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Zusammenfassung:

Lymphangiogenese ist die Neubildung lymphatischeféaGe aus bereits bestehenden. Im
adulten Organismus findet Lymphangiogenese nahegschliel3lich wahrend pathologischer
Prozesse statt. Im Tumorkontext korreliert eineldllelung lymphatischer Gefal3e haufig mit
erhohter Metastasierung und einer schlechten Peegiin den Patienten. Im Gegensatz dazu
kann ein Mangel an funktionellen LymphgefalRen zu mpiédemen fihren.
Lymphangiogenese kontrolliert zu manipulieren esstthlb ein vielversprechender Ansatz bei

der Entwicklung neuer Therapien fir verschiederenKheitsbilder.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fragmente der Egliwaren Matrix-Komponente
Hyaluronsaure als neue lymphangiogene Faktorentifdégrt. Diese niedermolekularen
Hyaluronsaure (sHA)-Molekile kommen in gesundem &mwnur in geringen Mengen vor,
bei Entziindungsreaktionen oder im Tumorkontext kasallerdings zu einer Akkumulation
kommen. Die stark bioaktive sHA verfiigt Uber prammatorische und pro-angiogene
Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit konnteeggt werden, dass sHA einen grél3en-
und konzentrationsabhéngigen biphasischen Effektdea Proliferation primérer humaner
Lymphendothelzellen (LECs) vermittelt, wahrend ke Fragmente eine starkere pro-
proliferative Wirkung als grol3ere sHA-Molekule bdesn. Die pro-lymphangiogene Wirkung
von sHA wird Uber den lymphatischen Marker LYVE-&rmittelt, der in stark sialisierter
Form auf den LECS exprimiert wird. Hohe sHA-Konzatibnen hingegen inhibierten die
Proliferation, Migration und Gefal3bildung von LE@svitro. Neben einer morphologischen
Veranderung der LECs induzierten hohe sHA-Konzéotmian zusatzlich eine TGE-
unabhangige Herrunterregulierung der lymphatisdfiarker LYVE-1, Prox-1 und VEGFR-
3. Zur Untersuchung der mdglichen Rolle von sHA wethem Rezeptor LYVE-1 in der
Tumormetastasierung wurde das murine 4T1-Brusttomadell verwendet und sowohl in
Wildtyp- als auch in LYVE-1 defizienten Tieren gstet. Dabei stellte sich heraus, dass
sowohl das Tumorwachstum als auch die Metastagleiandie Lunge von LYVE-1
unabhangig war. Allerdings war die Metastasierumgdie Lymphknoten in den LYVE-1
defizienten Tieren bei identischen sHA-Konzentragio in der interstitiellen Flussigkeit der
Primartumore signifikant beeintrachtigt. Zusammesénd kann festgehalten werden, dass
mit niedermolekularen Fragmenten von Hyaluronsaoneele lymphangiogene Faktoren
beschrieben wurden, die konzentrations- und grdf¥em®ig die Funktion und ldentitat von

LECs auf mehreren Ebenen beeinflussen.



Abstract

Lymphangiogenesis is defined as the formation af henphatic vessels from preexisting
ones. In Adults, lymphangiogenesis is nearly comeplerestricted to pathological conditions.
In the context of tumors, the formation of new lymfic vessels often correlates with
increased metastasis formation and a poor progfmsgancer patients. In contrast, a lack of
functional lymphatic vessels can lead to the foromabf lymphedema. Thus, a controlled
manipulation of lymphangiogenesis represents a iom approach in the treatment of

various pathological disorders.

In the present work, fragments of the extracellatatrix component Hyaluronic Acid were
identified as new lymphangiogenic factors. Thess-meolecular weight Hyaluronic Acid
molecules (sHA) occur only in very low concentragoin healthy tissues, whereas during
inflammation and tumor growth, an accumulation bffAscan take place. sHA is highly
bioactive and possesses pro-inflammatory and pgeganic properties. In the present work,
it has been shown, that sHA mediates a size- ars@-dependent biphasic effect on the
proliferation of primary human lymphatic endothklieells (LECs), while small sHA
molecules had a stronger pro-proliferative effeaant bigger HA-fragments. The pro-
lymphangiogenic impact of sHA is mediated via thmphatic marker LYVE-1, which is
expressed on the surface of the LECs in a higladlylsied manner. In contrast, high sHA
concentrations inhibitn vitro the proliferation, migration and tubule formatioh LECs.
Additionally to a morphological alteration from apithelial to a fibroblast-like phenotype,
high sHA concentrations induced, by a T@Hidependent way, the downregulation of the
lymphatic marker LYVE-1, Prox-1 and VEGFR-3 in LEd® investigate the putative role of
sHA and its receptor LYVE-1 in tumor metastasis,rimel 4T1 breast cancer cells were
implanted into wildtype- and LYVE-T mice. Thereby, it has been demonstrated that tumor
growth and lung metastasis were independent of LMVHowever, despite having detected
the same amounts of sHA in the interstitial fluiitbe primary tumors of wildtype and
LYVE-1 7 mice, lymph node metastasis in the LYVE-1 defitierice were significantly
affected. In summary, fragments of Hyaluronic Adwhve been described as new
lymphangiogenic factors which influence the functiand identity of LECs in a size- and

dose-dependent manner at various levels.
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Einleitung

1.Einleitung

1.1 Lymphatisches System
1.1.1 Aufbau und Funktion des Lymphgefaf3systems

Alle Wirbeltiere verfigen tber ein Lymphgefal3systeias in seiner Komplexitat variiert und
mit Ausnahme des Gehirns und der Retina in nahben @rganen vorhanden ist (Albrecht
und Christofori, 2011).

Das Lymphgefal3system erflllt eine ganze Reihe Vosiplogischen Funktionen. Innerhalb
eines Tages werden beim Menschen bis zu zwei Litggrstitielle Flussigkeit vom
lymphatischen System zurlick in die Blutzirkulatigeschleust, um die Homdostase im
Organismus aufrechtzuerhalten. Zuséatzlich werdefalfdnodukte aus Geweben und Organen
abtransportiert. Das lymphatische System spielt hawine zentrale Rolle in der
Immunabwehr. Pathogene und Immunzellen kénnen zmpbinoten, die innerhalb des
Systems als Filterstationen fungieren, transpanierden. Dort kommt es dann zur Initiation
einer Immunantwort. Schliel3lich unterstitzt das psystem den Transport von
Nahrungsfetten vom Darm in die Leber (Albrecht @idistofori, 2011).

Die feinsten Verzweigungen des Lymphgefa3systemideri die blind-endenden
Lymphkapillaren, die hauptsachlich fur die Aufnahwen Stoffen, Zellen und Flissigkeiten
zustandig sind. Ihre Gefallwand ist einschichtig besitzt keine Basalmembran. Die Zellen
sind dort Uber relativ lose Zell-Zellkontakte mitander verbunden, die hauptséchlich aus den
Adhasions- und Tight-junction-Proteinen VE-Cadhefrccludin und Claudin-5 aufgebaut
sind (Baluk et al., 2007). Die Lymphkapillaren mé&nduber VorsammelgefalRe in die
Hauptsammelgefalie des Lymphgefal3systems, die lerSehicht glatter Muskelzellen
verfigen. Die Lymphendothelzellen (LECs) sind heager miteinander verbunden, was auf
eine veranderte Organisation von VE-Cadherin, Qficlund Claudin-5 zuriickzufuhren ist.
Zusatzlich verfugen diese Zellen Uber eine Basalomam (Baluk et al., 2007). Der
unidirektionale Fluss der Lymphe von der Peripheugick in die Blutzirkulation wird durch
Klappen in den SammelgefalRen ermoglicht. Die dmdrede Kraft fir den Fluss der Lymphe
sind die Kontraktionen der glatten Muskelzellen, r d&Skelettmuskulatur und
Atembewegungen (Albrecht und Christofori, 2011)e Diymphe wird Uber deructus
Thoracicus und den rechten Lymphgang in die Venen der Na@gon zurlck in die

Blutzirkulation befordert.
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1.2. Molekulare Regulation der Lymphangiogenese

Lymphangiogenese wird als die Neubildung von LynejdBen aus bereits bestehenden
definiert. Dieser Prozess unterliegt dabei einenfdexen molekularen Regulation. Faktoren,
die die Lymphangiogenese férdern, werden hierbsi @mo-lymphangiogen, hemmende

Molektle als anti-lymphangiogen bezeichnet

1.2.1 Lymphangiogene Faktoren

Wachstumsfaktoren aus der VEGF (Vascular endotiggiavth factor)-Familie besitzen eine
herausragende Rolle in der Steuerung und Regulat@nlLymphangiogenese. Der pro-
lymphangiogene Faktor VEGF-C (Vascular endothefjadwth factor)-C stellt dabei das
zentrale Molekul in der Regulation dieses Prozedses VEGF-C vermittelt seine Wirkung
Uber die Bindung an die Rezeptor-Tyrosin-KinasenG¥R (Vascular endothelial growth
factor receptor)-2 und VEGFR-3, die auf Blut- unghiphgefal3en exprimiert werden. Durch
post-translationale Prozessierungen wird die Afffinvon VEGF-C schrittweise von einer
starken Bindung zu VEGFR-2 zu einer erhdhten Biggéaffinitat zu VEGFR-3 veréndert
(Joukov et al., 1997). Eine Uberexpression von VEGH muriner Haut fuhrt zu einer
Proliferation und Vergrof3erung lymphatischer Gefaebei Blutgefal3e nicht betroffen sind
(Jeltsch et al., 1997). Eine Uberexpression von FEGin Tumorzellen korreliert mit einer
erhohten tumoralen Lymphgefal3dichte, einem erhoHtgmphfluss, einer verstarkten
Metastasierung in Lymphknoten und anderen Organed stellt einen wichtigen
prognostischen Faktor in der Krebstherapie dar¢gliita et al., 2001; Skobe et al., 2001; Su
et al.,, 2006). Diese Effekte konnen durch die lidring des VEGFR-3-Signalweges und
Verwendung eines blockierenden VEGFR-3-Antikorpggmindert oder aufgehoben werden
(He et al., 2002a; Hoshida et al., 2006). VEGF-@Isgbenfalls eine zentrale Rolle bei der
Entwicklung des LymphgefaR3systems, bei entziindficieaktionen und wird bei der
Therapie von Lymphédemen erfolgreich eingesetzt{iRaki et al., 1998; Karkkainen et al.,
2004; Tammela et al., 2007; Kataru et al., 2009téénvuo et al., 2011).

Neben VEGF-C gibt es weitere Vertreter der VEGF-Ham die Uber eine pro-

lymphangiogene Wirkung verfigen. So beeinflusst ¥eE&neben der Angiogenese und der
Tumorprogression auch Prozesse der Lymphangiogelres@ansgenen Mausen fuhrte eine
Uberexpression von VEGF-A zu einer Proliferation GFER-2-positiver, tumorassoziierter
Lymphgefal3e, nodaler Lymphangiogenese und einstar&ten Metastasierung (Hirakawa et

al., 2005). Neben einer Expression in Tumorzelleonrite auch in B-Zellen des
2
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Immunsystems die Expression von VEGF-A festgestelterden, die zu einer
Lymphangiogenese in lokalen Lymphknoten fiihrte mnd Entwicklung von postkapillaren
Venolen beitragt (Shrestha et al., 2010). VEGF-Ibdbt ebenfalls an die Rezeptoren
VEGFR-2 und VEGFR-3 (Achen et al., 1998). Es korgeeeigt werden, dass dieser pro-
lymphangiogene Faktor die Bildung neuer LymphgeféafieTumorkontext induziert und
einen Beitrag zur Metastasierung liefert (Stackeale 2001; Lin et al., 2012; Yanagawa et
al., 2012). Eine Uberexpression von VEGF-D fiihrte Mausmodell zu einem verstarkten

Auftreten von Tumoren und einer deutlich verkirztebensspanne (Kotimaa et al., 2012).

Die zentrale Rolle von VEGF-C in der Lymphangioganevird daran deutlich, dass eine
Reihe lymphangiogener Faktoren ihre Wirkungen gldiriber eine Hochregulierung von
VEGF-C vermitteln. Eine Uberexpression der Cyclapyase-2 (COX-2), einer Isoform der
Prostaglandin H-Synthase, in Brustkrebszellen, tfior einer verstarkten Expression von
VEGF-C. Die Expression von COX-2 korreliert mit dexpression von VEGF-C und der
LymphgefaRdichte in klinischen Proben von Brustkpettienten (Su et al., 2004). Das pro-
inflammatorische Zytokin Interleukin-17 (IL-17) fdert die Migration und die Ausbildung
gefalRartiger Strukturen von LECs. Im Tumormodelhite eine Korrelation zwischen der
Expression von IL-17, VEGF-C und der Lymphgefal3tictestgestellt werden (Chen et al.,
2010). Neben einer Induktion in Tumorzellen gibkesh lymphangiogene Faktoren, die eine
Expression von VEGF-C in Immunzellen bewirken. Brgpoietin (EPO), ein Hormon, das
primar an der Entstehung roter Blutkdrperchen bgteist, konnte in Mausmodellen mit
Brustkrebs- und Melanomzellen die Expression vorG¥EC in Makrophagen induzieren.
Dies fuhrtein vivo zu einer verstarkten Lymphangiogenese und Meiastag in den
Lymphknotenjn vitro stimulierte EPO die Proliferation und MigrationnvbECs (Lee et al.,
2011). Die pro-lymphangiogene Wirkung von FGF-2dmitlurch eine Hochregulierung von
VEGF-C und -D vermittelt (Chang et al.,, 2004). Hir entscheidet die eingesetzte
Konzentration Uber eine pro-angiogene oder pro-tyamgiogene Wirkung von FGF-2
(Chang et al., 2004). Indirekte Wirkungsweisen Iyiapgiogener Faktoren kdonnen auch
unabhangig von VEGF-C sein. So konnte zum Beispegteigt werden, dass der pro-
lymphangiogene Effekt von Interleukin-7 Uber diecHaegulierung von VEGF-D vermittelt
wird (Al-Rawi et al., 2005).

Eine Reihe von Molekilen beeinflusst direkt denzeéss der Lymphangiogenese durch die

Steuerung der Proliferation, Migration und der Alding gefalartiger Strukturen durch
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LECs. Der Wachstumsfaktor PDGF-BB (Platelet-derigrdwth factor BB) besitzt pro-
lymphangiogene Eigenschaften und fungiert als Clkemiir LECs. Durch die Bindung an
die Rezeptoren PDGIR und PDGBR induziert PDGF-BBin vitro und in vivo die
Lymphangiogenese und fordert die lymphogene Metastiang (Cao et al., 2004). Die pro-
lymphangiogenen Effekte von IGF-1/-2 (Insulin-likgrowth factor 1/2) und des
Wachstumshormons GH (growth hormone) beruhen auflmiduktion der Proliferation,
Migration und dem Bilden neuer Gefal3strukturen MdBCs und werden durch eine
Blockierung von VEGFR-2 oder VEGFR-3, den Rezeptoren VEGF-C, nicht beeinflusst
(Bjorndahl et al., 2005; Banziger-Tobler et al.08)

Im Gegensatz zur grof3en Anzahl pro-lymphangiogdradtoren sind bisher nur wenige
endogene Moleklle bekannt, die eine hemmende Wirkaaf die Lymphangiogenese
besitzen. Das Zytokin TGP das in den Isoformen TGF4/-2 und -3 vorkommt und wie
BMPs (Bone morphogenic proteins) und GDFs (Growith differentiation factors) zur TGF-
B-Superfamilie gezahlt wird (Shi und Massagué, 20@assague, 2008), verfugt Uber anti-
lymphangiogene Eigenschaften. In funktionellen Asdeonnte gezeigt werden, dass TBF-
zum einen die Proliferation und Migration von LE@smmt, als auch deren Fahigkeit zur
Bildung gefal3artiger Strukturen unterdrickt. Zukétz kommt es zu einer
Herrunterregulierung der lymphatischen Marker LYVEmd Prox-1 (Oka et al., 2008). Im
Kontext von Lymphédemen konnte gezeigt werden, dass Hemmung von TGE-zu einer
gesteigerten Funktion der Lymphgefaf3e fuhrt une edimsetzende Lymphangiogenese zu
beobachten ist (Avraham et al., 2010a). Im Tumatdxinkonnte eine ambivalente Rolle von
TGF$ nachgewiesen werden (Xie et al., 2002; Massagd@8)2 In der pramalignen oder
frihen Phase der Tumorentwicklung verfugt T Eber eine inhibierende Funktion, spater
jedoch kann dieses Zytokin wichtige Vorgange umnigzen, die die Tumorprogression und
Metastasierung fordern (Biswas et al., 2004; S&ogers et al., 2004; Mufoz et al., 2006;
Massagué, 2008). Seine pro-tumorale Wirkung wirdrld@i unter anderem durch die
Induktion der Epithelialen-Mesenchymalen-TransitiggMT) vermittelt (Derynck und
Akhurst, 2007). Zusatzlich konnte gezeigt werdemssd TGH3-1 in Blut- und
Lymphendothelzellen eine Endotheliale-Mesenchyniadmsition (EndoMT) induzieren
kann, die mit einer morphologischen Verédnderung delten, einer Herrunterregulierung
endothelialer bzw. lymphatischer Marker und eineclitegulierung mesenchymaler Marker
einhergehen kann (Zeisberg et al., 2007; Claval.e008).
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Endostatin, ein Fragment von Kollagen XVIII, inreti die Proliferation und Migration von
LECs konzentrationsabhangig. Dieser Wirkmechaniserdislgt wahrscheinlich tber eine
Herrunterregulierung von VEGF-C, konnte doch gezeigrden, dass eine Uberexpression
von Endostatin zu einer Reduktion von VEGF-C umeeHemmung der Lymphangiogenese
und Lymphknotenmetastasierung fuhrt (Shao und X@45; Brideau et al., 2007). Dieser
inhibitorische Effekt ist offenbar auf proliferativLymphgeféaf3e beschrankt und beeinflusst

die Funktion normaler LymphgeféalRe nicht (Zhuo gt2010).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bemeite Reihe pro- und anti-
lymphangiogener Faktoren beschrieben wurde. DasnA@lsder Lymphangiogenese kdnnte
durch eine Anderung des Gleichgewicht zwischenegidsaktoren bestimmt werden, ahnlich

der Regulierung der Angiogenese (Hanahan und Faolka296)
1.3 Lymphangiogenese in Entwicklung und pathologi$®n Prozessen

Wahrend der Embryonalentwicklung kommt es zur Bigludes Lymphgefal3systems, ein
Prozess, der als embryonale Lymphvaskulogenesachae¢ wird. Im adulten Organismus
findet Lymphangiogenese unter physiologischen Bgdigen nur begrenzt statt. Ausnahmen
sind das Endometrium wahrend des Menstruationsgykind die Wundheilung. Bei
verschiedenen pathologischen Prozessen wie Entageduoder Krebs kann jedoch eine
Neubildung lymphatischer Geféal3e beobachtet werden.

