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braune, klare Losung bildete. Die Gelbildung verlief innerhalb 1 h. Nach
36 h wurde das Gel vorsichtig unter vermindertem Druck getrocknet. Das
getrocknete Gel wurde pulverisiert und griindlich mit MeOH, THF und
Et,0 gewaschen. Die erhaltenen, rosaroten Silica wurden bei —20°C
gelagert. FT-IR (KBr): #=2011 cm™~' (CO); *'P-MAS-NMR (121.4 MHz,
NH,H,PO, (6=0.8)): 6=38 (br., Phosphan), 26 (br., etwas Phosphan-
oxid), 51 (protoniertes Phosphan).

Die Experimente zum Recycling wurden wie folgt durchgefiihrt. Ein 50-
mL-Edelstahlautoklav, ausgestattet mit einem mechanischen Riihrer,
einem SubstratgefaB, einer Kiihlspirale und einem Probenausla3, wurde
mit 1g Silica, das 1 x 10~> mol Rhodiumkatalysator enthielt, in 10 mL
Toluol und 1 mL n-Propanol beschickt. Die Suspension wurde 1 h bei 80°C
unter 20 bar CO/H, (1/1) inkubiert. Ein Gemisch aus 1 mL 1-Octen und
1 mL Decan in 3 mL Toluol wurde zugegeben, und der CO/H,-Druck
wurde auf 50 bar erhoht. Das Gemisch wurde 24 h geriihrt. Der Autoklav
wurde auf 10°C abgekiihlt und der Druck auf 1.8 bar vermindert. Bei
diesem geringen Uberdruck wurde die Fliissigkeit mit einer 1.2-mm-Spritze
langsam vom Katalysator entfernt. Nachdem der Katalysator mit 5 mL
Toluol gewaschen worden war, wurden 10 mL Toluol zugegeben und der
Druck auf 20 bar erhoht. SchlieBlich wurde das Gemisch auf 80°C erhitzt
und der zweite Cyclus durchgefiihrt.
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Die Bildung neuer Blutkapillaren aus bereits existierenden
BlutgefiBen (Angiogenese oder Neovascularisation; Sche-
ma 1) ist bei einer Reihe physiologischer und pathologischer
Vorginge wie Reproduktion, Embryonalentwicklung, Wund-
heilung, chronischen Entziindungen und malignen Prozessen
von fundamentaler Bedeutung.! Die von Folkman Anfang
der 70er Jahre vertretene Ansicht,/?! daf fiir das Tumorwachs-
tum eine adidquate Blutversorgung notwendig ist, wurde
inzwischen bestitigt. Nachfolgende Untersuchungen haben
zudem belegt, dal nicht nur das Tumorwachstum, sondern
auch die Tumormetastasierung von der Angiogenese ab-
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Schema 1. Der komplexe Prozel der Angiogenese beinhaltet folgende
Phasen: A) Aktivierung von Endothelzellen durch Wachstumsfaktoren,
B) Abbau der Basalmembran des Blutgefifies durch Proteinasen (Kolla-
genasen, Plasminogen-Aktivator), C) Migration und Proliferation von
Endothelzellen in Richtung des angiogenen Stimulus. Dabei werden
Matrixmetalloproteinasen fiir den Abbau der extrazelluldren Matrix
herangezogen. D) Bildung einer neuen Basalmembran rund um das unreife
Gefdf3 und Vereinigung der vorderen Enden zweier sich bildender Gefif3e
(Anastomose). Der AnschluB an das BlutgefiBsystem stimuliert das
Tumorwachstum. Modifiziert nach Lit. [5, 33].

hingt.Pl Aus diesen Griinden hat sich die Angiogenese zu
einem attraktiven Forschungsobjekt fiir die Therapie neopla-
stischer Erkrankungen entwickelt.*”l Dariiber hinaus kom-
men Inhibitoren der Angiogenese auch als Mittel zur Be-
handlung weiterer mit einer Angiogenese einhergehender
Erkrankungen wie der diabetischen Retinopathiel®! und der
rheumatoiden Arthritis® in Betracht.

