arachidonsédure in die Membran innerhalb von 24 Stunden.
Der RCs-Wert ist nach 24-stlindiger Einwirkungszeit 7 - 30fach grofer als nach einer
Stunde.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass alle untersuchten Substanzen eine antiko-
agulierende Wirkung in vitro besitzen. Im Hinblick auf die geringe Cytotoxizitit der
sulfatierten und carboxymethylierten sulfatierten Hyaluronsiduren und auf die AT III-
unabhingige antikoagulierende Aktivitdt konnten sie die herkdmmliche Antikoagu-
lantien-Therapie sinnvoll ergdnzen, so z. B. bei Heparin-Resistenzen und AT III-
Mangel. Auch fiir die Oberflichenbeschichtung von Membranen fiir die Himodialy-
se bietet sich ihr Einsatz an. Ein besonderer Vorteil von S-Hya gegeniiber Heparin
besteht in der biotechnologischen Herstellung von Hyaluronséure, so dass eine Kon-
taminierung mit Viren und pathogenen Keimen ausgeschlossen werden kann. Die
Carboxymethylierung besitzt in chemischer Hinsicht den Vorteil, dass an die Carbo-
xymethylgruppen andere Wirkstoffe gebunden werden kénnen. Unter pharmakologi-

schem Aspekt sind sie den sulfatierten Hyaluronséuren gleichzustellen.
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