1.3.1 Embryonale Lymphvaskulogenese und Lymphangiepese

Das Lymphgefa3system bildet sich wahrend der Enmatgmtwicklung erst nachdem sich
das Blutgefal3system formiert hat (Albrecht und &bfori, 2011). Am anterioren Teil der
Kardinalvene kommt es bei einzelnen Zellen zur Egpion des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor Rezeptors (VEGFR)-3, einer transbnanen Rezeptor-Tyrosinkinase, und
des lymphatischen Markers LYVE-1 (Albrecht und Gtofori, 2011). Durch die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors Sox-18 wird die Expreassies lymphatischen Regulators Prox-1
in diesen Zellen induziert. Es konnte gezeigt werdiass eine Uberexpression von Sox-18 in
Blutendothelzellen (BECs) zu einer Expression lyatgther Marker fuhrt (Francois et al.,
2008). Neben Sox-18 ist auch HoxD8 an der Induktioa der Aufrechterhaltung der Prox-1-
Expression in LECs beteiligt (Harada et al., 200®jox-1 stellt das zentrale Gen in der
Differenzierung lymphatischer Zellen aus Blutgefél3dar. Durch die Induktion der

Expression lymphatischer Marker wie VEGFR-3 und dé@mplexbildung mit dem
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Transkriptionsfaktor COUP-TF |l ist Prox-1 in derade, das Auswandern der ersten
Lymphendothelzellen aus den Kardinalvenen zu stererhh und die Aufrechterhaltung des
lymphatischen Charakters dieser Zellen zu gewdtelei(Wigle und Oliver, 1999; Wigle et

al., 2002; Lee et al., 2009; Yamazaki et al., 2009)

Nach dem Auswandern der LECs aus der Kardinalveigeieren diese in das umgebende
Gewebe, proliferieren und bilden den sogenanntemphatischen Plexus. Der pro-
lymphangiogene Faktor VEGF-C, der von umliegendessanchymalen Zellen sezerniert
wird, stellt das chemotaktische Signal dar, dass ausknospung der Lymphgefal3e induziert
(Karkkainen et al., 2004). Diese Wirkung von VEGHsCstark abhangig von der Expression
von VEGFR-3 und dessen Corezeptors Neuropilin-2{®rauf der Oberflache der LECs
(Xu et al.,, 2010). Das sezernierte Protein CCBEpiels ebenfalls eine Rolle in der
embryonalen Lymphangiogenese. Ein Defekt in die§an flihrt beim Menschen zu einer
Dysplasie der LymphgefalRe (Alders et al., 2009; atogt al., 2009). Durch die Induktion
dieser Vorgange kommt es zur Bildung erster priraitiLymphgefalle, die sich nachfolgend

von den BlutgefalR3en separieren.

LECs exprimieren auf ihrer Oberflache den lympludtesy Marker Podoplanin, der an den
CLEC-2-Rezeptor auf Blutplattchen binden kann. Deldkkommt es zu einer SYK-, SLP-76-
und Phospholipase y2-abhangigen Aktivierung der Blutplattchen. Diesetivierung
induziert die Trennung von Blut- und Lymphgefal¥utationen in den SYK-, SLP-76- und
Phospholipase {2-Genen fuhren zu blutgefillten LymphgefaRen (kehet al., 2009;
Bertozzi et al., 2010; Carramolino et al., 2010riblet al., 2010).

Die Reifung lymphatischer Gefal3e beinhaltet dienkacklung des primitiven lymphatischen
Plexus in ein hierarchisches Netzwerk von Lymphlka@n und lymphatischen
Sammelgefall3en. Die Transkriptionsfaktoren Foxc2 NRATcL sind bei der Rekrutierung
von glatten Muskelzellen und Perizyten involviddofrmén et al., 2009). Die Bildung von
Lymphklappen, die den unidirektionalen Fluss demppe ermdglichen, wird durch eine
Interaktion von Integrinkd mit Fibronektin-EIlIA induziert (Bazigou et aRp09).

Die embryonale Entwicklung des Lymphgefal3systeneit fomit ein &ulRerst komplexer
Prozess dar, der noch nicht vollstandig entschlilsagde. Durch die Verwendung weiterer
Modelorganismen wie den Krallenfrosch oder den 2Zffch erhofft man sich, neue

interessante Erkenntnisse in der Lymphvaskulogeneselangen (Ny et al., 2005, 2006).
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1.3.2 Lymphangiogenese in Entziindungsreaktionen

Das lymphatische System ist an der Wundheilung amdEntziindungsreaktionen beteiligt.
Pathogene und Zellen kénnen durch Lymphgefal3eivedamfach aufgenommen und zu
Lymphknoten abtransportiert werden, wo die Initiegy der Immunantwort stattfindet
(Albrecht und Christofori, 2011).

Durch eine Stimulation von LECs mit pro-inflammaschen Zytokinen wie TNIe- kommt

es zu einer Sezernierung von CCL-21, was Uber dl@dntegrin-abhangigen Mechanismus
zu einer erhdhten Transmigration von dendritischetllen in das Lymphgefal3system fuhrt
(Johnson und Jackson, 2010). Pro-inflammatorisclytokihe sind in der Lage, die
Expression von VEGF-C in Fibroblasten und Immurezelivie dendritischen Zellen und
Makrophagen zu induzieren (Ristiméaki et al., 1998mrah et al., 2003; Kataru et al., 2009).
Eine erhdhte Expression von VEGF-C korreliert intZzandungen und der Wundheilung mit
der Induktion von Lymphangiogenese, einer Erhohdeg lymphatischen Flusses und einer
verstarkten Beseitigung von Pathogenen (Saaristaalet 2006; Kataru et al., 2009;
Huggenberger et al., 2011). Durch die Stimulieramginflammatorischen Zytokinen konnte
eine NF«kB-abhangige Hochregulierung lymphatischer Markex WEGFR-3 und Prox-1 in
LECs beobachtet werden. Dies fuhrte zu einer watstd Proliferation und Migration dieser
Zellen. Zusatzlich kam es, vermittelt durch dierlste VEGFR-3-Expression, zu einer
erhohten Sensibilitat der LECs gegeniber VEGF-Cs wa einer deutlich verstarkten
Lymphangiogenese fuhrte (Flister et al., 2010) eHiaufige Folge entzindlicher Reaktionen
ist die Bildung von lokalen Schwellungen in GewebEme spezifische Aktivierung von
LymphgefalRen fuhrt zu einer Verminderung dieser@tiangen und zu einer Begrenzung
der entziindlichen Reaktion (Huggenberger et all,120Die Bildung neuer Lymphgefalie
basiert primér auf der Proliferation und Migratieon LECs. Im Kontext von Entziindungen
kann es zusatzlich zu einer Hochregulierung lympbaér Marker wie LYVE-1 und Prox-1
in Makrophagen fuhren, was diese dazu befahigthastehende lymphatische GefalRe zu
integrieren und somit strukturell die Lymphangioge® mittels Transdifferenzierung zu

unterstitzen (Maruyama et al., 2005; Zumsteg £2@09).

1.3.3 Lymphddeme

Fehlfunktionen der Lymphgefal3e kbnnen zu einem &au.ymphe in Geweben fihren, was
zu einem Anschwellen der betroffenen Bereiche flibié Ursachen fir diese sogenannten
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Lymphddeme sind vielschichtig und man unterschemiterell zwischen priméaren und
sekundéaren Lymphddemen (Alitalo, 2011).

Primare Lymphddeme sind Erkrankungen des Lymphsystelie durch Defekte in Genen
hervorgerufen werden, die fur die Struktur und Rigmalitat des Lymphsystems essentiell
sind. Bei der haufigsten Form der primaren Lympimdeledem Lymphddem-distichiasis, liegt
eine Mutation im Gen des Transkriptionsfaktors Roxor. Diese fuhrt zu einer fehlerhaften
Entwicklung der Lymphklappen, einer mangelnden gatssng der Lymphgefal3e mit glatten
Muskelzellen und Komponenten der Basallamina (Nérrmet al., 2009). Durch eine
Mutation im VEGFR-3-Gen kommt es zum chronischensdiwellen von Extremitaten
(Karkkainen et al., 2001). Momentan ist die maraudlymphdrainage die einzige, meist
suboptimale Therapiemdglichkeit. Genetisch bedingéhlfunktionen des lymphatischen
Systems konnten in Zukunft aber durch Therapierobeh werden, die darauf abzielen, die
Funktion des Systems durch Behandlung mit pro-lyangiogenen Faktoren wie VEGF-C
oder VEGF-D wiederherzustellen. Durch die Verabireig und den genetischen Transfer
von VEGF-C konnte in Versuchstieren die Bildung pmatischer Gefal3e angeregt und der
Ruckgang von Lymphdédemen induziert werden (Karkdmaiet al., 2001; Norrmén et al.,
2011).

Sekundare Lymphddeme entstehen durch Fehlfunktidesri_ymphgefaldsystems, die durch
Verletzungen, operative Eingriffe oder Bestrahlungerursacht wurden (Alitalo, 2011). Bei

Brustkrebspatienten kann nach der operativen Entfey der axillaren Lymphknoten haufig
ein Anschwellen der Arme beobachtet werden, was @ukn deutlich verringerten

Abtransport der interstitiellen Flussigkeit aus déewebe zuriickzuftihren ist (McLaughlin et
al., 2008; Stanton et al., 2009). Momentan ist d&nuelle Lymphdrainage auch hier die
einzige Therapiemoglichkeit. Die Behandlung dielsgmphddeme konnte in Zukunft, wie

bei den primaren Lymphddemen, durch eine Verabueighvon pro-lymphangiogenen

Wachstumsfaktoren wie VEGF-C und —D und unter Und#a einer Transplantation von
Lymphknoten erfolgen. Bei Schweinen flihrte eine tGerapie mit VEGF-C und —D und eine
Lymphknotentransplantation zur Neubildung von Lymeti3en und Beseitigung der
Lymphddeme (Tammela et al., 2007; Lahteenvuo g2@l1).

Die genauen molekularen Mechanismen, die zur Abfezbaltung von Lymphoédemen
beitragen, sind noch nicht geklart. Fibrose spmale wichtige Rolle bei der Entstehung von
Lymphodemen. TGIB; ein Regulator der Fibrose, ist an der Induktie@m \Lymphddemen

8
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beteiligt (Clavin et al., 2008). Eine BehandlungnveECs mit TGF3 fuhrt zu einer
Herrunterregulierung lymphatischer Marker wie LYMEund Prox-1. Zusatzlich bewirkt
diese Behandlung eine Verringerung der Proliferatiad Migration der LECs und inhibiert
deren Fahigkeit, gefaRartige Strukturen auszubil@&avin et al., 2008; Oka et al., 2008).
Erhbhte Konzentrationen von TGFkonnten in Proben von Patienten mit Lymphddemen
nachgewiesen werden (Avraham et al., 2010a). F@&f-somit ein zentrales Molekdl in der
Initierung und Aufrechterhaltung primérer Lymphaae und entsprechend geht seine
Inhibierung mit einer Reduktion der Fibrose und tgeerter Lymphangiogenese und

Funktionsfahigkeit der Lymphgefal3e einher (Avraletral., 2010a).

Sowohl bei Entziindungsreaktionen als auch bei Odegabt eine erhdhte LymphgefaRdichte
somit mit einer Abschwachung des Krankheitsbildedher. Eine kontrollierte Stimulation
der Lymphangiogenese konnte daher ein therapeatisghsatz in diesen pathologischen

Prozessen darstellen.
1.4 Metastasierung und Tumor-induzierte Lymphangiognese

Neben ihrer Rolle in der Embryonalentwicklung, be&ntziindungsreaktionen und
Lymphddemen besitzt die Lymphangiogenese eine aentrBedeutung bei der

Metastasierung.

Neben Herz- und Kreislauferkrankungen stellen Twerieankungen eine der haufigsten
Todesursachen in Industrienationen dar (Weltgeseitgtirganisation WHO, 2008). Durch

chirurgische Eingriffe und anschlielende Therapk&mnen Primartumore gut entfernt

werden. Die gro3te Gefahr fir den Patienten gdbtdiahgs von der Fahigkeit der Tumore
aus, sekundare Geschwiilste in entfernten RegiorsnKérpers zu bilden (Sleeman und
Steeg, 2010). Die Formierung von Metastasen l|agdt sur schwer blockieren und

Sekundartumore konnen aufgrund ihres oft systerarscAuftretens nur sehr schwer

behandelt werden (Gonzalez-Angulo et al., 2007n Metastasen befallene Organe erleiden
bei fortschreitendem Wachstum des Sekundartumarsneerheblichen bis vollstandigen

Funktionsverlust. Dies ist ein Grund dafur, weshdktastasen in Uber 90% fur den Tod von
Krebspatienten verantwortlich sind (Sporn, 1996).
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1.4.1 Metastasierung
Die Verbreitung von metastasierenden TumorzellerOiganismus kann prinzipiell auf drei
Arten erfolgen: durch die direkte Einwanderung vatlen in benachbarte Kérperhéhlen und

den Transport Uber das Blut- und Lymphgefal3sys&eefnan et al., 2009).

Der Bildung von Metastasen liegt eine Reihe von akllaren und zellularen Ablaufen
zugrunde, welche unter dem Begriff der Invasionaddtdsierungs-Kaskade zusammengefasst
werden (Valastyan und Weinberg, 2011). Im Allgereaindsst sich diese Kaskade in

folgende Schritte unterteilen:

- Einwandern von Tumorzellen in umgebendes Gewebe Dundchbrechen der
Basalmembran

- Eintritt in das Lymph- und Blutgefal3system (Intreathon)

- Uberleben des Transports in der Zirkulation

- Verlassen des Gefal3systems und Einwandern in ges@elvebe (Extravasation)

- Anpassung der Tumorzellen an die Bedingungen imdeen Umgebung und Bildung
von Mikrometastasen

- Initiilerung eines (pro-)proliferativen ProgrammesduFormation makroskopischer

Metastasen

1.4.2 Tumor-induzierte Lymphangiogenese

Aufgrund des Aufbaus und der Struktur des lympbkhgs Systems, das sich unter anderem
durch relativ lose Zell-Zellkontakte und das Fehdamer Basalmembran auszeichnet, kdnnen
Tumorzellen verhaltnismafig leicht in das lymphates Gefal3system einwandern. Wie bei
der Angiogenese koénnen Tumore die Neubildung vonmphgefalRen fordern
(Lymphangiogenese). Diese Lymphangiogenese spigie ewichtige Rolle bei der
Metastasierung (Sleeman et al., 2009; Tammela didl@d 2010; Albrecht und Christofori,
2011).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dassore Uber das lymphatische System
metastasieren kdnnen und das Auftreten von Lympbgagese im Kontext muriner und
humaner Tumore oft mit einer schlechten Prognosieegeht (Karpanen et al., 2001;
Mandriota et al., 2001; Skobe et al., 2001; Hosleidal., 2006; Su et al., 2006).
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Tumore sind neben Stromazellen in der Lage, Faktatesezernieren, die die Proliferation
und Migration von LECs fordern. Diese tumor-indutgeLymphangiogenese bewirkt eine
erhohte LymphgefaRdichte in der Umgebung des Tunwaais invasiven Tumorzellen eine
vergroRerte Anzahl an Eintrittsstellen in das lyefdcthe und somit auch in das
Blutgefal3system eroffnet. Zuséatzlich kommt es dudal erhohte Gefalidichte zu einem
Anstieg des lymphatischen Flusses in benachbaryamphknoten, was dazu fuhrt, dass sich
mehr Tumorzellen in der Zirkulation befinden. Dudibse vergréRerte Anzahl zirkulierender
Tumorzellen wird die Wahrscheinlichkeit einer egi@ichen Metastasierung deutlich erhdht
(Alitalo und Carmeliet, 2002; Thiele und Sleema®0&, Sleeman und Thiele, 2009; Alitalo,
2011).

In verschiedenen Tierexperimenten und klinischardi®h konnte gezeigt werden, dass eine
erhohte Expression und Sezernierung von VEGF-Grmr énduktion der Lymphangiogenese
fuhrt. Dies bewirkte eine verstarkte Bildung von t&ltasen in Lymphknoten und vom
Primartumor entfernten Organen wie der Lunge. Di&déekt konnte durch eine Blockade
des auf Lymphgefalen exprimierten Molekils VEGFRIBm Rezeptor von VEGF-C,
aufgehoben werden (Karpanen et al., 2001; Skobkk,&1001; He et al., 2002; Hoshida et al.,
2006; Su et al., 2006; Krishnan et al., 2003). @@ lymphangiogene Wirkung von VEGF-D,
einem Liganden von VEGFR-2 und VEGFR-3, und die itla@mhergehende verstarkte
Metastasierung konnte ebenfalls durch blockierefalikorper inhibiert werden (Stacker et
al., 2001; Thiele und Sleeman, 2006).

Tumorzellen kdnnen sowohl in intra- als auch penzale Lymphgefal3e einwandern und
sich Uber das Zirkulationssystem in entfernte Kingggonen transportieren lassen. Welche
dieser Lymphgefale einen héheren Beitrag zur Metesting liefert, ist jedoch noch unklar
(Padera et al., 2002; Kyzas et al., 2005).

Invasive Tumorzellen sind in der Lage, ihre Einwenuehg in und durch das lymphatische
System durch die Verwendung bereits existierendechdnismen zu fordern. So konnte
gezeigt werden, dass Tumorzellen Oberflachenremmptexprimieren, die eine wichtige
Rolle bei der Wanderung von Immunzellen besitzen aoich bei der Migration von
Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen. Als Be&phierfir dient der CC-Chemokin-
Rezeptor-7 (CCR-7), der auf aktivierten dendritestiZellen exprimiert wird und an der
Wanderung dieser Immunzellen tGber die LymphgefaReegionalen Lymphknoten beteiligt
ist. Interessanterweise konnte gezeigt werden, d@&R-7 auch auf Brust- und
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Kolonkarzinomzellen wie auch auf Melanomzellen @xpert wird und die Expression mit
einer schlechten Prognose einhergeht (Wiley et241Q1; Schimanski et al., 2005). Der
Ligand von CCR-7, das Chemokin CCL-21, wird prirm@n LECs produziert und sezerniert.
Es wurde gezeigt, dass VEGF-C die Expression urerSerung von CCL-21 in und von
LECs stimuliert, was zu einer verstarkten Migratiaer Tumorzellen in Richtung
LymphgefalRe fuhrt (Issa et al., 2009). Durch demncliuden unidirektionalen Fluss der
Lymphe hergestellten und aufrechterhaltenen CCIG2ddienten erfolgt die Migration der
Tumorzellen stets vom Priméartumor in Richtung Lykpdien. Eine Neutralisation von
CCL-21 fuhrte zu einer verringerten Metastasiermog murinen Melanomzellen in die
Lymphknoten (Wiley et al., 2001).

Durch die Uberexpression katabolischer Enzyme imdmellen kann deren Eintritt in das
LymphgefaRsystem erleichtert werden. So konnteigernerden, dass eine Uberexpression
des Enzyms Lipoxygenase in Brustkrebszellen zu HWdefe in den Wanden von
LymphgefaRen fuhrt. Durch diese erhéhte Permeabililer Gefal3e konnte eine
Einwanderung der Tumorzellen in das Lymphgefal3aysted eine verstarkte Metastasierung
beobachtet werden (Kerjaschki et al., 2011).