Die Angiogenese wurde in den letzten Jahren intensiv
untersucht, und eine Reihe endogener Regulatoren wurde
identifiziert.l?” Der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), ein in verschiedenen Isoformen vorkommendes
Protein, wird als der wichtigste Stimulator der Angiogenese
angesehen.'!l Die unterschiedlichen VEGF-Isoformen bin-
den an zwei Tyrosinkinase-Rezeptoren, VEGF-R1 (fit-1) und
VEGF-R2 (flk-1), die fast ausschlieBlich auf der Plasmamem-
bran von Endothelzellen vorkommen.['?l Die Aktivierung der
VEGF-Rezeptoren fiihrt tiber den Ras-Raf-MAP-Kinase-
Weg zur Expression!'! von Proteinasen (Serinproteinasen,
Cysteinproteinasen und Matrixmetalloproteinasen) und spe-
zifischen Integrinen auf der Oberfliche der Endothelzellen
und schlieBlich zur Initiierung der Proliferation und Migra-
tion dieser Zellen in Richtung des angiogenen Stimulus. Bei
der Regulation der Angiogenese kommt dem Transkriptions-
faktor Ets-1 eine entscheidende Rolle zu.l' 'l Einige der
Gene, die fiir die genannten Proteinasen codieren, enthalten
in ihren Promotoren Ets-Bindungsstellen mit dem zentralen
Motiv GGAA/T. Die Bindung von Ets-1 an diese regulato-
rische Kontrollregion erfolgt iiber ein Helix-Schleife-Helix-
Motiv und fithrt zu einer verstirkten Expression dieser
Proteinasen.

Wir konnten bereits zeigen, da3 bei der tumorinduzierten
Angiogenese die Expression von Ets-1 stimuliert wird.!'> 11 Es
ist weiterhin bekannt, dafl die Stimulation humaner Endo-
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thelzellen mit VEGF die Ets-1-Expression induziert.l'”) Inter-
essanterweise ist Ets-1 als ein positives regulatorisches Ele-
ment auch an der Kontrolle der Transkription des Gens fiir
den VEGF-RI1 (flt-1) maBgeblich beteiligt.'*! Die Bedeutung
von Ets-1 fiir die Angiogenese in vivo wurde jedoch bisher
noch nicht nachgewiesen.

Wir berichten hier erstmals, da3 ets-1-Antisense-Oligodes-
oxynucleotide (ODN) die Bildung neuer BlutgefaBie auf der
Chorioallantoismembran von Hithnerembryonen (CAM-As-
say["l) drastisch reduzieren. Dariiber hinaus zeigen wir, da3
der Angiogenese-Inhibitor Fumagillin 3 die Ets-1-Expression
stark inhibiert.

Um die Ets-1-Expression im CAM-Assay zu blockieren,
setzten wir das Antisense-ODN-Phosphorothioat 5'-AGATC-
GACGGCCGCCTTCAT-3' 1 ein, das in kultivierten Endo-
thelzellen die Ets-1-Expression unterdriickt.'”] Dieses 20mer
ist zum AUG-Startcodon und zu einer kurzen Sequenz
,stromabwiérts“ der c-ets-1-mRNA komplementédr. Als nega-
tive Kontrolle (Sense-ODN) verwendeten wir das Phospho-
rothioat 5~ ATGAAGGCGGCCGTCGATCT-3' 2. Die Anti-
sense- und Sense-ODN wurden in drei Versuchsreihen (2.5,
5.0 und 10 pg/Ei; die ODN wurden jeweils in 5 pL einer
150 mm NaCl-Losung und 5 pL Transfektionslosung?” gelost)
am 5. Entwicklungstag direkt auf die Chorioallantoismem-
bran der Hithnerembryonen appliziert. Die Ergebnisse wur-
den am 7. Entwicklungstag ausgewertet. Bei der Applikation
von 5 pg Antisense-ODN 1 (sieben Embryonen gegeniiber
acht Embryonen in der Sense-Kontrollgruppe) wurde eine
drastische Einschriankung der Angiogenese beobachtet: So-
wohl die Zahl als auch der Durchmesser der Blutgefilie
waren signifikant reduziert (Abbildung 1c—g). In den Expe-
rimenten, in denen 2.5 pg ODN appliziert wurden, konnte
weder in der Antisensegruppe (zwei Embryonen) noch in der
Sensegruppe (drei Embryonen) ein antiangiogener Effekt
festgestellt werden. Nach Applikation von 10 pg Antisense-
oder Sense-ODN waren am 7. Entwicklungstag alle sechs
Embryonen in der Antisensegruppe und fiinf der sechs in der
Sensegruppe verstorben. Schlielich wurde bei der Verwen-
dung der reinen Transfektionslosung keine Inhibierung der
Angiogenese beobachtet (Abbildung 1h).