Die Regulation der tumor-induzierten Lymphangiogeneist abhéngig von vielen
verschiedenen Faktoren und sehr komplex. In eingenlien konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression von VEGF-C zwar zu einer Erhghuler peritumoralen und
intranodalen Lymphangiogenese fiihrte, aber keingekEauf die Metastasierung in der
Lunge hatte. Zuséatzlich korreliert eine erhthte fieégpion von VEGF-C und eine verstarkte
Lymphangiogenese nicht zwangslaufig mit einer sdttkn Prognose fir den Patienten (He et
al., 2002; Sedivy et al., 2003; Franchi et al., £0Bernandez et al., 2008). Dies lasst den
Schluss zu, dass es eine Reihe weiterer Molekute Miechanismen geben muss, die am
Prozess der Lymphangiogenese und der lymphogen&sidsierung beteiligt sind.

Zusammenfassend lasst sich jedoch feststellen, shas$egensatz zu ihrer Rolle bei
Entzindungsreaktionen und Lymphodemen, eine erhohtgnphgefal3dichte im
Tumorkontext haufig einen schlechten prognostischEaktor fir den weiteren

Krankheitsverlauf darstellt.
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1.5 Inhibierung der Lymphangiogenese in der Krebsthrapie

Lymphangiogenese spielt eine zentrale Rolle bei Mmtastasierung verschiedenster
Tumorarten. Durch die Identifizierung lymphangiogeraktoren gibt es unterschiedliche
Moglichkeiten, den Prozess der tumorinduzierten plyangiogenese zu manipulieren und zu

kontrollieren.

Ein zentrales Ziel in der anti-lymphangiogenen Istabrapie stellt die Inhibierung der
Wirkung pro-lymphangiogener Faktoren wie VEGF-C WHGF-D dar.In vivo konnte
gezeigt werden, dass eine Inhibierung des VEGFRy8aBveges durch das Abfangen von
VEGF-C/-D durch ein l6sliches kinstlich eingefiBrdEGFR-3-Rezeptorglobulin zu einer
Inhibierung der Lymphangiogenese und einer Redoktier Metastasierung zu regionalen
Lymphknoten und anderen Organen fihrt (Krishnaal.et2003; He et al., 2005; Lin et al.,
2005; Burton et al.,, 2008). Neben dem Einsatz diesatralisierenden Rezeptorglobuline
konnte auch der Einsatz von siRNA-basierter Methodé zu einer Reduktion des VEGF-
C-Levels fuhrten, die Lymphangiogenese und sonatMetastasierung erfolgreich hemmen
(Chen et al., 2005). Blieb bei einer einfachen brémung von VEGF-C das Tumorwachstum
meist unbeeinflusst, so konnte bei einer kombiareTherapie mit anti-VEGFR-2- und anti-
VEGFR-3-Antikérpern eine Blockade des Tumorwachstumnd eine verringerte
Metastasierung beobachtet werden. Dies zeigt, eiassombinierter Einsatz anti-angiogener
und anti-lymphangiogener Faktoren eventuell einbesserter Ansatz zu einseitigen

Therapieansatzen darstellen kann (Roberts etQf6)2

Neuropilin-2 (NRP-2) spielt eine wichtige Rolle ider neuronalen Entwicklung und
embryonalen Lymphangiogenese und fungiert als @pter fur VEGF-C. Im Tiermodell
wurde gezeigt, dass eine Blockierung von NRP-2Bimelung von VEGF-C verhindert und
zu einer Inhibierung der tumoralen LymphangiogenestMetastasierung fuhrt (Caunt et al.,
2008). Die pro-lymphangiogene Wirkung von COX-2o&gt Uber die Hochregulierung von
VEGF-C (Su et al., 2004). Durch den Einsatz des €3Khibitors Etodolac in einem
orthotopischen Tumormodell kam es zu einer Hermegelierung von VEGF-C in
Makrophagen, was zu einer Inhibierung der Makrophagduzierten Lymphangiogenese
fuhrte (lwata et al., 2007). Die pro-lymphangiogen@kung von COX-2 wird durch die
Verabreichung von Aspirin und gewissen anti-inflaatonischen Agenzien verringert, was
eine Verwendung dieser Substanzen in der anti-lamgingenen Krebstherapie

Uberlegenswert erscheinen lasst (Yiannakopoulol] 20
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Durch das chirurgische Entfernen des Primartumac hetroffener Lymphknoten wird ein
Grol3teil der Tumorzellen aus dem Organismus erntfémnden vorhandenen Lymphgefalien
kénnen jedoch invasive Tumorzellen zurtickbleibea,inl der Lage sind, neue Metastasen zu
bilden. Bei Melanom- und Brustkrebszellen wurde Bilelung neuer Metastasen aus diesen
zuruckgebliebenen Tumorzellen nachgewiesen (Tammeta al., 2011). Mittels
photodynamischer Therapie konnte eine Zerstorungpoftassoziierter Lymphgefale und
intralymphatischer Tumorzellen beobachtet werdergs wmit einer Blockierung der
Metastasierung einherging und die Tiere vor eimeewen Erkrankung bewahrte (Tammela
et al.,, 2011). Somit konnte gezeigt werden, dase pbst-chirurgische Zerstérung Tumor-
assoziierter Lymphgefal3e eine wichtige Rolle in deti-lymphangiogenen Krebstherapie

spielen kann.

Bei all diesen Therapieansatzen muissen jedoch diemvirkungen fir den Patienten im
Auge gehalten werden. Eine systemische Inhibiergayvisser Molekile kénnte zu

unerwinschten Nebenwirkungen fuhren, die einennpieteen Nutzen in der Krebstherapie
nebensachlich machen wirde. Eine Inhibierung vosME-3 kdnnte eine Wirkung auf die

Wundheilung und die Megakaryopoese besitzen unce w@rade im Tumorkontext, wo

chirurgische Eingriffe und der Einsatz von Zytogmtzur Standardtherapie gehoren, von
Nachteil (Thiele et al., 2012).

Bei Patienten mit der Gefahr einer neuerlichen Kegkrankung kénnte eine prophylaktische
Inhibierung der Lymphangiogenese eine Metastasienarhindern. Zusatzlich kénnte die
Hemmung der Tumor-induzierten Lymphangiogenese Batienten mit gutartigen

Geschwilsten die Gefahr einer im weiteren Krankkherlauf moglichen Metastasierung
deutlich reduzieren und die Notwendigkeit eineswigischen Eingriffs reduzieren (Sleeman
et al., 2009). Bei bereits existierenden Metastag#e eine Hemmung der tumor-induzierten
Lymphangiogenese nur von begrenztem Nutzen, kodatirch nur die Bildung weiterer

Metastasen verhindert, das Wachstum der Sekundértumllerdings nicht beeintrachtigt

werden.

Durch eine gezielte Regulation der Lymphangiogenkssen sich somit eine Reihe
unterschiedlichster Krankheitsbilder behandeln. IRahmen dieser Arbeit wurden

niedermolekulare Fragmente der Hyaluronsaure aafffhigkeit hin untersucht, den Prozess
der Lymphangiogenese zu beeinflussen. Im Folgesd#an daher nun Hyaluronsaure und

ihre Fragmente naher beschrieben werden
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1.6 Hyaluronsaure

Im Jahre 1934 isolierten Karl Meyer und John Palrags dem Kammerwasser eines
Rinderauges ein neues, bis dato unentdecktes hdekuhares Polysaccharid (Meyer und
Palmer, 1934). Aufgrund des von ihnen vermuteterfbdus des Polymers aus einer
Uronsaure, einem Aminozucker und einer Pentose desd griechischen Wortes fur Glas
.hyalos“ nannten sie dieses Molekil Hyaluronsaufest 25 Jahre spater konnte Meyer
zeigen, dass sich Hyaluronsdure aus sich wiedertiete Disaccharideinheiten (Ds) aus N-
Acetylglucosamin und Glucuronsdure zusammensetey¢@y] 1958).

1.6.1 Chemischer Aufbau von Hyaluronséure

Die Arbeit von Meyer konnte mehrfach bestatigt veerdind zeigte, dass Hyaluronsaure (HA)
ein hochmolekulares, lineares und nicht-sulpha&serPolysaccharid ist, das sich aus
repetitiven Uberp-1-4- und B-1-3-Bindungen verknlpfte Disaccharideinheiten dds
Acetylglucosamin und Glucuronsaure zusammensetzas Molekulargewicht dieses
Glykosaminoglykans reicht von 3 bis 7 x®IDalton (Balazs et al., 1967; Dahl et al., 1985;
Laurent und Fraser, 1992). Durch gezielte Anordndeg einzelnen Hyaluronséaureketten
kénnen sich doppelhelikale Strukturen ausbildea,ddim HA-Netzwerk eine deutlich hdhere
strukturelle Festigkeit verleihen (Scott, 1989).

1.6.2 Physiologische Funktion von Hyaluronséaure

Hyaluronsaure (HA) findet sich in beinahe allen ®ben und bildet einen essentiellen
Bestandteil der Extrazellularen Matrix (EZM). DiZ®E besteht neben HA aus einer Reihe
unterschiedlichster Proteine, Proteoglykane und ydgcchariden mit verschiedenen
physikalischen und biochemischen Eigenschaften €= al., 2010; Lu et al., 2012). Die
EZM dient der Stabilisierung der Zellen und ermdgiiihnen einen Informationsaustausch
mit der Umgebung. Eine Remodulierung oder Fehlinitgdder EZM ist an pathologischen
Prozessen wie Fibrose und Krebs beteiligt (Zhul.etl895; Frantz et al., 2010; Huijbers et
al., 2010). Zusatzlich Ubernimmt die EZM eine wightFunktion bei der Aufrechterhaltung
von Nischen-Strukturen und der Zellpolaritéat (Gancet al., 2004; Davidson et al., 2006).

Hochmolekulare Hyaluronsdure (HMW-HA) findet sicarstarkt an Oberflachen, an denen
starke Reibungskréfte entstehen wie bei Knorpebr dduskelgewebe und fungiert dort als
eine Art ,Schmiermittel* (Laurent et al., 1991). dh ihre hohe osmotische Pufferkapazitat

und ihren Flusswiderstandes ist HA ein idealer Reguder Homoostase und ermoglicht als
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Diffussionsbarriere einen regulierten Transport \®umbstanzen durch den interzellularen
Raum (Day, 1950). HA besitzt ein grol3es Hydrati@nswbgen, bildet Flussigkeiten mit
hoher Viskositat und Elastizitat und hat eine gldlznde, gleitend machende und filternde
Funktion inne (Laurent und Fraser, 1992). Nebensatie physikalisch-mechanischen
Funktionen, erfullt HMW-HA eine grol3e Anzahl weger Aufgaben. HA kann durch
Oxidationsreaktionen und ionisierende Strahlungakigrt werden und kdnnte somit als eine
Art Radikalfanger fungieren und Zellen damit effektor genotoxischen Schaden schitzen
(Myint et al., 1987). Viele verschiedene Zelltypemgeben sich mit einem sogenannten
perizellularen Mantel, der hohe HMW-HA-Konzentragm aufweist. Diese Matrix fihrt zur
Bildung wasserangereicherter Raume und erhoht ddieeh/erringerung der Adhasion die
Migration von Zellen (Evanko et al., 1999). Im Xelin und dem Zytoplasma von glatten
Muskelzellen und Fibroblasten konnte eine erhéhdekienzentration nachgewiesen werden,
die in Verbindung mit der Proliferation der Zelleer Funktion des Nukleolus und der
Anordnung der Chromosomen gebracht werden konntanf® und Wight, 1999). In einer
Reihe von Studien konnte gezeigt werden, dasshnesiche EZM oft an embryonalen und
pathologischen Prozessen durch die Steuerung vgnadtin und Proliferation beteiligt ist
(Toole et al., 2002). Im Tumorkontext konnte gerzeigrden, das HMW-HA die Migration
durch Regulierung der Fibrin-Polymerisation beeisst (Hayen et al., 1999).

Der lokale Abbau von HMW-HA kann primar Uber diezgmatische Aktivitdt von
Hyaluronidasen oder reaktiven Sauerstoffspeziedganh.

1.6.3 Stoffwechsel von Hyaluronsaure

Die Halbwertszeit von HMW-HA betragt im Blut 2-5 Miten, in der Haut 12 Stunden.
Innerhalb eines Tages werden ein Drittel der gesamtn Organismus vorhandenen
Hyaluronsaure abgebaut und neu gebildet (Frasat.,e1981). Somit stellen der Auf- und

Abbau von Hyaluronsaure sehr dynamische Prozesse da

HMW-HA wird hauptsachlich von Fibroblasten und zZnesn geringeren Teil von glatten
Muskelzellen gebildet (Laurent et al., 1995). Ddgk@saminoglykan wird dabei durch die
Verknupfung von UDP-Glucuronsaure und UDP-N-Acdtydgsamin auf der Innenseite der
Plasmamembran synthetisiert. Die wachsende HA-Keitd nach erfolgter Synthese Uber
ABC-Transporter an die Zelloberflache verbrachte(fn, 1984). Hierbei spielt eine Klasse
von Enzymen, die sogenannten Hyaluronsauresynth@s&8), eine zentrale Rolle. Bisher

konnten drei verschiedene HAS charakterisiert werdeobei HAS-1, HAS-2 und HAS-3
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zuerst im Bakteriun®treptococcus pyogenes identifiziert wurden (DeAngelis et al., 1993). Es
wird angenommen, dass sich alle HAS-Gene in Veatebraus einem gemeinsamen Gen in
der Evolution entwickelten. Dies wird durch die ersgrukturelle Ahnlichkeit zwischen HAS-
2 und HAS-3 deutlich (Spicer und McDonald, 1998xcN der Transfektion von HAS-1, -2
und -3 in CHO-Zellen konnte beobachtet werden, dads diese Enzyme in der Lange der
von ihnen jeweils synthetisierten HA-Ketten und d&slymerisationsrate unterscheiden.
HAS-3 besal? die héchste Polymerisationsrate unthssierte bevorzugt Ketten mit einer
GroRRe von 0,12- 1 x fwDalton, wahrend HAS-2 groRere (3,9 x°1Dalton), und HAS-1
kleinere (0,12 x 1DDalton) HA-Ketten bildeten (Brinck und Heldin, 199 Eine Deletion
von HAS-2 wahrend der Embryonalentwicklung fuhrtenem Fehlen von HMW-HA, zu
verschiedenen Anomalitaten im Herz- und Kreislastisgpn und zum Tod der murinen
Embryonen bei Tag 9,5-10 der Embryonalentwicklu@arienisch et al., 2000). Dies
verdeutlicht die Uberragende Rolle von HMW-HA unié tierausragende Bedeutung von
HAS-2 in dieser frihen Entwicklung. Eine Relevamn WHMW-HA im Tumorkontext konnte
ebenfalls nahgewiesen werden. Eine UberexpressionHAS-2 geht mit einer verstarkten
Motilitdt und Proliferation von Tumorzellen einh@chikawa et al., 1999; Kosaki et al.,
1999). Die Syntheserate der HMW-HA kann durch Waghsfaktoren wie PDGF-BB, EGF,
FGF-2 und TGR3-1verstarkt werden (Heldin et al., 1989).

Der Abbau von HMW-HA erfolgt hauptséchlich in degniphknoten und der Leber. Dabei
extrahieren die Zellen in den Lymphknoten berefi98% der Gesamtmenge an abgebauter
HA aus der interstitiellen Flissigkeit, bevor dié Meiter in den Blutkreislauf gelangt und
schlie3lich in der Leber ganzlich abgebaut wird.b&le Endothelzellen spielen auch
Makrophagen eine zentrale Rolle bei diesem Abbaas@f und Laurent, 1989). HMW-HA
wird von einer Gruppe von Enzymen abgebaut, dieHslaluronidasen (Hyal) bezeichnet
wird. Diese Enzyme lassen sich, basierend auf tBeguenz-Homologie, in drei verschiedene

Gruppen einteilen:

- Gruppe 1: HA-4-glycoanohydrolasen: Diese Hyalislesen spalten HA durch Hydrolyse

an denp-1,4-glykosidischen Bindungen und bilden bevorzligtrasaccharide. Neben HA

kénnen sie auch Chondroitin und Chondroitinsul@patlten. Zu dieser Gruppe gehoren die
Hyaluronidasen der Séaugetiere und einiger Insef@&rn und Jedrzejas, 2006).
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- Gruppe 2: HA-3-glycoanohydrolasen: Sie spalten\WWHHA an denp-1,3-glykosidischen
Bindungen und bilden bevorzugt Tetra- und Hexasaudl. Zu dieser Gruppe gehdren die
Hyaluronidasen der meisten Egel und Wirmer (StachJedrzejas, 2006).

- Gruppe 3: mikrobielle Hyaluronidasen: Sie spali\W-HA nicht hydrolytisch, sondern

durch eing3-Eliminierungs-Reaktion (Stern und Jedrzejas, 2006)

Beim Menschen sind sechs verschiedene Gene firukHyatlasen bekannt, die auf zwei
verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Hyal2, und -3 befinden sich auf
Chromosom 3, Hyal-4, Hyal-P1 und PH-20/SPAM-1 abfdnosom 7 (Csoka et al., 2001).

Eine hohe Hyal-1-Expression findet sich in Lebeierd, Milz und dem Herzen. Hyal-1 ist
intrazellular in Lysosomen lokalisiert und in saardilieu enzymatisch aktiv (Frost et al.,
1997). In Hyal-1-knockout-(KO)-Mausen konnten, amjeen von einer erhéhten HA-
Konzentration in den Kniegelenken, keine grol3erarorAalititen nachgewiesen werden
(Martin et al., 2008). Hyal-2 ist, wie Hyal-1, inykosomen lokalisiert und wird Uber einen
GPI-Anker an der Zelloberflache gebunden. Diesesyfngeneriert an der Oberflache HA-
Fragmente mit einer Grofl3e von 50-60 Disaccharidém,nach der Internalisierung durch
lysosomale Hyal-1 zu Tetrasacchariden abgebautemef(depperdinger et al., 1998; Stern,
2004). Somit ist beim Abbau der HA eine Interaktibwischen Hyal-2 und Hyal-1 zu
beobachten. In Hyal-2-KO-Mausen konnte gezeigt eerddass dieses Enzym fur die
Aufrechterhaltung der HA-Konzentration im Plasmaavéwortlich ist, und die Homoostase
von Erythrozyten und Blutplattchen reguliert (Jaeliral., 2008). Im Gegensatz zu Hyal-1 und
-2 verfugt Hyal-3 Uber keine intrinsische Hyalumese-Aktivitat. Eine moégliche Rolle von
Hyal-3 konnte die Regulation der Hyal-1 Aktivitaiis (Hemming et al., 2008). Hyal-4 wird
spezifisch in der Plazenta und Muskeln exprimierd gpaltet bevorzugt Chondroitinsulphat
(Csoka et al., 2001; Kaneiwa et al., 2010). Die MRMN Hyal-P1 beinhaltet ein Stopcodon,
das zu einem verfrihten Abbruch der Translatiorrtfiilmd Hyal-P1 zu einem Pseudogen
werden lasst. Die Hyaluronidase PH-20 (SPAM-1)est multifunktionelles Protein, das
membrangebunden und in I6slicher Form vorkommt. gAwid seiner spezifischen
Expression auf der Oberflache von Spermien bediege Hyaluronidase eine zentrale Rolle
bei der Penetration des Spermiums durch die HAeeilatrix der Oozyte (Cherr et al.,
2001). Die in dieser Arbeit hauptséchlich verwerddyaluronidase aus Rinderhoden (BTH)
ist eine I6sliches Enzym und stellt ein FragmentPRid-20 Hyaluronidase dar (Meyer et al.,
1997). Neben der hydrolytischen Spaltung \#fh,4-glykosidischen Bindungen in HA ist
18



Einleitung

BTH auch in der Lage, Chondroitin, Chondroitins@plund Dermatansulphat zu spalten,
wobei Tetrasaccharide und gesattigte Disaccharide Hhuptprodukte dieser Hydrolyse
darstellen (Takagaki et al., 1994).

Im Rahmen von Entziindungsreaktionen und Schadigumg&eweben kann es durch die
Aktivitat von Hyaluronidasen und ROS zu einem \@mgen Abbau von HMW-HA und

somit zu einer Akkumulation von sHA kommen (Mosesétyal., 1997; Chajara et al., 2000).
Zusatzlich sind Hyaluronidasen durch die Modulatlan HA-Konzentration und HA-Grol3e
an der Progression von Tumoren beteiligt. Bei R&ti®e mit Prostatakrebs oder
Blasentumoren konnte eine erhdhte Expression voal-Hyin Tumorzellen nachgewiesen
werden, die einen prognostischen Faktor im weitéteankheitsverlauf darstellte (Posey et
al., 2003; Aboughalia, 2006). Eine Uberexpressiam \Hyal-2 und PH-20 konnte bei
verschiedenen Tumortypen nachgewiesen werden undelieote mit einer erhohten

Invasivitat der Tumorzellen (Beech et al., 2002;abage et al., 2005). Neben einer
verstarkten Expression HA-abbauender Enzyme koaméd ein durch eine Uberexpression
von HA-Synthasen induzierte Uberproduktion von Has drumorwachstum im Tiermodell
stimulieren (Koyama et al., 2007). Diese Ergebnissbeinen auf den ersten Blick
widerspruchlich. Hyaluronsaure und Hyaluronidaseinrten jedoch synergistisch das
Tumorwachstum férdern, indem sie verschiedene Mashewen beeinflussen oder zeitlich
unterschiedlich wirken. HMW-HA kodnnte durch ihr mtas Hydrationsvermogen

Tumorzellen Platz fur deren Proliferation geben udié Diffusion von Nahrstoffen

erleichtern. Hyaluronidasen kdnnten spater durah Alebau von HA die Angiogenese und
somit das Tumorwachstum fordern. Interessanterwdiswvirkte die ektopische Co-
Expression von Hyaluronsduresynthasen und Hyaldgliecken mit einer individuellen

Uberexpression einen deutlichen Anstieg im Tumohsaan und der Metastasierung
(Simpson, 2006; Bharadwaj et al., 2009).

Neben Enzymen koénnen auch freie Radikale am Abbao MMW-HA und an der
Generierung von HA-Fragmenten beteiligt sein. Frieedikale entstehen unter normalen
physiologischen Bedingungen als Abbauprodukte eegenster Reaktionen, kénnen aber
unter UV-Strahlung, Entziindungen oder oxidativemesat akkumulieren und dabei Zellen
schadigen. HMW-HA dient als eine Art Schutzschikebgn diese reaktiven Oxygenspezies
(ROS) und wird dabei in kleinere Fragmente degradMyint et al., 1987). Der Abbau von

HMW-HA durch endogene ROS in der vitro Kultur humaner Haut konnte nachgewiesen
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werden (Agren et al, 1997). Beim Vergleich zwisth@ormalen Prostata- und
Tumorzelllinien konnte eine erhthte ROS-Bildung lolin malignen Zellen beobachtet
werden. Diese verstarkte Generierung von ROS kertehit einem erhdhten Migrations-

und Invasionspotential der Tumorzellen (Kumar et2008).

1.6.4 Hyaluronséaurerezeptoren

HMW-HA vermittelt eine Vielzahl seiner Funktionerbér spezifische Interaktionen mit
anderen Molekulen. Durch die Bindung von HMW-HA Brnoteoglykane wie Aggrecan,
Versican, Neurocan oder Brevican und die Formiergny3er Komplexe kommt es zur
Bildung und Aufrechterhaltung der strukturelleneigtitat der EZM (Hardingham und Muir,
1972; Margolis und Margolis, 1994). Zusatzlich BMW-HA in der Lage mit weiteren
Proteinen wie Hyaluronektin, TSG-6, Stabilin undyilia zu interagieren. Im Folgenden
werden diejenigen HA-Rezeptoren ndher beschrieden,im Rahmen dieser Arbeit von
grof3ter Bedeutung waren.

1.6.4.1 CD44

Das Oberflachenmolekil CD44, das ursprunglich agrhjphozyten identifiziert wurde und
dort an der Erkennung von hochendothelialen Venaled dem gezielten Wandern von
Lymphozyten beteiligt ist, ist ein weit verbreitetRezeptor fur HA (Gallatin et al., 2006).
CD44 ist an einer Vielzahl von Prozessen in der Bormlentwicklung, der Ausbildung des
BlutgefalRsystems und an der Initiierung von Immaktienen beteiligt und spielt eine Rolle
bei der Tumorprogression (Ruiz et al., 1995; Nabrak, 2008; Zoller, 2011). Als
Transmembranglykoprotein besteht CD44 aus sieb@azellularen, einer transmembranen
und einer cytoplasmatischen Doméne und verflgt éinelberechnetes Molekulargewicht von
37 kDa (Peach et al., 1993). Es gehort zur CagHagk-Protein-Familie und besitzt wie alle
Mitglieder ein sogenanntes Link-Modul, das zur Rind an HA befahigt (Stamenkovic et al.,
1989; Banerji et al., 1998). Diese konservierte téileDoméane besteht aus zwel
antiparallelerp-Blattern und zwea-Helices, die tGber Disulfidbricken miteinander werten
sind (Kohda et al., 1996), wobei CD44 Uber einamgertes Link-Modul verfugt (Banerji et
al., 1998). Durch alternatives Spleilen konnen oreeslene Isoformen von CD44
hervorgebracht werden, die durch transkriptionelodifikationen wie N- und O-
Glykosilierungen ihrer extrazellularen Domane weitedifiziert werden und Uber mehr oder
weniger spezifische Expressionsmuster verfigeneédon et al., 1992; Ruiz et al., 1995;
Zoller, 2011). Die Bindung von CD44 an HA erfolgtirpéar tber die Ausbildung von
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Wasserstoffbricken und hydrophoben Wechselwirkun@@anerji et al., 2007). Diese
Interaktion ist reversibel und abhangig von der (R&rd@er gebundenen HA. Kleinere HA-
Fragmente bis zu einem Gewicht von 10 kDa bindeerstbel, wahrend eine Bindung von
Fragmenten, die gro3er als 30 kDa sind, durch walénte Interaktionen einen sehr stabilen
Charakter besitzt (Wolny et al., 2010). Die Bindseigenschaften werden neben der GroR3e
der HA auch durch den Aktivierungszustand von Ciefglliert. Inflammatorische Zytokine,
wie TNF-o oder IL-10/B, sind in der Lage, eine enzymatische Reaktionudgiizn, durch die
inhibitorische N-Glykosilierungen an der HA-Bindedane von CD44 entfernt und eine
Interaktion mit HA ermoglicht werden (Levesque uddynes, 1997; English et al., 1998).
Eine Modifikation der HA-Bindeféahigkeiten wird auaurch die Bildung von Aggregaten
vermittelt, konnte doch in Tumorzellen gezeigt ward dass Aggregate aus CD44 die

Bindungseigenschaften zu HA verbessern (Sleemah, 1996).

1.6.4.2 TLR-4 (Toll-like receptor 4)

Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sind Transmembranprogeund spielen eine zentrale Rolle in
der adaptiven Immunantwort bei der Erkennung allgeer pathogener
Oberflachenstrukturen. Die Familie der TLRs bestlig 10 bekannten Mitgliedern (TLR-1-
10), wobei jeder Rezeptor unterschiedliche pathegedomponenten, wie z.B.
Lipopolysaccharide (LPS) oder doppelstrangige RNékennen und binden kann
(Medzhitov, 2001). TLR-4 ist das menschliche Ortigotum Toll-Protein aus Drosophila und
spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung dadaptiven Immunantwort. Neben einer
Leuzin-reichen extrazellularen Domé&ne weist dewogismatische Teil Homologien zum
humanen Interleukin-1-Rezeptor auf. Die intrazéllel Signalkaskade erfolgt meist Gber den
Transkriptionsfaktor NReB, und fuhrt zu einer Aktivierung von ImmunzelleMddzhitov et
al., 1997). Eine der Hauptfunktionen von TLR-4 d& Erkennung von Lipopolysaccharid
(LPS), einem Zellwandbestandteil gramnegativer &admh. Die Bindung von LPS an TLR-4
erfolgt Uber die Corezeptoren CD14 und MD-2 (Hazbal., 1996; Nagai et al., 2002). Im
Rahmen entzindlicher Reaktionen kann es zur Akkatiom von Bruchstliicken der EZM
kommen. Als Mediator der adaptiven ImmunantwortTisR-4 in der Lage, Fragmente von
Fibronektin, Heparinsulphat und Fibrinogen zu bimded die Aktivierung von dendritischen
Zellen und Makrophagen zu induzieren (Okamura.e28D1; Smiley et al., 2001; Johnson et
al., 2002). Auf die Rolle von TLR-4 in der Vernuthg sHA-abhangiger Effekte wird in

dieser Arbeit spater ausfuhrlich eingegangen.
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1.6.4.3 LYVE-1 (Lymphatic vessel endothelial HA-regptor 1)

LYVE-1 wurde als cDNA-Homolog zu CD44 identifizieand gehoért zur Familie der HA-
Bindungsproteine (Banerji et al.,, 1999). LYVE-1 isin Transmembranprotein mit einer
GroR3e von 322 Aminosauren und besitzt als Mitgtled Link-Protein-Superfamilie ein Link-
Modul, dass fur die HA-Bindung verantwortlich i®anerji et al., 1999). Die extrazellulare
Doméane von LYVE-1 ist durch eine Reihe von Siafisigen und O-Glykosilierungen
modifiziert, wobei diese Modifikationen zelltypspiesch sind und einen Einfluss auf die HA-
Bindungseigenschaften von LYVE-1 besitzen (Nighaileget al., 2009). LYVE-1 besitzt wie
CD44 ein verlangertes Link-Modul und eine drittenkervierte Disulfidbrticke, die fur die
Bindung von HA essentiell ist (Banerji et al., 2010lm Gegensatz zu den
Bindungseigenschaften von CD44 basiert die Intewaktvon HA an LYVE-1 auf
elektrostatischen Kraften und reagiert folglichrseénsibel auf ionische Ladung (Banerji et
al., 2010). Neben diesen unterschiedlichen Wechdelngen mit HA unterscheiden sich
CD44 und LYVE-1 in der Bindekapazitat von sHA. Dkkeinsten sHA-Fragmente, die von
LYVE-1 gebunden werden kénnen, haben eine Gro3eivds, CD44 ist in der Lage, noch 3
Ds effektiv zu binden (Baneriji et al., 2010).

Da LYVE-1 vor allem auf LECs exprimiert wird, wirgls sehr oft als lymphatischer Marker
benutzt, wobei seine Expression auch auf Makrophageestimmten Leberzellen,
embryonalen Blutgefal3en und der Plazenta nachgemwigsrden konnte (Banerji et al., 1999;
Mouta Carreira et al., 2001; Gu et al., 2006; Sthdsvski et al., 2006; Gordon et al., 2008).

Die Bindung von LYVE-1 an HA und eine Rezeptor-vételte Internalisierung von HA
wurde in 293-Zellen nachgewiesen (Prevo et al.,,120Miese Interaktion konnte an
Gefrierschnitten und LECs jedoch nicht bestatigtdea (Nightingale et al., 2009). Vielmehr
wurde gezeigt, dass LYVE-1 durch eine zelltypspeaife Modifikation seiner
extrazellularen Domane mit2,3 — undr 2,6-gebundenen Sialinsaureresten in einer inaktive
Form vorliegt, und in diesem Zustand keine BindangHA erfolgt (Nightingale et al., 2009).
Im Gegensatz zur Sialisierung von CD44 kann diegbierung nicht durch die Wirkung
pro-inflammatorischer Zytokine wie TNé-aufgehoben werden. Die Behandlung von LECs
mit TNF-« und TNF$ bewirkt die Internalisierung von LYVE-1, die anfeRende
Degradierung in den Lysosomen fuhrt schlie3lich Barrunterregulierung der LYVE-1-
Genexpression (Johnson et al., 2007). PhorbolesttNeuraminidasen kénnemvitro zwar
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eine Abspaltung der Sialinsédurereste herbeifilden Stimulus, der zur Bindung von HA an
LYVE-1 invivo fuhren kénnte, wurde allerdings nicht identifiziefackson, 2009).

Die genaue physiologische Funktion von LYVE-1 isklar. Die Ektodomane von LYVE-1
konnte im Blutplasma nachgewiesen werden, was raie Idaftir sein kénnte, dass dieser
Rezeptor eine seiner Funktionen in I6slicher Foermittelt (Jackson, 2009)n vitro wurde
gezeigt, dass CD44 an LYVE-1 gebundenes HA bindemkworaus gefolgert wurde, dass
LYVE-1 eine Rolle in der Transmigration besitzt umdder Wanderung von Leukozyten
involviert ist (Jackson et al., 2001). Diese Hypmsth wurde jedoch durch die Beobachtung
geschwacht, dass in LYVE-1-KO-Mausen im Vergleich \ildtyptieren die Wanderung
dendritischer Zellen zu den Lymphknoten nicht vegihist (Gale et al., 2007). Zusatzlich
konnte bei den LYVE-1-KO-Mausen ein normales Leaal HA im Blut und Geweben
festgestellt werden, was eine Rolle von LYVE-1 er tHA-Homdostase unwahrscheinlich

erscheinen lasst (Gale et al., 2007).

LYVE-1 wird auch als CRSBP-1 (Cell surface retentisequence binding protein-1)
bezeichnet und besitzt ein fir CRSB-Proteine tymscCRSB-Motif. Diese Proteine spielen
eine Rolle bei der Retention von Wachstumsfaktamesn PDGF-BB oder VEGF-A an der

Zelloberflache und beeinflussen dadurch das Wanhstrschiedener Zelllinien (Boensch et
al., 1995, 1999; Huang et al., 2003).

Eine Behandlung von LECs mit hohen Konzentratiomen HA, PDGF-BB oder VEGF-A

fuhrte in einem LYVE-1-abhdngigen Prozess zu eiNerdnderung der VE-Cadherin
vermittelten interzellularen Kontakte und resutger in  einem Anstieg der

Lymphgeschwindigkeit (Hou et al., 2011). Dabei btldLYVE-1 einen Komplex mit

PDGRR-B-Catenin und fungiert als Corezeptor von PDGFg4ou et al., 2011). Durch eine
Interaktion mit intrazellularen FibrillstrukturestiLYVE-1 an der durch CRSBP-1-Liganden
wie PDGF-BB oder HA induzierten Kontraktion der filstrukturen beteiligt, was einen
Einfluss auf den Lymphfluss vermittelt (Hou et aRp12). Die Beeinflussung der
FlieRgeschwindigkeit der Lymphe kann Einflisse goéthologische Prozesse wie
Entzindungsreaktionen, Lymphédeme oder Metastagjeru besitzen (Hou et al., 2011).

Somit kénnte LYVE-1 eine Rolle in der Vermittlungthologischer Prozesse spielen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die ggplaysalogischen Funktionen von LYVE-

1 nicht annahernd geklart oder verstanden sindddn vorliegenden Arbeit wurden die
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Wechselwirkungen dieses Rezeptors mit FragmentenHA und die Auswirkungen dieser
Interaktion auf die Lymphangiogenese untersucht.Holgenden sollen die biologischen

Eigenschaften von sHA naher beschreiben werden.

1.7 Hyaluronsaurefragmente

In gesunden Geweben sind nur sehr geringe MengesH#n nachzuweisen (Schmaus,
Klusmeier et al., unvertffentlichte Daten). Unteathmlogischen Bedingungen wie
Entzindungen, Wundheilung und im Tumorkontext konawmtaufgrund eines verstarkten
Abbaus der HMW-HA zu einem deutlichen Anstieg agKumar et al., 1989; Teder et al.,
2002). Diese Akkumulation von sHA konnte somit alse Art intrinsisches Warnsignal

fungieren, und eine Reihe von zellularen Reaktiorermitteln.

1.7.1 sHA induziert Angiogenese

Angiogenese spielt eine zentrale Rolle im Tumorsaahn, versorgt dass neugebildete
Netzwerk aus BlutgefalRen den Tumor doch mit Naffestound Sauerstoff und liefert

invasiven Tumorzellen Eintrittsstellen zur Metasamg (Plate et al., 1994).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dk$4, die als eine Gruppe von HA-

Fragmenten mit einer Grél3e von 3-25 Disacchariddimiért ist, pro-angiogen wirkt. Diese

Wirkung von sHA konnte erstmals in einem CAM-Asg@yorioallantoic-membrane-Assay)

demonstriert wurden, in dem enzymatisch hergestedHA einer GrofRe von 4-25

Disacchariden das Auswachsen von Blutgefallen sénmil (West et al., 1985). Die

zellularen Vorgange in der Angiogenese wie Prdiifien, Migration und die Ausbildung

neuer Gefal3strukturen werden dabei von sHA konagomis- und grof3enabhangig reguliert
(West und Kumar, 1989; Rahmanian et al., 1997; Niatasri et al., 2009; Gao et al., 2010).
Bei der Proliferation konnte ein konzentrationsd#giger biphasischer Effekt festgestellt
werden, wobei kleinere Fragmente die Proliferatsdéirker stimulierten als gréRere sHA-
Molekule (West und Kumar, 1989). Im Gegensatz zum-gmgiogenen Effekt von sHA

besitzt HMW-HA keine pro-angiogene oder sogar sadh&aanti-angiogene Wirkung (West
und Kumar, 1989; Rahmanian et al., 1997; Matou-iNgsal., 2009; Gao et al., 2010) . Diese
Effekte werden Uber die Rezeptoren CD44 und RHAM&tmittelt (Gao et al., 2008a;

Matou-Nasri et al., 2009).

Zusatzlich zu diesen direkten angiogenen Wirkungssvmevon sHA wurden auch indirekte

pro-angiogene Effekte nachgewiesen. Eine BehandhaiigsHA fuhrt in BECs zu einer
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Hochregulierung von Typ | und Typ Il Kollagen, dieide pro-angiogen wirken (Rooney et
al., 1993). Nach einer Stimulation humaner vaslanl&ndothelzellen (HUVECS) mit sHA

konnte auRerdem neben einer Induktion der Protitaraein Anstieg des mMRNA-Levels von

VEGF-A beobachtet werden (Cui et al., 2009).

1.7.2 sHA aktiviert das Immunsystem

Durch eine verstarkte Expression von Hyaluronidaset Bildung von ROS kommt es in
Entziindungsreaktionen und bei Wundheilungsprozegserinem verstarkten Abbau von

HMW-HA, was zu einem erhohten Level an sHA fiihrt.