Eine Beteiligung des Ets-1-Transkriptionsfaktors bei der
BlutgefdBneubildung in vivo wurde bisher stark vermutet, da
seine Biosynthese wéhrend der Angiogenese im Rahmen
physiologischer und pathologischer Vorgénge deutlich erhoht
ist und nach Abschluf3 der Angiogenese herunterreguliert
wird.?Y) Unsere Untersuchungen zeigen eindeutig, welche
Bedeutung dem Ets-1-Transkriptionsfaktor bei der Angio-
genese in vivo zukommt. Unsere Ergebnisse werden durch
frithere Experimente mit kultivierten Endothelzellen unter-
mauert.l”? Damals wurde festgestellt, daB die durch 1 indu-
zierte Ets-1-Expressionshemmung zu einer Erniedrigung der
Proliferationsrate und der Migrationsfdhigkeit dieser Zellen
fihrt. Damit in Einklang steht auch die gleichzeitig beob-
achtete Herabsetzung der Biosynthese des Plasminogen-
Aktivators vom Urokinase-Typ und der Kollagenase I, beides
Enzyme, die fiir die Remodellierung der extrazelluldren
Matrix wihrend der Angiogenese essentiell sind.P: 2> 23]

Vor diesem Hintergrund ist der Ets-1-Transkriptionsfaktor
ein interessantes Target™ fiir die experimentelle Krebsthe-
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9 h —

Abbildung 1. Inhibierung der BlutgefaBentwicklung in der Chorioallan-
toismembran von Hiithnerembryonen durch das ets-7-Antisense-ODN 1.
Bei der Applikation von 2.5 ug Antisense-ODN in 10 pL Transfektions-
l6sung (a) und 2.5 pg Sense-ODN in 10 pL Transfektionslosung (b) wurde
kein angiostatischer Effekt festgestellt. Bei der Applikation von 5 ug
Antisense-ODN in 10 pL Transfektionslosung (c, e und g, Beispicle
unterschiedlicher Embryonen) wurde eine drastische Inhibierung der
Angiogenese beobachtet. Im Vergleich zur Sense-Kontrollgruppe (d, f,
jeweils 5 ug Sense-ODN in 10 pL) sind der Durchmesser und die Zahl der
BlutgefaBle signifikant erniedrigt. Bei der alleinigen Applikation der
Transfektionslosung wurde kein angiostatischer Effekt beobachtet (h; der
Balken entspricht 1 cm). Die Oligodesoxynucleotide wurden von Applied
Biosystems, Weiterstadt, und die Transfektionslosung von Euromedex,
Strasbourg, bezogen.