In vitro konnte gezeigt werden, dass es bei mit sHA belt@md®&lakrophagen zu einer
Hochregulierung pro-inflammatorischer Zytokine wieterleukin-8 (IL-8), MIP-Li und
Interleukin-12 kommt, wobei die Wirksamkeit der H#agmente stark vom
Differenzierungsstatus der Immunzellen abhangig\ktKee et al., 1996; Hodge-Dufour et
al., 1997). Der Differenzierungsstatus selbst &ndalls von sHA beeinflussbar, denn T-
Zellen und dendritische Zellen kénnen durch die lRegung ihrer Hyaluronidase- und
Hyaluronsauresynthase-Expression ihren Reifezustamdi ihre Antigenprasentation
modulieren (Mummert et al., 2002). Die Wirkung va@aHA auf die Reifung und
Zytokinexpression dendritischer Zellen und Makraygrawird dabei Uber den extrazellularen
Rezeptor TLR-4, eine Translokation des Transkripgtfaktors NF<B und eine Aktivierung
des ERK-Signalweges vermittelt (Termeer et al. 2@D02; Horton et al., 2002). Neben den
klassischen Immunzellen sind auch Epithel- und Bgaivebszellen an einer sHA-induzierten
Immunantwort beteiligtln vitro induzierte die Behandlung mit sHA die Expressiam @3-
Defensin-2 und IL-8 in Keratinozyten und Epitheleel der Lunge (Haslinger et al., 2001;
Gariboldi et al., 2008). Die Bedeutung von sHA latsnunstimulator konnten vivo bestatigt
werden. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dd344Cdie Beseitigung von sHA aus
entziindetem Lungengewebe vermittelt und dass diaurklation von sHA zum Tod der
Tiere fuhrte (Teder et al., 2002). Neben CD44 sindh die Rezeptoren TLR-2, TLR-4 und
MyD88 an der Vermittlung der pro-inflammatorisch@md immunstimulatorischen Wirkung
von sHA beteiligt (Jiang et al., 2005). Aus dem udervon Mausen mit akuten
Lungenverletzungen gewonnenes sHA war in der Lialger, die Rezeptoren TLR-2 und TLR-
4 Makrophagemn vitro zu stimulieren und die Expression pro-inflammatcher Zytokine zu
induzieren. In Mausen, die kein TLR-2, TLR-4 odeyD88 besalRen, kommt es zu einem

verringerten Einwandern von Immunzellen in besadligdi Gewebe. AuRerdem weisen die
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Epithelzellen der geschadigten Organe in diesereiieine erhfhte Apoptoserate und eine

reduzierte Uberlebensrate auf (Jiang et al., 2005).

sHA kann somit als intrinsisches Warnsignal des p€is eine zentrale Rolle in der

Regulation von Immunreaktionen spielen.

1.7.3 sHA induziert die Expression von Matrixmetalbproteinasen (MMPS)

Die EZM unterliegt einem standigen Auf- und Abbder zum Teil durch die Aktivitat von
Enzymen reguliert wird. Matrixmetalloproteinasen MMs) sind Zink-abhéangige
Endopeptidasen, die in der Lage sind, KomponengredM, wie Kollagen oder Gelatine,
zu spalten. Durch die Modulation der EZM sind MM&s vielen physiologischen und
pathologischen Prozessen wie der Morphogenese, Nédodg, Angiogenese und
Metastasierung beteiligt (Hua et al., 2011). Eireetéxpression von MMPs in Tumorzellen
oder dendritischen Zellen fuhrt zu einem verstarkEanwandern der Zellen in benachbartes
Gewebe (Noirey et al., 2002). Hyaluronsaurefrageéwinnen die Aktivitat und Expression
dieser Enzyme regulieren. In Melanom- und Lungerikamzellen sowie Fibroblasten
bewirkte sHA Uber eine NkB-abhangige intrazellulare Signalkaskade einerkstaAnstieg
der MMP-2-, MMP-9- und MMP-13-Expression (Fieberagt 2004; Voelcker et al., 2008).
Dadurch verstarkt sHA das invasive Verhalten demdizellen und unterstitzt somit die
Bildung von Metastasen (Fieber et al., 2004; Voelak al., 2008). Eine Behandlung muriner
Monozyten mit sHA flhrte ebenfalls zu einem Anstolsy MMP-Expression und konnte ein
Beleg flr die Rolle dieser Fragmente in der Reguiig der Extravasation von Immunzellen
unter pathologischen Bedingungen sein (Horton.efl8B9). Die proteolytische Aktivitat von
Endothelzellen kann durch eine sHA-abhéngige undsWigekoppelte Regulierung der
Urokinase Typ PA moduliert werden, wobei eine weiteArt der sHA-abhangigen

Regulierung der Angiogenese deutlich wird (Monteseinal., 1996).
1.7.4 sHA im Tumorkontext

Wie bereits beschrieben, findet bei Entziindungsi@adén und Prozessen der Wundheilung
ein verstarkter Abbau von HMW-HA statt. Im Tumorkext fihrt die Aktivierung und

Uberexpression von Hyaluronidasen und Hyaluronsjmtbasen sowie die Bildung und
Aktivitat von ROS zu einem Anstieg der sHA-Konzation (Beech et al., 2002; Posey et al.,
2003; Udabage et al., 2005; Aboughalia, 2006; Kurearal.,, 2008; Simpson, 2006;
Bharadwaj et al., 2009). sHA kommt durch die Bdasd¥ung der Angiogenese, der
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Modulation der Immunantwort und der Regulierung WNPs eine wichtige Rolle in der
Tumorprogression bei (West et al., 1985; Roonesl.et1993; Sattar et al., 1994; Termeer et
al., 2000, 2002; Fieber et al., 2004; Gariboldalet 2008; Voelcker et al., 2008; Gao et al.,
2010). Bei Patienten mit Blasenkrebs, Nierentumaéer Prostatakrebs dient eine erhdhte
sHA-Konzentration in den Korperflissigkeiten ala @rognostischer Marker und geht mit
einer schlechten Prognose einher (Kumar et al.9;188keshwar et al., 1997, 2001). Im
Gegensatz hierzu konnte gezeigt werden, dass bili§ta-KO-Mausen eine erhéhte Menge
an HA im Serum mit einer Inhibierung der Metastasig von Melanomzellen einhergeht
(Hirose et al., 2012). Eine hohe HA-Konzentrationder Zirkulation konnte hierbei die
Bindung zirkulierender Melanomzellen an potentiedielorgane blockieren und somit die

Metastasenbildung inhibieren.

Neben seinen tumorfordernden Effekten besitzt sHAhaeine Reihe anti-tumoraler
Eigenschaften. Es konnte gezeigt werden, dass sHA @umorigenitdt von
Osteosarkomzellem vitro und in vivo durch die Zerstérung und Remodulierung der HA-
reichen perizellularen Matrix verringert (Hosono @&t, 2007). Eine CD44-abhangige
Akkumulation von sHA fuhrte zu einer verringerteat@tion von HMW-HA, was mit einer
geringeren Motilitat und verringertem invasiven Naten der Tumorzellen einherging
(Hosono et al., 2007). Im Tiermodell fuhrte dier&mtimorale Injektion von sHA zu einer
reduzierten Akkumulation von HMW-HA und einer Inlglung der Metastasenbildung
(Hosono et al., 2007). Durch die Modulation der kit des ABC-Transporters P-
Glykoprotein und des PI3/Akt-Signalweges ist sHAder Lage, die Empfindlichkeit von
Tumorzelllinien gegenuber Chemotherapeutika tUbeereiCD44-abhangigen Mechanismus
zu steigern (Cordo Russo et al., 2008). Durch aiHA-abhéngige Hochregulierung der
Expression des Hitzeschockproteins Hsp-72 hingekgm die Resistenz von leuk&mischen

Zellen gesteigert werden (Xu et al., 2002).
1.7.5 sHA-vermittelte Signaltransduktion

Bei der Vermittlung seiner zahlreichen Funktioneedibnt sich sHA verschiedener
Zellsignalwege, die zum Teil schon in friiheren Kelpi beschrieben wurden. In diesem
Abschnitt sollen nun weitere Signalwege genanntdesr die durch sHA in verschiedenen

Zellen aktiviert oder inhibiert werden.
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Die Behandlung von Endothelzellen mit sHA fuhrteezner CD44-abhangigen Aktivierung
und Hochregulierung der sogenannten Early-RespGmese c-fos, c-jun, jun-b, Krox-20 und
Krox-24 (Deed et al., 1997). Hierbei ist eine lamgatende Behandlung mit sHA nétig, um
die Proliferation der Endothelzellen zu induzie(Beed et al., 1997). Eine CD44-abhangige
Hochregulierung der Proteinkinase C und die Aktiuigy von ERK konnte bereits nach einer
einminutigen Behandlung von Endothelzellen mit ¥migsHA beobachtet werden. Eine
Inhibierung von CD44 oder des ERK-Signalweges &ilati einer Blockade der sHA-
induzierten Proliferation der Zellen (Slevin et, d998).In vitro wurde gezeigt, dass sHA
angiogene Eigenschaften von Endothelzellen durehRikgulierung der Aktivitat von G-
Proteinen, der PhospholipaseylCund der Proteinkinase C reguliert, wobei der ERK-
Signalweg und die koordinierte Aktivitat bestimmté&dapterproteine zusatzlich von
Bedeutung sind (Slevin et al., 2002). Eine weiteeatrale Rolle von CD44 in der sHA-
vermittelten Signaltransduktion konnte bei versdhieen Tumorzelllinien nachgewiesen
werden. Die Behandlung mit sHA fuhrt in humanen @hosarkomzellen zu einem Anstieg
der Expression von c-Met, dem Rezeptor von HGF, enter Induktion der c-Met-
Phosphorylierung, in HelLa-, MCF-7- und T-24-Karzikellen kommt es zu einer
Aktivierung des NFRe¢B-Signalwegs (Fitzgerald et al., 2000; Suzuki et aD02). Somit
konnte eine sHA-abh&ngige Aktivierung dieses Sigagks sowohl in Immunzellen als auch
in Tumorzellen nachgewiesen werden (Fitzgerald.eP800; Suzuki et al., 2002; Termeer et
al., 2002). Neben der Aktvierung konnte auch eim®A-abhangige Inhibierung von
intrazellularen Signaltransduktionen nachgewieserden. Durch die Hemmung der PIP(3)-
Produktion und einer Inhibierung der Akt-Phospherying induzierte sHA NIkB-
unabhangig Apoptose von Lymphoma-Zellen (Alanialgt2006).

1.8 Ziele dieser Arbeit

Lymphangiogenese besitzt eine wichtige Rolle ireeiReihe von pathologischen Prozessen
wie Entzindungen, Lymphédemen und der Metastasierdim besseres Verstandnis in der
zellularen und molekularen Regulation der Lymphagghese sowie die Identifizierung
neuer, bislang unbekannter lymphangiogener Faktor@ren wichtige Schritte, um eine
gezielte Steuerung der Lymphangiogenese im Rahmgmphangiogener Therapien zu

ermoglichen.

Niedermolekulare Hyaluronsaurefragmente sind ad&kiive Molekile an einer Reihe von

pathologischen Prozessen beteiligt. Uber ihre Rivlleler Lymphangiogenese ist bislang
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jedoch noch nichts bekannt. Im Rahmen dieser Admite nun die Wirkung von sHA auf
die Lymphangiogenese untersucht werden.

Insbesondere wurde den folgenden Fragen nachgegadgesich zum Teil auch erst im

Laufe der Arbeit ergaben:

1. Beeinflusst sHA funktionelle Eigenschaften von LE@ie Proliferation, Migration,
die Ausbildung gefal3artiger Strukturen und denzg&lus?

2. Spielen dabei GréRe, Konzentration und chemischeistr der sHA eine Rolle?

3. Handelt es sich bei der Wirkung von sHA auf LECseinen direkten oder indirekten
Effekt und welcher Rezeptor ist fur die Vermittlungrantwortlich?

4. Welche Signalwege sind an der Vermittlung diesteraktion beteiligt?

5. Besitzt sHA einen Einfluss auf den lymphatischema@hkter der LECs?

6. Welche Rolle besitzt LYVE-1 in der Metastasieruhbfsproduzierender Tumore?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Acrylamid (30% und 40%)
Agarose

ANDS (7-Amino-1,3-
naphtalendisulfonsaure)

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
B- Mercaptoethanol

BioGel-P10 fine
Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)
dNTPs

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNA-Marker

Drag5

DTT (Dithiothreitol)

ECL-LOsungen

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Gelantine

Glycerol

Glycin

Healon 5

Isopropanol

Bezugsquelle

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth
Carl Roth
BioRAD, Minchen
SERVA, Heidelberg
PAA, Pasching
Invitrogen, Dastadt
Peglab
Carl Roth
Fermentas, St. Leon-Rot
Biostatus, Leicestershire,
Vereinigtes Konigreich
Roche, Mannheim
Thermo Scientific, Bonn
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Merck, Darmstadt
Carl Roth
Carl Roth
AMO, Ettlingen
Merck

30



Material

Kaliumchlorid
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Matrigel

Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcyanoborhydrid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
NP-40

PBS

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Proteinmarker IV

Proteinase K

Protein G-Plus Agarose

PVA (Polyvenylalkohol)

Salzsaure

SDS (Sodiumdodecylsulfat)
Strataclean-Beads

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
*H-Thymidin

Tris-(Base)

Tris-HCI

Triton X-100

Tween 20

2.1.2 Zellkulturchemikalien

Chemikalien

Fotales Kalberserum (FCS)

Carl Roth
Saliter, Obergtinzburg
Carl Roth
BD Biosciences, Heidelberg
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Life Technologies, Paisley,
Vereinigtes Konigreich
Sigma-Aldrich
Peglab
Sigma-Aldrich
Merck
Carl Roth
Merck
Carl Roth
Agilent Technologies, Waldbronn
Carl Roth
Hartmann Analytik, Gottingen
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Bezugsquelle

PAA
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Penicillin/Streptomycin

Trypsin

2.1.3 Zellkulturmedien

Medium

DMEM- Medium

EBM-2 Medium
EGM-2MV Medium

Zusatze

Life Technologies

Life technologies

10% FCS; 1%
Penicillin/Streptomycin; 4,5 g/L

Bezugsquelle

Life Technologies

Glukose; L-Glutamine und Pyruvat
5% FCS; 1% Penicillin/Streptomycin

Zuséatze (Hydrocortison; hFGF;
VEGF; R3-IGF; Ascorbinsaure;
hEGF; GA-100)

2.1.4 Antikorper und Lektine

Antikorper/Lektine

anti-human Akt 1/2/3

anti-human p-Akt
(Serd73)

anti-human ATF-2
(N96)

anti-human p-ATF-2
(Thr71)

anti-humarp-Aktin

PE anti-human CD140a

Hersteller

Santa Cruz
Biotechnology
Cell Signaling

Santa Cruz

Biotechnology

Cell Signaling

Sigma-Aldrich

BD

Biosciences

Isotyp

Verwendung

Kaninchen IgG  Western Blot

Kaninchen IgG

Kaninchen 1gG

Kaninchen IgG

Maus I1gG

Maus IgG2a

32

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

FACS

lza) Basel, Schweiz
5% FCS; 1% Penicillin/Streptomycin;Lonza

Konzentration/
Verdinnung
1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:10.000

10 pg/ml
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PE anti-human CD140b

Hermes 3 (anti-CD44)

IM-7 (anti-CD44)

anti-human

Interleukin-6
anti-human JNK 1/3
anti- human p-
SAPK/INK

(Thr183/Tyr185)

anti-human LYVE1

anti-human LYVE-1

anti-human LYVE-1

anti-human LYVE-1
mAB 3A

anti-human NF<B

p65

anti-human Prox-1

anti-human p38
MAP-Kinase

anti-human p-p38
MAPK (Thr180/182)

BD Maus IgG2a FACS
Biosciences

J.Sleeman Maus 1gG2a FACS

J.Sleeman Ratte IgG2b  Blockierung

Gen-Probe Maus lgG Blockierung/

Neutralisierung
Santa Cruz  Kaninchen IgG  Western Blot

Biotechnology
Cell Signaling KaninchenlgG ~ Western Blot

R&D Systems  Ziege IgG Western Blot

Blockierung
R&D Systems Maus lgG Blockierung
ReliaTech Kaninchen IgG FACS

Immunprézipitation

D.Jackson Maus IgG Blockierung

Santa Cruz Kaninchen IgG Immunfluoreszenz

Biotechnology

ReliaTech Kaninchen IgG  Westdot B

Immunfluoreszenz

Cell Signaling KaninchenlgG ~ Western Blot

Cell Signaling Kaninchen lgG Western Blot
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10 pg/ml

1:100

50 pg/ml

20 pg/ml

1:1000

1:1000

1 pg/ml
20 pg/ml

20 pg/ml

2,5 pg/ml

3 pg/mi
20 pg/ml

1 pg/ml

5 pg/mi
1 pg/ml

1:1000

1:1000
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anti-human ERK Santa Cruz  Kaninchen lgG  Western Blot 1:1000
Biotechnology

anti-human Cell Signaling KaninchenlgG ~ Western Blot 1:1000

p-p44/42 MAPK

(Thr202/Thyr204)

anti-human TGH-1/2/3 R&D Systems  Maus IgG Blockierung/ 20 pg/ml

Neutralisierung

anti-human TLR-4 eBioscience Maus lg&z Blockierung 20 pg/ml

anti-human TLR-4 Acris Maus 1gG, FACS 30 pg/ml
Antibodies

anti-human VEGFR-3 R&D Systems Ziege 1gG Western Blot 0,2 pg/ml

anti-human Vimentin R&D Systems Ziege 1gG Western Blot 0,1 pg/ml

anti-human Vincullin Sigma-Aldrich  Maus IgG Western Blot 1:1000

Maus IgG R&D Systems - - -

Maus-1gG, eBioscience - - -

Ratten-lgG ReliaTech - - -

Ratten-1gG ReliaTech - - -

anti-Maus-lgG HRP Cell Signaling - Western Blot 1:1000

anti-Maus 1gG HRP Dako - Western Blot 1:1000

anti-Ziege lgG HRP Dako - Western Blot 1:1000

Alexa-Fluor 488 Invitrogen - Immunfluoreszenz 1:500

Ziegea-Kaninchen IgG

PE Maus IgG, BD - FACS 10 pg/ml

Biosciences
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Sambucus nigra EY

Lektin-Agarosebeads  Laboratories

Maackia amurensis EY

Lektin-Agarosebeads  Laboratories

2.1.5 Enzyme

Enzym

DreamTaq Polymerase

Hyaluronidase aus Rinderhoden (BTH)
Hyaluronidase auStreptomyces
hyalurolyticus

Super Script Il Reverse Transkriptase
a2-3,6,8,9-Neuraminidas@éythrobacter

ureafaciens

2.1.6 Zytokine und Inhibitoren

Zytokin/Inhibitor

CLI-095

Human FGF-2

Human Interleukin-6
Human PDGF-BB
Protease-Inhibitor-Mix HP
Human TGFB-1

Human TGFB-2

Human TGFB-3

Human VEGF-C

Immunpréazipitation

Immunprazipitation

Hersteller

Fermentas
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Life Techgas

Calbiochem, Darmstadt

Hersteller

InvivoGen, San Diego, USA
ReliaTech, Wolfenbdittel
ReliaTech
ReliaTech
SERVA
ReliaTech
ReliaTech
ReliaTech
ReliaTech
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2.1.7 Primer

Gen Referenz- Primersequenz (Forward und Reverse Primer) Ampeifie
sequenz Sequenz

PDGFoR  NM_006206.4  5- TGAAGGACGCCGCTTCCTTG-3 1642-1660

(human) 5-AGAACGCAGGGTGGGAGCCA-3’ 1900-1881

PDGBR  NM_002609.3 5 -TGCCGZGCAGCCCAATGAGG-3" 3499-3518

(human) 5-CTCTGGCTCCGGCTCACCT-3" 3724-3710

HPRT NM_000194.2  5-CACATTGTAGCCCTCTGTGTGC-3 348-369

(human) 5 -GTTGAGAGATCATCTCCACCAATTAC-3 538-513

LYVE-1 5-GCATCTAACCCAGCGAGCAGTCCGTGTG-3

common

LYVE-1 5-GACACCTTTGCCATTCTTCCCACACC-3°

WT

LYVE-1 5 -GCAGAGAGGGAGGAGG-3

Mut

Die Primersequenzen fiir die Genotypisierung debBal29S1-Lyvei™""4J-Mause
(LYVE-1 common, WT und Mut) stammten von: The Jackkaboratory, Bar Harbor, USA.

2.1.8 Kits

Kit Nachweis Bezugsquelle

Hyaluronsaure ELISA Kit Quantifizierung von HMW- Echelon; Salt Lake City,
HA und sHA USA

2.1.9 Geréte und Verbrauchsmaterial

Gerate/Verbrauchsmaterial Hersteller

Amicon Zentrifugationsfilter Millipore, Schwalbach
Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen

Axiovert 200M fluo Zeiss

B- Strahlungsmessgerat Wallac, Turku, Finnland
Biofuge pico Zentrifuge Heraeus Instruments, Hanau

Brutschrank (Primarzellen) APT.Line CB Binder, Todjen
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Brutschrank (Tumorzellen) Labotect C200
Deckglaser

Einschweil3gerat
Elektrophorese Kammern
Eppendorf Reaktionsgefale
Erntegerat

FACS-Geréat
FACS-Ro6hrchen

Filme
Filmentwicklungs-Kammer
Glasfasermatte

Heizblock Thermomixer 5436
Immobilion PVYDF-Membran

Labotediti@gen
Menzel-Glaser, Braunschweig
Bosch, Karlsruhe
Thermo Scientific

Eppendorf, Hamburg
Tomtec, Hamden, USA
BD Biosciences

BD Biosciences

Fuji, Dusseldorf

Kuhlzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417R

Magnetriihrer MR 3000
Megafuge 1.0 Zentrifuge
Megafuge 3.0R Zentrifuge
Nylon- Filter 40pm
Objekttrager lab-tec
PCR-Zykler Flexcycler
Pipettierhilfe accu-jet
Pipette 20ul

Pipette 200ul

Pipette 1000l

Schuttler KS-15
Schwenker
Spannungsgerat Power Pac 300
Sterilbank

Vortex Genie-2

Waage PM 300
Wasserbad

Zellkultur-Einsatze
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Dr.Goos Suprema, Heidelberg
Wallac
Eppendorf, Hamburg
Millipore
Eppendorf
Heidolph, Schwabach
Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
BD Biosciences
Thermo Scientific
Analytik Jena, Jena
Brand, Wertheim
Gilson, Middleton
Gilson
Gilson
Edmund Buhler, Hechingen
Heidolph Reax-2, Schwabach
BioRAD
CleanAir, Woerden
Scientific Industries, New York, USA
Mettler-Toledo, Giel3en
Fried Electric, Haifa
Ibidi, Martinsried



Material

2.1.10 Puffer und L6sungen

Puffer/Lésungen
Agarosegele
ANDS-LGOsung
Blockierlosung
BSA-Puffer (1 1)
FACE-Gel-Laufpuffer 10 x
FACE-Gel Probenpuffer
FACS-Puffer

Fixierlésung
Immunpréazipitations-Lysispuffer
Milchpuffer (1 1)
NaCNBH,-LOsung
PBND-Puffer

PBS

Permeabilisierungs-Losung
Probenpuffer 2 x (50 ml)

Pull-down-Lysis Puffer

SDS-PAGE-Laufpuffer 10 x (5 1)

TAE-Puffer 50 x

Zusammensetzung

1,5% Agarose in TAE-Puffer; 0,3 pg/mi
Ethidiumbromid
0,051 g ANDS in 15% Essigséaure
10% Ziegenserum; 1% BSA
40 g BSA; 5 ml Tween 20; 100 mIA0BS
1,92 M Glycin; 0,25 M TnigH 8,3
62 mM Tris pH 6,8; 20% Glyoer
Bromphenolblau
PBS mit 2% FCS
4% PFA in PBS
50 mM Tris-HCI pH57 100 mM NaCl; 1% NP-
40; 1:100 Protease-Inhibitoren
40 g Milchpulver; 5 ml Tween 2@00 ml 10 x
TBS
0,063 g in DMSO
50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8,5; 2,5Mn
MgCl, x 6 H,0; 0,1 mg/ml Gelantine; 0,45%
NP-40; 0,45% Tween 20
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM NdPOy;
1,4 mM KH,PO,
0,1% Triton-X-100; 1% B8ABS
10 ml 10% SDS; 6,375 nM T'ris HCI pH 6,8;
5 ml Glycerol; 50 pl Bromphenolblau
50 mM Tris-HCI pH 7,5; 100MriNacCl,
1% NP-40; 1:100 Protease-Inhibitoren

151,5 g Tris Bas21 @ Glycin; 250 ml 20%
SDS
40 mM Tris; 5,7% Essigsaure; 1 mMTA pH
8,5

38



Material

TBS pH 7,6 10 x (5 I)

TBST
Transferpuffer (3 1)

Western-Blot-Puffer 10 x (5 1)
Western Blot-Stripping-Losung (100 ml)

2.1.11 Zelllinien

Bezeichnung

Humane LECs Humane

Beschreibung

151,5 g Tris Base; 400 g N&€Tl konz. => pH

7,6

0,1% Tween 20 in TBS

600 ml Methanol; 150 ml Westaot-
Laufpuffer; 150 ml SDS-Laufpuffer
121 g Tris Base; @Glycin; 25 ml 20% SDS
6,25 ml Tpid 6,8; 10 ml 20% SDS; 750 pd

Mercaptoethanol

Medium
EGM-2MV

Lymphendothelzellen Medium

aus Vorhaut

Humane Perizyten

Humane glatte
Muskelzellen
Humane
mesenchymale

Stromazellen

4T1 Murine
Brustkrebszellen

2.1.12 Mausestamme:

Stamm

Balb/c.129S1-LYVE-1
Balb/c-Wildtyp
B6.129S1-Lyvei™g

Spezialmedium

Spezialmedium

DMEM-Medium

DMEM- Medium

Quelle

Bezugsquelle/Litetar

Promocell

ScienCell Research,
Carlsbad

Lonza

Karen Bieback,

Mannheim

Aslakson und Miller
1992

ITG, Karlsruher Institut fur @lenologie
ITG, Karlsruher Institut fir Techragie
Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA
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2.2 Methoden:

2.2.1 DNA-Methoden
2.2.1.1 Bestimmung des Genotyps von Balb/c.129S1vieg "™""3/J-Mausen

Vor der Durchfuhrung der Tumorimplantationsversughgde der Genotyp von denen aus
der Zichtung von Wildtyp-Balb/c- und homozygoten. B®S1-Lyvel ™ ""93-Mausen
generierten Balb/c.129S1-Lyv&X""J-Mause bestimmit.

2.2.1.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Mauseschmzen

Zur Bestimmung des Genotyps wurde die DNA zuerst &tilcken von Mauseschwanzen
isoliert. Hierfir wurden diese Uber Nacht in 200 RBND-Puffer bei 55 °C verdaut.
AnschlieRend wurde der Verdau durch Erhitzen bei®%ir 10 min abgestoppt. Die Proben

wurden abzentrifugiert und kurz gevortext.
2.2.1.1.2 Genotypisierung von Mausen mittels Polymase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe spezifischer Primer lasst sich der Gempotger Balb/c.129S1-LYVE-1-Méause
bestimmen. Durch ihre spezifische Struktur bindemrm®r an definierte Abschnitte der
isolierten genomischen DNA und legen somit die Afikation definierter DNA-Bereiche
fest. Verfugt eine Maus Uber ein mutiertes LYVE-&AG(MUT), erfolgt die Amplifikation
eines 400 bp groRen Fragments, ist das Gen intakd, ein 500 bp grol3es Fragment
amplifiziert (WT).

FiUr jede zu analysierende Probe wurde ein Ansatz2m | aus folgenden Komponenten
gewahlt: 10 pmol Primer Wildtyp oder Mutiert, 10 piPrimer Common, 0,2mM dNTPs,
0,25 ul DreamTaq Polymerase, 2,5 pl 10 x PCR-Putiep! HO und 3 pl Verdau.

Die Genotypisierung erfolgte mittels eines PCR-2y&! Fur die Amplifikation des LYVE-1-
MUT-Gens erfolgte eine initiale Denaturierung béi € fur 3 min, eine Denaturierung bei
94 °C fur 30 sec, das Annealing bei 62 °C fur 1,ndiie Elongation bei 72 °C fir 1 min
gefolgt von einer Endverlangerung bei 72°C fir 2.nie Amplifikation des LYVE-1-WT-
Gens erfolgte bei einer initialen Denaturierung ®€i°C flr 3 min, einer Denaturierung bei
94 °C fur 3 min, einem Annealing bei 62 °C fur Inmneiner Elongation bei 72 °C fur 1 min,
gefolgt von einer Endverlangerung bei 72 °C fur i.nDie PCR erfolgte jeweils fur 30
Zyklen.
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2.2.1.1.3 Auftrennung von DNA durch Gelelektrophoree

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlich&rofRe erfolgt mittels
Gelelektrophorese. Aufgrund der negativen Ladung Eleosphatrickgrats der DNA-Helix
wandert diese im elektrischen Feld Richtung Andaegrol3er das Fragment, desto langsamer
wandert dieses durch das Gel und das elektriscle wedurch eine GroRenauftrennung

erfolgt.

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 1,5%ige aldgegele gegossen. Die
berechnete Menge Agarose wurde in 1 x TAE-Puffédsgaund in der Mikrowelle bis zur
vollstandigen Lésung erhitzt. Nach dem Abkuhlereuifiiel3endem Wasser wurde 0,3 pg/ml
Ethidiumbromid hinzugegeben, die in die DNA intdidd und der Visualisierung der
Desoxyribonukleinsduren im UV-Licht dient. Das 8ige Gel wurde in eine Kammer
gegossen und ein Probenkamm eingesteckt. Nach dkattds des Gels wurde der Kamm
entfernt, die Kammer mit 1 x TAE-Puffer gefulltedProben und 5 pul DNA-Marker geladen
und eine Spannung von 80 V angelegt. Nach 1-1,5utdevdas Gel unter dem UV-Licht

begutachtet und fotografiert.
2.2.2 Protein-Methoden
2.2.2.1 Herstellen von Zellysaten zur Proteinanalgs

Zur Herstellung von Lysaten aus eukaryotischenedelturden diese im Zellkulturgefald 1 x
mit PBS gewaschen und mit PBS/5 mM EDTA bei 37 PRubiert, bis die Zellen mit
Kulturmedium gut abzuspilen waren. Sollte der Zmdlgtand analysiert werden, wurde
dieser abgenommen und in ein 2 ml Reaktionsgefaifiiliit. AnschlieRend wurden zur
Aufreinigung 2 pl Strataclean-Beads zum Uberstaridetpert und fur 2 h bei
Raumtemperatur (RT) rotiert. Danach wurden die Bdaal 965 g fur 3 min abzentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und die Beads in 100xuP@ben-Puffer aufgenommen. Die
abgesplulten Zellen wurden bei 301 g fur 3 min zlergiert. Anschliel3end wurde die Zellzahl
unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Nach anschlieléerZentrifugation wurden die Zellen
erneut bei 301 g fur 3 min zentrifugiert, der Ubansl abgenommen und in einem definierten
Volumen Probenpuffer aufgenommen, um eine Konztotravon 1x 16 Zellen/ml zu
erhalten. Die Zellen wurden anschlieRend im Ultnaiaufgebrochen. Die Zelllysate kbnnen
bei Bedarf bei -20 °C gelagert werden.
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2.2.2.2 Vorbereiten der Proben fur Gelelektrophores

Die fur die Analyse vorgesehenen Zelllysate wurdién 10 min bei 95 °C aufgekocht.
Abhangig von dem spéter verwendeten Antikorpereaganotwendig, die Proben mit 100 mM
DTT zu versetzen, das die Disulfidbriicken der Rnetspaltet. Nach dem Aufkochen wurden
die Proben kurz abzentrifugiert und standen soméreelektrophoretischen Analyse mittels
SDS-PAGE zur Verfigung.

2.2.2.3 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat- Polyacrylamigelelektrophorese)

Mit Hilfe der SDS-PAGE kdnnen Proteine unabhangig vhrer nativen Ladung der Grole
nach aufgetrennt werden. SDS ist ein anionischesi@gdas durch seine starke negative
Ladung die Eigenladung der Proteine Uberdeckt. Aufd der ihnen aufgezwungenen
negativen Ladung wandern bei dieser Gelelektrog®ordle Proteine in Richtung Anode.
Kleine Proteine wandern dabei im Gel schnellegaifiere Proteine. Durch Modifikation der
PorengrofRe kann die Auftrennung der Proteine dewiigechten Erfordernissen angepasst

werden.

In der Regel besteht ein SDS-Gel aus einem Samumel-einem Trenngel. Diese Gele
unterscheiden sich beziglich der PorengroRe, dek@eentration und des pH-Wertes. Mit
Hilfe des Sammelgels soll eine einheitliche Lauftrder Proben erzielt werden, im Trenngel

erfolgt anschlieRend die eigentliche Grol3enaufinegrder Proteine.

Vor dem GielRen des Gels wurden die GlasplattenSdacer und die Kammer grindlich mit
Wasser und 70% Ethanol gereinigt. Anschliel3end amurdie Spacer zwischen die beiden
Glasplatten gelegt. Die Glasplatten samt Spacedevuin eine Tute Uberfihrt und in der

GielRvorrichtung justiert. Dann wurde das Trennggjagsen.

Die Trenngele wurden jeweils in einem 30 ml Ansgé&gossen. Allen Gelen gemeinsam
waren folgende Komponenten: 7,5 ml 1,5 M Tris pBl, 8,3 ml 10% SDS, 0,3 ml 10% APS
und 0,018 ml TEMED. Fir ein 8%iges Gel wurden 18|H,0 und 8 ml Acrylamid-Mix, fur
ein 10%iges Gel 11,9 mlJ@ und 10 ml 30% Acrylamid-Mix und fur ein 15% Gebanl
H20 und 15 ml Acrylamid-Mix verwendet.

Nach dem GiefRen wurde das Trenngel mit 1 ml Isaprop Uberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropantdkernt und das Gel mehrfach mit

Wasser gewaschen. AnschlieRend wurde das Samngegelssen und auf das Trenngel
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aufgetragen. Die Zusammensetzung des Sammelgelsbevaallen durchgeftuhrten SDS-
PAGEs gleich und bestand aus 6,8 mDH1,7 ml 30% Acrylamid-Mix, 1,25 ml 1 M Tris pH
6,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% APS, 0,01 ml TEMEBd 0,01 ml Bromphenolblau.

In das frisch gegossene Sammelgel wurde der Prabemk eingefiihrt. Nach der
vollstandigen Polymerisation des Gels wurde der arorsichtig entfernt und das Gel in die
Elektrophorese-Kammer dberfuhrt. Hier wurden dieobentaschen mit SDS-PAGE-
Laufpuffer gespult und die Kammer mit Puffer gefiiDie zu analysierenden Proben wurden
in die Taschen geflllt und ein Proteinmarker aléeRaz geladen. Bei einer Spannung von
50 V wurde nach ca. 1 h eine einheitliche Lauffrenteicht. Nach dem Ubertritt vom
Sammelgel zum Trenngel wurde die Spannung auf 12€rhdht, wobei nach mehreren

Stunden eine Auftrennung der Proteine nach ihréf;3&erfolgte.
2.2.2.4 Western Blot

Der Western Blot ermoglicht es, Proteine, die nstt8DS-PAGE basierend ihrer Grof3en
elektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine Mamlzu Uberfihren und dort spezifisch

mittels Antikdrpern zu detektieren.

Beim Western Blot wurde das SDS-Gel auf eine dehgaLage von 3 mm Whatman-Papier
aufgelegt. Darauf wurde eine zuvor in Methanoha&tie PVDF-Membran ausgelegt, gefolgt
von einer weiteren Schicht aus Whatman-Papier. 8bdi@ Ober- als auch die Unterseite
dieser Lage wurde von einem Schwamm bedeckt. DastmMén-Papier und die Schwamme
wurden vor dem Gebrauch in Transferpuffer angefeaichVahrend des Zusammenbaus des
Blots musste sorgféltig darauf geachtet werdens gaghandene Luftblasen durch Ausrollen
der Lagen entfernt wurden. Die Lage aus SchwammatiWén-Papier, SDS-Gel und
Membran wurde in eine mit Transferpuffer gefillteeErophorese-Kammer tberfihrt. Der
Transfer der Proteine vom Gel zur Membran erfobgie300 V x h und 4 °C Uber Nacht.

Nach dem erfolgten Transfer der Proteine vom Gdl die Membran wurde diese fur
mindestens 1 h bei RT mit Milchpuffer bzw. 1% BSAdung inkubiert, um unspezifische
Bindungen der spater verwendeten Antikorper zuzieden. Danach erfolgte die Zugabe des
Primarantikorpers, der in Milchpuffer oder BSA-Laguund in einer geeigneten Verdinnung
auf die Membran gebracht wird. Die Inkubation egfel in der Regel fir 1 h bei RT.
AnschlieBend wurde die Membran dreimal mit TBST gsehen, um ungebundene

Antikorper zu entfernen. Die Inkubation der Membraiht dem passenden HRP-gekoppelten
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sekundaren Antikdrper erfolgte fur 30 min bei RTacN weiteren Waschschritten wurde die
Membran in eine Filmbox tberfuhrt. Durch Zugabe L wurde eine chemische Reaktion

eingeleitet, die es ermdglichte, die Proteine niliieHeines ECL-Films zu detektieren.
2.2.2.5 Strippen von Western-Blot Membranen

Eine mit Proteinen geblottete Membran kann mehrnmais verschiedenen Antikdrpern
inkubiert werden. Hierflir muss sie jedoch vor eieareuten Antikérper-Inkubation gestrippt
werden. Zu diesem Zweck wurde die Membran mit eBtepping-Lésung fir 20 min bei 55
°C im Wasserbad behandelt. Zur vollstandigen Emtfieg der Stripping-L6sung wurde die
Membran anschliel3end mindestens dreimal mit PB&geven.