rapie. Neben Antisensestrategien erscheint die Verwendung
niedermolekularer, die Ets-1-Expression hemmender Verbin-
dungen besonders erfolgversprechend. Wir vermuteten, daf3
der Pilzmetabolit Fumagillin 3,4 der die Proliferation von
Endothelzellen in vitro und die Angiogenese in vivo drastisch
inhibiert, seine Wirkung iiber die Modulation der Ets-1-
Expression ausiibt. Um dies zu beweisen, stimulierten wir
humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC)
mit VEGF und untersuchten die Ets-1-Expression mit Hilfe
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des Western Blots in Anwesenheit und Abwesenheit von
Fumagillin. Vier Stunden nach der Applikation von VEGF
(150 ng) beobachteten wir einen signifikanten Anstieg der
Biosynthese des p51- und p39-Ets-1-Proteins,”! wihrend wir
bei gleichzeitiger Gabe von Fumagillin (0.15 nm) eine an-
ndhernd vollstindige Inhibierung der Biosynthese beider
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Proteine feststellten (Abbildung 2). Erwartungsgemif3 inhi-
biert Fumagillin auch die Angiogenese im CAM-Assay
(Abbildung 3).124
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Abbildung 2. Inhibierung der VEGF-induzierten Ets-1-Expression an
kultivierten humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC)
durch Fumagillin. HUVE-Zellen wurden in Medium 200 (TEBU) in
Gegenwart von Low-serum-growth-supplement (LSGS, TEBU) kultiviert.
Die konfluenten Zellen wurden vier Stunden in LSGS-freiem Medium
aufbewahrt und dann weitere vier Stunden mit VEGF (150 ng)/Fumagillin
(0.15 nm) oder nur mit VEGF (150 ng) stimuliert. Proteine wurden mit
Trizol® extrahiert, mittels SDS-PAGE elektrophoretisch getrennt und
anschlieBend auf einer Nitrocellulosemembran fixiert. Der Nachweis von
Ets-1-Proteinen erfolgte mittels ELISA. Dabei wurden sowohl polyklonale
Kaninchen-Antikorper (gegen Aminosduren 422-441, Santa Cruz, Cali-
fornien) als auch monoklonale Maus-Antikérper (gegen Aminosiuren
122288, Transduction Laboratories) eingesetzt. Die Detektion erfolgte
jeweils mit dem BM-Chemolumineszenz-Western-Blotting-Kit (Roche,
Mannheim, Deutschland). VEGF fiihrte zu einer starken Induktion von
p39- (a, polyklonaler Kaninchen-Antikorper) und p51- (b, monoklonaler
Maus-Antikorper) Ets-1-Proteinen (Bahn 2 in beiden Abbildungen), die
durch die Zugabe von Fumagillin nahezu vollstindig inhibiert wurde
(Bahn 3).

a b

Abbildung 3. Hemmung der BlutgefdaBentwicklung in der Chorioallan-
toismembran (CAM) von Hiithnerembryonen durch Fumagillin. Am
5. Entwicklungstag wurde ein Methylcelluloseplittchen!"! (Durchmesser
ca. 2 mm), das 10 ug Fumagillin enthielt, auf das duBere Drittel der CAM
appliziert. Nach 48 h wurde im Vergleich zur Kontrolle (a) eine signifikante
systemische Inhibierung der Angiogenese beobachtet (b).

Das Bisepoxid 3 gehort zu den potentesten Angiogenese-
Inhibitoren, und sein synthetisches Analogon TNP-470 4 ist
der erste Angiogenese-hemmende Wirkstoff, der in die
klinische Priifung kam.?°]

Es wurde bereits gezeigt, dal Fumagillin ein Inhibitor des
Enzyms Methionin-Aminopeptidase-Typ-2 (MetAP-2) ist.[*’]
Die Kiristallstruktur des Fumagillin-MetAP-2-Addukts wurde
1998 verdffentlicht.! Der Zusammenhang zwischen der
Inhibierung der MetAP-2 und der angiostatischen Wirkung
blieb allerdings bisher unklar. Das Cobalt-abhingige MetAP-
2 ist verantwortlich fiir die hydrolytische Spaltung von
N-terminalen Methioninresten in bestimmten Proteinen, die
fiir die Progression des Zellzyklus von Endothelzellen essen-
tiell sind. Vermutlich handelt es sich um Proteine, die an der
Signaltransduktionskaskade des VEGF beteiligt sind.’ Aus
unseren Untersuchungen schlieen wir, daf3 die angiostatische
Wirkung von Fumagillin vor allem auf die Ets-1-Expressions-
hemmung zuriickzufiihren ist. Wie diese Hemmung zustande
kommt, ist noch nicht geklidrt, moglicherweise durch eine
Fumagillin-vermittelte Inhibierung der Biosynthese oder
Stimulierung des Abbaus von Ets-1. Ebenfalls denkbar wire,
daf die MetAP-2 an der Regulation der Aktivitéit des Ets-1-
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Transkriptionsfaktors beteiligt ist.?!] In diesem Zusammen-
hang ist wichtig anzumerken, dafl Ets-1 einen N-terminalen
Methioninrest aufweist®! und somit ein potentielles MetAP-
2-Substrat darstellt.

Eingegangen am 29. Mirz,

verdnderte Fassung am 21. Juni 1999 [Z13221]
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