2.2.2.6 Immunpréazipitation (IP) zur Untersuchung des Sialisierungsstatus von LYVE-1

Bei einer Immunpréazipitation konnen mit Hilfe sdesther AntikOrper aus einem
Proteingemisch bestimmte Proteine isoliert werd®e. Identitat und Quantitat der Proteine
kann anschlieRend mittels SDS-PAGE und Westernriglohgewiesen und bestimmt werden.
Bei der hier verwendeten Art der IP sollte unten$uwerden, ob LYVE-1 durch die
Modifikation mit Zuckerresten, was als Sialisierumggeichnet wird, eine Verdnderung in der
Laufh6he im SDS-PAGE aufweist.

LECs wurden in 10 cm Schalen kultiviert. Das Mediwuarde abgesaugt und die Zellen
zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurderi@ies mit je 750 ul Lysispuffer fir
30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden danrgeschabt und zur vollstandigen Lyse
mehrmals durch eine Kanile gezogen. Das Lysat wimdein 1,5 ml Reaktionsgefald
uberfiihrt und bei 17949 g fir 15 min bei 4 °C zémgiert. Der Uberstand wurde entweder
mit dem Enzym Neuraminidase afighrobacter ureafaciens (125 mU/ml) inkubiert, das in
der Lage ist, sialisierte Strukturen abzuspaltegr ddieb unbehandelt. Nach einer Inkubation
bei 37 °C fur 1 h wurde entweder LYVE-1-AntikOrpart einer Konzentration von 3 pg/ml
oder die passende Isotypkontrolle hinzugeben. Bierfolgte bei 4 °C Uber Nacht. Danach
wurden zu jedem Ansatz 40 pl Protein-G-Agarose-Beatn Markieren der LYVE-1- und
Isotypkontroll-Antikdrper hinzugegeben und bei 4 € 4 h inkubiert. Anschlielend wurde
bei 425 g fur 3 min bei 4 °C zentrifugiert, dreinmait Lysis-Puffer gewaschen und das Pellet
in 50 pl Proben-Puffer aufgenommen. Die Proben emnchittels 8 %igen SDS-PAGE und
Western Blot analysiert.
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2.2.2.7 Lektin-Pull-down-Assay

Lektine sind Proteine, die spezifisch an Zuckekstmen binden. Mit Hilfe dieser Eigenschatft
sollte untersucht werden, ob und wie LYVE-1 bei demwendeten LECs sialisiert ist. In
diesem Versuch wurden Lektine ddsackia amurensis (MAA) verwendet die spezifisch an

a 2-3-gebundene sialisierte Endstrukturen binden.

Fur den Lektin-Pull-down-Assay wurden LECs wie ir2.2.6 beschrieben lysiert und
Zellbruchstiicke durch Zentrifugation entfernt. Dasat wurde fur 1 h bei 37 °C mit dem
Enzym Neuraminidase vofrthrobacter Ureafaciens inkubiert oder blieb unbehandelt. Diese
Neuraminidase ist in der Lage, spezifisch Sialinséste zu erkennen und abzuspalten. Nach
erfolgter Neuraminidase-Behandlung wurden zu deobé&r 40 pl immobiliserte MAA-
Lektine hinzugegeben. Der Lektin-Pull-down erfolfjie 4 h bei 4 °C. AnschlieRend wurden
die Lektine bei 425 g fur 3 min bei 4 °C abzengi@rt. Die Lektin-Beads wurden dreimal
mit Lysis-Puffer gewaschen und in 50 pl Proben-@uffesuspendiert. Die Analyse der
Proben erfolgte mittels 8%igen SDS-PAGE und WesBioh

Um den Anteil an unsialiliertem LYVE-1 zu bestimmemurden die LECs lysiert und das
Lysat mit Neuraminidase fur 1 h bei 37 °C behand@ischlie3end erfolgte ein MAA-Lektin

Pull-down-Assay. Der Uberstand der Proben wurdechdieRend fiir eine LYVE-1-IP

verwendet. Die Analyse der Proben erfolgte durclSHAGE und Western Blot.

2.2.2.8 FACS

Mit Hilfe der FACS (Fluorescence-activated celltsay)-Analyse kénnen verschiedene
Eigenschaften von Zellen untersucht werden. Zunereikonnen die Granularitat und
Expression bestimmter Proteine auf der Oberflaaitersucht, zum anderen der Zellzyklus
analysiert werden. Die zu untersuchenden Strukt(ID&®A oder Proteine), werden dabei mit
einem Farbstoff markiert. Bei der FACS-Messung wardie Zellen nacheinander durch ein
dinnes Rohrchen in der FACS-Apparatur gedrickt zin@inem Laserstrahl weitergeleitet,

der den Farbstoff anregt.

Zur Untersuchung der Oberflachenexpression vonelrent wurden die Zellen zuerst
mehrmals mit PBS gewaschen und zur Ablosung mitNd BEDTA/PBS behandelt. Die
abgeldsten Zellen wurden bei 301 g fur 3 min b&C4abzentrifugiert und das Pellet in PBS/

2% FCS aufgenommen. Pro Probe wurden 1 %Zdlen in ein well einer 96-well Platte
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pipettiert. Zur Detektion von Oberflachenproteinemrden die Zellen mit 100 ul einer

Primarantikorper-Losung fir 1 h bei 4 °C inkubighschliel3end wurde bei 301 g fur 3 min
bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen wtad Pellet dreimal mit PBS/ 2% FCS
gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe des passeteler-luoreszenzfarbstoff-tragenden
Sekundarantikorpers in 100 pl Volumen. Die Inkutraterfolgte fir 30 min bei 4 °C. Danach
wurden die Zellen abzentrifugiert, dreimal mit PE36 FCS gewaschen, in 500 pl PBS/ 2%
FCS aufgenommen und in ein FACS-Analyserbhrchenfiiioe. Die Analyse der Proben

erfolgte am FACS-Gerat. Als Kontrollen dienten sbWwongefarbte Zellen als auch Zellen,

die nur mit Sekundarantikérper oder Isotypkontmobehandelt wurden.

Neben der Untersuchung der Expression von Protemd#nder Zelloberflache lasst sich
mittels FACS-Analyse auch der Zellzyklus von Zellemm Zeitpunkt des Versuchs
analysieren. Hierfur wurden Zellen mittels 5 mM BEBPBS-L6sung von der
Zellkulturschale abgel6st und bei 301 g fir 3 mmdut °C abzentrifugiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit 70% Ethanol Gber Nacht béC4fixiert. Am nachsten Tag wurden die
fixierten Zellen abzentrifugiert und einmal mit PBfewaschen. Die Farbung der DNA
erfolgte mit 20 uM Drag5 fur 15 min. Anschlieendotgte die Analyse des Zellzyklus
mittels FACS-Messung.

2.2.2.9 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ermoéglicht es, einzelne Strédt und Proteine innerhalb und
aulBerhalb von Zellen mittels Fluoreszenz-Farbstofied Lasermikroskopie sichtbar zu

machen.

Zur Analyse der Lokalisation und Expression inthadé&er Proteine mittels
Immunfluoreszenz wurden die Zellen auf 8-kammerigginjekttrdgern ausplattiert. Nach
einer Stimulierung und dem Abschluss der gewunschitkubationszeit wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen dreimal mit PBS gewasdbenFixierung der Zellen erfolgte mit
4% PFA fur 10 min bei RT. Nach zweimaligem WaschahPBS wurden die Zellen unter
Verwendung einer Permeabilisierungs-Losung (0,1%0id+X-100 und 1% BSA) fir 10 min
bei RT permeabilisiert, um intrazellulare Protes@iter durch entsprechende Antikorper
detektieren zu kénnen. Zur vollstandigen Entferndag Permeabilisierungs-Losung wurden
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zur Minimmgu unspezifischer

Antikorperbindungen wurden die Zellen mit einer &leerlosung (10% Ziegenserum und 1%
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BSA) fur 1 h bei RT inkubiert. Die L6ésung wurde dasbgesaugt und der Primarantikdrper
in der gewlnschten Verdinnung in Blockierlosunggatrhgen. Die Inkubation erfolgte tber
Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurde die Losungeshugt und die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen. Die Zugabe des passenden, mit dih@mneszenzfarbstoff-gekoppelten
Sekundarantikorpers erfolgte in gewilnschter Verdagn in Blockierlosung. Eine
Kernfarbung wurde mit 2 pg/ml DAPI und 10 uM Drad6rchgefuhrt. Diese Inkubation
erfolgte fir 60 min bei RT im Dunkeln. AnschlieBewdrden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und die Objekttrager mit Deckglasern RYé eingedeckelt. Die Analyse der

Proben erfolgte mittels Lasermikroskopie.
2.2.3 Methoden zur Produktion und Analyse von Zuckenolekilen
2.2.3.1 Verdau von hochmolekularer Hyaluronsaure

Hochmolekulare Hyaluronsaure (HMW-HA) wurde entweddt einer Hyaluronidase aus

Rinderhoden (BTH) oder dem Bakterilu#meptomyces hyalurolyticus verdaut.

Zur Gewinnung von Hyaluronsaurefragmenten (sHA)dear 41,4 mg Healon in 0,3 M
Natrium-Phosphat-Puffer pH 5,35 aufgenommen. Zumrigerung der Viskositat und zur
Erleichterung des enzymatischen Verdaus wurde M8FHA-LOsung mehrmals sonifiziert.
Bei einem Verdau mit BTH wurde das Enzym in eik@nzentration von 200 U/ml
eingesetzt und der Ansatz fur 6 h bei 37 °C im Wdssd inkubiert. Das Abstoppen des
Verdaus erfolgte durch einen Hitzeschock fur 15 rbei 95 °C. Der Verdau kann
anschlie3end fur kurze Zeit bei 4 °C gelagert wertei langeren Lagerungen sollte er bei -

20 °C aufbewahrt werden.

Ein Verdau mit der bakteriellen Hyaluronidase &septomyces hyalurolyticus (1 U/ul)
erfolgte in 0,02 M Natriumacetatpuffer pH 6,0 fih bei 60 °C. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen fur 15 min auf 95 °C abgestoppt.

2.2.3.2 Auftrennung von Hyaluronsaurefragmenten mikels Gelchromatographie

Zur GroRBenauftrennung des HMW-Verdaus wurde eineuleBgelchromatographie
durchgefuhrt. Dieses Verfahren basiert darauf, d&kgsne HA-Fragmente in den
Einbuchtungen des Saulenmaterials zuriickgehaltedenewahrend gréf3ere Fragmente die
Saule schneller passieren kénnen. Durch Fraktiongerkonnen somit sHA-Molekile

unterschiedlicher Gro3e voneinander separiert vimerde
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Als Saulenmaterial wurde das BioGel P-10 fine voioR&d verwendet. Nach einer
Rehydrierung Uber Nacht wurde das SaulenmaterialOf8i M Natriumphosphat-Puffer pH
5,35 gewaschen und anschlieBend fir mehrere Stuengast. AnschlieRend wurde das
Saulenmaterial in die Saule gegossen und vor deroraBeh mit Puffer gewaschen.
Schliel3lich wurde der HMW-HA-Verdau auf die Saulefgetragen und mit Hilfe eines

Fraktionensammlers fraktioniert.
2.2.3.3 Bestimmen der Hyaluronsaurekonzentration igesammelten Fraktionen

Zur Bestimmung der sHA-Konzentration in den einealrFraktionen wurde die optische
Dichte (OD) bei = 210 nm gemessen. Als Standard diente HMW-HA.

2.2.3.4 Bestimmung der Grol3e von Zuckermolekilen ritels FACE-Analyse

Bei der FACE-Analyse (Fluorophorgestitzte Kohlemayelektrophorese) handelt es sich um
eine spezielle Form der Gelelektrophorese. Dabeaid véHA durch eine chemische
Kopplungsreaktion zuerst mit dem Fluorophor 7-Amin8-naphtalendisulfonsaure (ANDS)

am reduzierenden Ende markiert und kann spateelmiitv-Licht sichtbar gemacht werden.

sHA und HA mussen vor der Analyse zuerst im Vakuerdampfer fur 2 h verdampft
werden, um eine Verringerung des Volumens zu emziéhnschlieRend wurden die Proben in
jeweils 5 pl 0,15 M ANDS- und NACNBH L6ésung versetzt und die Kopplungsreaktion fir
16 h bei 37 °C durchgefuhrt. Danach wurden die @nalnter Vakuum fir 1-2 h getrocknet
und in 20 pl FACE-Gel Probenpuffer aufgenommen.

Das fir die FACE-Analyse verwendete Polyacrylamidgesteht aus einem Sammel- und
einem Trenngel. Der 10 ml Ansatz fir da Trenngéttsesich aus 0,625 mi B, 8,125 ml
40% Acrylamid, 1,25 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 30 ul 108%S und 10 pl TEMED zusammen.
Der 4 ml Ansatz fur das Trenngel bestand aus 2,2l 0,8 ml 30% Acrylamid, 0,5 ml 1 M
Tris pH 6,8, 20 pl 10% APS und 5 pul TEMED.

Die Probentaschen wurden mit FACE-Gel-Laufpuffespi#t und die Proben aufgetragen.
AnschlieRend wurde die Gelkammer mit kaltem Laufgufefillt und die Elektrophorese
zuerst fir 2 h bei 250 V durchgefuhrt, um eine eitiiche Lauffront der Proben zu bilden.
Danach wurde die Elektrophorese bei 4 °C fur 618068 V fortgesetzt. Zur Dokumentation
wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert. Als Mark dienten Fraktionen mit sHA-

Molekulen definierter Grof3e.
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2.2.3.5 Bestimmen der Hyaluronsaurekonzentration imurinen Tumoren

Zur Gewinnung interstitieller Tumorflissigkeit (TIFvurden Tumore zunachst zerkleinert.
Mittels mehrerer Zentrifugationsschritte fir 60 niai 1841 g und 4 °C Uber einen 40 um
Nylon-Filter konnte die Tumorflissigkeit gewonneenden. Die TIF wurde nun auf einen 10
kDa Amicon-Filter aufgetragen und fir 60 min bei94%9 g bei 4 °C zentrifugiert. HA-
Fragmente kleiner als 26 Disaccharideinheiten (Ki®)nen den Filter passieren, grofiere
Fragmente werden durch den Filter zuriickgehaltém KDnzentration der HA wurde mittels
eines HA-ELISA-Kits (Echelon) nach den Anweisunges Herstellers bestimmt.

2.2.3.6 Aufbereitung der Hyaluronsaurefragmente flrexperimentellen Einsatz

sHA wurde generell bei -20 °C in 0,3 M-NatriumphloapPuffer pH 5,35 gelagert. Vor der
experimentellen Verwendung wurde die sHA gefalierHir wurde das 4-fache Volumen an
100%igem Ethanol hinzugegeben und mindestens Fibédi -20 °C inkubiert. Anschlie3end
wurden die Proben fiir 10 min bei 10621 g und 4 étrifugiert, der Uberstand abgenommen
und das sHA-Pellet unter der Sterilbank Uber Ngeltocknet. Am nachsten Tag wurde das

Pellet im bendtigten Volumen Medium resuspendiert.
2.2.4 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C, 5% £L21% Q und 95% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Bei primaren humanen Lymphendothelzeli@ECs), humanen Perizyten (PCs),
humanen glatten Muskelzellen (SMCs) und humanerenoymalen Stromazellen (MSCs)
erfolgte die Kultivierung unter einer 5%igen,-Btmosphare. Kultivierte LECs wurden
regelmafiig auf die Expression spezifischer Markatiolliert.

2.2.4.1 Passagieren von Zellen

Der Zustand und die Dichte der Zellen wurden re@&m unter einem Mikroskop

beobachtet. Zum Splitten von Tumorzellen wurdeMadium abgesaugt, die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen, und die Zellen durch Inkubatiohvorgewarmtem Trypsin abgeldst.
Die Zellen wurden von dem Kulturgefal3 abgespulgimRohrchen tberfihrt und fur 3 min
bei 301 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abggt, die Zellen in frischem Medium
resuspendiert und in der gewtinschten Zelldichteeire Kulturgefal3e ausplattiert.

Bei dem Passagieren der LECs musste darauf geagbtden, dass diese stets bei einer

Konfluenz zwischen 70-80% gesplittet werden. Hieriurde das Medium abgesaugt, die
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Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit PBS/TryissimM EDTA versetzt. Das

Ablésen der Zellen wurde sorgféltig unter dem Lmcikroskop beobachtet und die Zellen
durch vorsichtiges Abspulen mit Medium von dem Krdefal3 entfernt. Die LECs wurden
anschlieBend fir 3 min bei 301 g abzentrifugiertfrischem Medium resuspendiert und in

der gewunschten Zelldichte ausplattiert.
2.2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die verwendeten Tumorzellen wurden nach dem Abléaslerentrifugiert, der Uberstand
verworfen und in Einfriermedium (DMEM-Medium, 10%CB, 1% Penicillin und 10%

DMSO) resuspendiert. Die Zellen wurden anschliel3eriginfrierrdhrchen tberfihrt und bei
-80 °C oder langfristig in flissigem Stickstoff ggert. LECs wurden in einem speziellen
Medium eingefroren (FCS + 10% DMSO) und dauerhmafilissigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad ei’@G. Die aufgetaute Zellsuspension
wurde schnellstmoglich in 10 ml frisches Medium rdiert, fir 3 min bei 301 g

abzentrifugiert und in frisches Medium UberfuhrinsghlieRend wurden die Zellen in ein
Kulturgefal3 ausgesat. Bei den empfindlicheren LeGsle auf die Zentrifugation verzichtet

und das DMSO-haltige Medium am nachsten Tag duisbhfes Medium ersetzt.
2.2.4.3 Bestimmen der Zellzahl

Die Zellzahl einer Suspension wurde mittels eineeulbauer-Zahlkammer und eines
Lichtmikroskops bestimmt. 50 pl der zu bestimmendéellsuspension wurden zur
Bestimmung des Anteils toter Zellen mit 50 ul Tnyg&lau gemischt und zwischen die
Zahlkammer und einem Deckglas aufgetragen. Es waufdef innere vertikal verlaufende
Kastchen ausgezahlt und der erhaltene Wert mil@ xnultipliziert. Alternativ kénnen auch

4 x 16 Kleinquadrate ausgezahlt und der Wert mitl®* multipliziert werden.

2.2.5 Zellkulturexperimente zur Funktionsanalyse va sHA im Prozess der

Lymphangiogenese
2.2.5.1°H-Thymidin-Inkorporationsassay

Mit Hilfe des ®H-Thymidin-Inkorporationsassays wurde die Prolifiena von LECsin vitro
bestimmt. Der Assay basiert auf der Fahigkeit fetkrender Zellen,*H-gelabeltes
Thymidin in ihre DNA einzubauen. Je starker die |&tlproliferieren, desto mehiH-
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Thymidin wird in ihre DNA eingebaut. Dies bedeut#dss eine hohe gemess@n8trahlung
mit einer erhohten Proliferation der Zellen komreli

Der Assay wurde stets in einer 96-well Platte dgettihrt. Die LECs wurden in einer Dichte
von 1000 Zellen/well ausgesat und am nachsten TiechdZugabe von 50 pl Hungermedium
(EBM-2-Medium; 1% Penicillin/Streptomycin)/well fit6 h gehungert. Am nachsten Tag
wurde das Medium abgesaugt und durch frisches Flifyds Kulturmedium und einen
entsprechenden Stimulus ersetzt. Bei einer Behagdtt blockierenden Antikdrpern oder
Inhibitoren wurden die Zellen fur 1 h bei 37 °C whi¢sen inkubiert und anschliel3end mit den
Stimuli behandelt. Als Kontrolle dienten unstimulee LECs, die mit Ldsungsmittel,
Isotypkontrollen oder HMW-HA behandelt wurden. Nasher Inkubation von weiteren 72 h
wurde in jede Probe 1 p@H-Thymidin pipettiert. Nach 24 h wurde das Mediubgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin furm3d bei 37 °C behandelt. Die LECs
wurden mit einem Erntegerat auf eine Filtermattertibgen, wobei sie zerstort und ik
Thymidin markierte DNA auf der Matte zuriickgehaltearde. Die durch da¥1 emittiertep-
Strahlung wurde mittels Zugabe einer Sentilisafitssigkeit und eineg-Zéhlers gemessen

und quantifiziert.
2.2.5.2 Migrationsassay

Hier sollte untersucht werden, inwiefern sHA diegkéition von LECs beeinflusst. Bei diesem
Migrationsassay handelt es sich um einen sogenanntenolayer assay“, bei dem zwei
konfluente Zellschichten durch einen kinstlich agten Spalt voneinander getrennt sind.

Mittels Mikroskopie wurde die Fahigkeit der Zelleaobachtet, diesen Spalt zu schliel3en.

Der Assay wurde im 12-well-Format durchgefiihrt. Rinstlichen Herstellung zweier durch
einen Spalt getrennten konfluenten Schichten vol®d Evurden spezielle zweikammrige
Inserts verwendet. In die beiden Kammern einestsiseurden 70 pl einer 7 x 1@ellen/ml-
Zellsuspension pipettiert. In die dulReren Arealeden 20.000 Zellen/chpipettiert, um eine
optimierte Kultivierung der LECs zu gewahrleistéMichtig bei diesem Assay ist es, eine

100% konfluente Zellschicht zu erhalten.

Nach 24 h wurden nochmals 25 pul frisches Mediuneder Halfte des Inserts gegeben. Am
nachsten Tag wurde das Insert vorsichtig entfeliet Zellrasen zweimal grindlich mit PBS
gewaschen und sHA bzw. HMW-HA in der gewunschtennzémtration in Medium

hinzugegeben.
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Die Migration der Zellen wurde mittels Time-Lapsekkbskopie an einem Axiovert 200M
fluo-Mikroskop dokumentiert, wobei jede Stunde FBogeschossen wurden. Die Bestimmung

der Migrationsrate erfolgte durch die AxioVisiory4software.
2.2.5.3 Gefal3bildung auf Matrigel

Endothelzellen verfiigemn vitro Uber die Fahigkeit, gefalartige Strukturen zu dwldin
diesem Assay sollte untersucht werden, ob bzw.sMA diese Fahigkeit beeinflusst. Der

Assay wurde im 24-well Format auf einer Matrigeltkbadurchgefinhrt.

Pro well wurden 400 pl einer Matrigellésung (3 mb/pipettiert, die Gber Nacht bei 37 °C
auspolymerisierte. Am nachsten Tag wurde das Matngt PBS gewaschen und pro well 2 x
10° LECs ausplattiert. Die Zellen wurden dann mit sbiw. HMW-HA in der gewiinschten
Konzentration behandelt und die Ausbildung gefafart Strukturen wurde fotografisch
dokumentiert. Zur Quantifizierung wurden die Vermyumgspunkte zwischen den sich

gebildeten Strukturen ausgezabhit.

2.2.5.4 Untersuchung der durch Hyaluronsaurefragmete in LECs induzierten

Signalwege

Zur Untersuchung der Wirkung von sHA auf die Algiring bzw. Hemmung von zellularen
Signalwegen in LECs wurde eine Reihe von Zeitreidemchgefuihrt. LECs wurden fur
unterschiedlich lange Zeitraume mit verschiedenenzéntrationen an sHA inkubiert, Lysate
hergestellt und die Regulation von Signalmolekuteittels SDS-PAGE und Western Blot

untersucht.

2.2.5.5 Untersuchung der Wirkung von Hyaluronsadurefagmenten und TGF$ auf die

Expression lymphatischer Marker

LECs wurden flr 24, 48, 72 oder 96 h mit sHA oderZ4, 48, 72, 80 und 100 h mit TGF-

1, -2 oder -3 inkubiert, die Proteine im Uberstamitl Strataclean-Beads aufkonzentriert und
die Zellen mit Proben-Puffer lysiert. Bei einer Badlung mit blockierenden Antikdrpern
wurden diese fir 1 h bei 37 °C vor der Zugabe JdA finzugegeben. Die Proben wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

Der Nachweis einer Prox-1-Expression erfolgte zlisfit mittels Immunfluoreszenz und
erfolgte wie in Abschnitt 2.2.2.9 beschrieben.
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2.2.6 Tumorexperimente
2.2.6.1 Injektion von murinen 4T1-Tumorzellen und Eitnahme von Organen

In 2-3 Monate alte Balb/c Wildtyp- und LYVE-1-KO-M&e wurden je 1 x £0
metastasierende 4T1-Zellen subkutan implantiert.

Die Tumore wurden regelmé&Rdig vermessen und dasmvaiuberechnet. Erreichte der Tumor
eine Grolle von 2 cm in einer Dimension wurden d&u$é durch zervikale Dislokation

getotet und der Primartumor entnommen. Ein Teil Bliesartumors wurde fur eine spatere
RNA-Isolation bei -80 °C eingefroren, ein andereil Tvurde in Einbettmedium fur spatere
histologische Analysen aufbewahrt. Aus dem Grol3t#ds Tumors wurde mittels

Zentrifugation die interstitielle Flissigkeit gewwn, die spater auf ihre sHA- und HMW-
HA-Konzentration untersucht wurde (siehe 2.2.3.5¢ur Untersuchung des

Metastasierungspotentials wurden die axillaren ungduinalen Lymphknoten entfernt,

vermessen und eingebettet. Zusatzlich wurden diegé entnommen und die Anzahl der
Metastasen mit Hilfe eines Binokular-Mikroskops thamt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Wirkung von sHA auf LECsin vitro

In mehreren Studien konnten Effekte von shWvitro undin vivo auf die Proliferation und
Migration verschiedenster Zelltypen bereits nacligegn werden (West und Kumar, 1989;
Montesano et al., 1996; Rahmanian et al., 1997;etwl., 2009; Perng et al., 2011). Die
Wirkung von sHA auf die Lymphangiogenese wurde dnigl jedoch nicht analysiert und
sollte in den folgenden Experimenten naher untétswerden.

3.1.1 Herstellung und Analyse von Hyaluronsaurefragnenten (sHA)

Um die Wirkung von sHA auf das Verhalten von LEQ#eusuchen zu kbnnen, wurden
zunachst HA-Fragmente enzymatisch hergestellt. Deatde eine Sauger-Hyaluronidase aus
Rinderhoden (BTH) und eine Hyaluronidase &septomyces hyalurolyticus verwendet.
BTH spaltet HMW-HA wie humane Hyaluronidasenfaf,4-glykosidischen Bindungen. Die
bakterielle Hyaluronidase spaltptl,3-glykosidische Bindungen. Durch den Einsatzelie
beiden unterschiedlich agierenden Enzyme war eslichOgHA mit N-Acetylglucosamin
bzw. Glucuronséaure am reduzierenden Ende zu predrzund auch den potentiellen Effekt
dieser unterschiedlichen Endstrukturen auf das &emh der LECs zu untersuchen.

Verdau Fr.36 Fr.55 Fr. 47

< 11Ds

- 8Ds
- 6Ds

Abbildung 1: GréRenbestimmung von Hyaluronsaurefragnenten mittels FACE-Analyse.

Hochmolekulare Hyaluronséure wurde mit Hyalurongdass Rinderhoden (BTH) verdaut und
gelchromatographisch aufgetrennt. Hyaluronsaurefeare aus verschiedenen Fraktionen (36 und 47)
und zuvor bereits erfolgreich verdaute HA wurdenaeim Fluoreszenzfarbstoff ANDS gekoppelt und
mittels Polyacrylamidgelelektrophorese (FACE-Analyaufgetrennt. Die GroRenzuordnung erfolgte
durch die Verwendung eines zuvor etablierten MarKaier vertreten durch Fraktion 55 mit sHA

einer Gr6Re von 8 Ds.

54



Ergebnisse

Nach Sonifizierung und dem enzymatischen Verdau ¢&#WIW-HA wurden die
entsprechenden Ansatze auf eine Saule aufgetrageh nittels Gelchromatographie
gréRenabhangig fraktioniert. Hierbei werden grofegmente zuerst, kleinere sHA-Molekiile
spater eluiert. Danach wurde die Konzentrationktaktionen photometrisch bestimmt, und
die Grof3e der sHA mittels ANDS-Kopplung und FACEalyse bestimmt (Abbildung 1).

3.1.2 sHA vermittelt einen biphasischen Effekt auflie Proliferation von LECs

Um einen moglichen Effekt von sHA auf die Prolifgma von LECs zu untersuchen, wurden
primare humane LECs fir 96 h mit sHA behandelt. @aturden sowohl unterschiedliche
sHA-Konzentrationen und -Grél3en als auch sHA-Mdiekierwendet, die mittels BTH oder
der bakteriellen Hyaluronidase a@reptomyces hyalurolyticus aus HMW-HA generiert
wurden. Auf diese Weise sollte sowohl eine moglich&roRen- und
Konzentrationsabhéngigkeit als auch der Einflugscdemischen Struktur des reduzierenden
Endes auf die Proliferation der LECs erfasst werdam Quantifizierung wurde der Einbau
von *H-markierter DNA in proliferierende Zellen gemessen

Dabei zeigte sich, dass sHA aus einem BTH-HA-Verdimen biphasischen Effekt auf die
Proliferation von LECs hat. sHA-Molekile einer Gedl¥on 4-13 Ds und in einem
Konzentrationsbereich von 1-10 pg/ml besal3en eiogmliferative Wirkung auf die LECs,

wéahrend 3 Ds und HMW-HA keinen Effekt vermitteltgkbbildung 2A). AulRerdem konnte

zusatzlich ein anti-proliferativer Effekt bei hohesHA-Konzentrationen ab 20 pg/ml
festgestellt werden (Abbildung 2A).

Wie die sHA aus einem HA-Verdau mit BTH induziereaauch durch bakterielle
Hyaluronidase generierten sHA-Molekile einen bidmen Effekt auf die Proliferation der
LECs (Abbildung 2B). Bei niedrigen sHA-Konzentratém konnte eine pro-proliferative
Wirkung beobachtet werden, wahrend speziell bei 44énDs grol3en sHA-Molekilen bei
Konzentrationen ab 20 pg/ml eine deutliche inhiische Wirkung zu erkennen war
(Abbildung 2B). Dies spricht dafur, dass die unthredliche chemische Struktur des
reduzierenden Endes der sHA-Molekile keinen Eisfausg deren pro- und anti-proliferativen
Effekte besitzt.
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Abbildung 2: Hyaluronséaurefragmente vermitteln einen gréf3en- und konzentrationsabhangigen
biphasischen Effekt auf die Proliferation von prim&en humanen LECs.

Primare humane LECS wurden fir 96 h mit verschiedekonzentrationen und Gréf3en von sHA
behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellad HMW-HA. Nach 72 h wurde zu den LECs
1pCi *H-Thymidin gegeben und nach weiteren 24 h wurdenRibben geerntet und dieStrahlung
gemessen(A) LECs wurden mit verschieden grof3en sHA-FragmeniesseV/erdaus mit BTH oder
unverdauter HMW-HA behandelt. Als Konzentrationenraéen 1, 2,5, 5, 10, 20 und 50 pg/ml
eingesetzt(B) LECs wurden mit sHA-Molekllen aus verschiedeneakfionen eines HA-Verdaus
mit bakterieller Hyaluronidase auSreptomyces hyalurolyticus behandelt. Als Konzentrationen
dienten 1, 2,5, 10 und 20 pg/r(C) LECs wurden mit equimolaren Konzentrationen (@,%, und 15
KUM) von sHA aus einem Verdau mit BTH inkubiert. &lProben wurden in Triplikaten durchgefihrt.
Die Fehlerbalken reprasentieren Standardfehler.

Durch den Einsatz equimolarer Konzentrationen eoljetestet werden, welche sHA-
Fragmente den starksten Einfluss auf die Prolifmmnatler LECs besitzen. Es stellte sich
heraus, dass kleine sHA-Molekiile einen deutlichrket&n pro-proliferativen Effekt

hervorrufen als groRere HA-Fragmente (Abbildung. 2G)3erdem ist sowohl bei kleinen als
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auch bei grof3en sHA-Molekilen ein anti-proliferatiEffekt bei hohen Konzentrationen zu
beobachten (Abbildung 2C).

Aufgrund der starken pro-proliferativen Eigenscéaftier kleineren sHA-Molekile wurden

fur die weiteren Versuche sHA einer Grof3e von H%0/erwendet.
3.1.3 sHA hemmt die Migration von LECsin vitro

sHA kann die Migration von Blutendothelzellen stimaten (Sattar et al., 1994; Gao et al.,
2008). Im Folgenden sollte die Wirkung von sHA daé Migrationsverhalten humaner LECs
in vitro untersucht werden. Hierfir wurde ein sogenanntwnolayer assay” durchgefuhrt.
Dabei werden zwei konfluente Zellpopulationen dusthen kiinstlich hergestellten Spalt
voneinander getrennt. LECs wurden fur 12 h, 24 4 86 h mit sHA bzw. HMW-HA
behandelt und die Auswirkung dieser Behandlung @dag Schlielen des Spaltes wurde

untersucht.

Im Gegensatz zu HMW-HA und niedrigen sHA-Konzentraén hemmen hohe sHA-
Konzentrationen die Migration von LE@s vitro signifikant (Abbildung 3). Dies spricht fur
eine konzentrationsabhangige Inhibierung der Mignatlurch sHA.
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Abbildung 3: Hohe sHA-Konzentrationen hemmen die Mgration von LECs in vitro.

Humane LECs wurden flr 12, 24 und 36 h mit sHA ddstW-HA (1, 5 und 30 pg/ml) behandelt.
Das Schliel3en des zuvor kunstlich hergestellterit&pawischen den LECs wurde photographisch
dokumentiert. Der prozentuale Anteil des ungesd@iosn Areals wurde quantifiziert. Fehlerbalken
reprasentieren Standardfehler. * = p < 0,05; **p =< 0,005.
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3.1.4 sHA inhibiert die Gefal3bildung von LECs konzetrationsabhangig

SHA kann die Ausbildung von Gefal3strukturen durtitéhdothelzellen fordern (Rahmanian
et al., 1997; Matou-Nasri et al., 2009). Hier soliun untersucht werden, ob sHA auch die
GefalRbildung von LECs beeinflusst. Dafir wurdeneinem 2D Tubule-formation-Assay

LECs auf einer Matrigelmatrix ausgesat, mit veresdenen sHA-Konzentrationen behandelt

und die Ausbildung von Gefal3strukturen dokumentiert
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Abbildung 4: sHA-Molekile vermitteln einen konzentrationsabhéngigen inhibitorischen Effekt
auf die Bildung gefaRartiger Strukturen durch LECs in vitro.

2D Tubule-formation-Assay zur Untersuchung des lgéfevon sHA und HMW-HA auf die
Gefalbildung von LEC# vitro. Auf einer Matrigelmatrix ausplattierte LECs wund&ir 5-7 h mit
sHA und HMW-HA behandelt (1, 5, 20 und 30 pg/mlje Bwusbildung der gefaRartigen Strukturen
wurde photographisch dokumentiert. Zur Quantifizrey wurden die Verzweigungspunkte zwischen
den gebildeten Strukturen ausgezafit) Mit steigenden sHA-Konzentrationen ist eine deh#ic
Abnahme der GefaRstrukturen zu erkennen, wobeiEdttkt von HMW-HA deutlich geringer
ausfallt. (B) Die Quantifizierung zeigt einen deutlichen sigfiten konzentrationsabhéangigen
inhibitorischen Effekt von sHA auf die GefaRbildungn LECs auf Matrigel. Die Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. * = p< 0,05 px 0,01; *** = p< 0,005.
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Bei steigenden sHA-Konzentrationen war eine ddutlicAbnahme der Ausbildung
gefal3artiger Strukturen zu beobachten (Abbildung uf 4B). Eine Quantifizierung der
Verzweigungspunkte zwischen den neugebildeten Getéduren zeigte, dass HMW-HA
ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf die LECY, ltiese jedoch deutlich schwacher

ausfallt als der konzentrationsabhéngige inhilstdre Effekt von sHA (Abbildung 4B).
3.1.5 Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen GArrest in LECs

Offensichtlich beeinflusst sHA die Proliferation, idviation und die Ausbildung von
Gefal3strukturen von LECs groRen- und konzentrssibhdngig. Diese Prozesse werden
stark durch den Zellzyklus der LECs reguliert. Dadalte im Folgenden untersucht werden,

wie sHA den Zellzyklus von LECs beeinflusst.

Zu diesem Zweck wurden LECs mit verschiedenen skfz€ntrationen behandelt, und die

Verteilung der Zellen im Zellzyklus durchflusszytetrisch bestimmit.

Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen Gl1-Arrést LECs, wahrend niedrige
Konzentrationen und HMW-HA keinen Einfluss besitzgbbildung 5). Der durch sHA
induzierte G1-Arrest steht im Einklang mit dem bhohen sHA-Konzentrationen

beobachteten anti-proliferativen Effekt.
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Abbildung 5: Hohe sHA-Konzentrationen induzieren enen G1-Arrest in LECsin vitro.

Primare humane LECs wurden fir 48 h mit 5 oder gimlit sHA oder HMW-HA behandelt. Als
Kontrolle dienten unbehandelte LECs. Die Zellzykkigeilung der LECs wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und quantifizi€ehlerbalken reprasentieren Standardfehler. *** =
p< 0,005
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3.1.6 sHA vermittelt eine additiven Effekt mit VEGFC und FGF-2

Die Lymphangiogenese wird durch verschiedene Faktoeguliert. Zu den prominentesten
pro-lymphangiogenen Faktoren zahlen VEGF-C, FGR@ RDGF-BB (Jeltsch et al., 1997;
Cao et al., 2004; Chang et al.,, 2004). Im Folgendeltte untersucht werden, ob sHA
maoglicherweise zusammen mit VEGF-C, FGF-2 oder PIBBFeinen additiven Effekt auf
die Proliferation von LECs vermitteln. Dies konmti@en Aufschluss auf die Wirkungsweise
von sHA bezuglich seiner pro-proliferativen Eigemeiten geben.

Zu diesem Zweck wurden LECs mit verschiedenen ymgphangiogenen Faktoren in
Kombination mit sHA behandelt. Hierbei wurden sulmple Konzentrationen eingesetzt,

um additive oder synergistische Effekte registneza konnen.
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Abbildung 6: sHA vermittelt zusammen mit VEGF-C und FGF-2 einen additiven Effekt auf die
Proliferation von primaren humanen LECs.

Priméare humane LECs wurden fir 96 h mit verschiedeKonzentrationen von sHA und pro-
lymphangiogenen Faktoren inkubigd) Behandlung von LECs mit 5 bzw. 10 pg/ml sHA konidiin
mit einer Stimulation mit 100 bzw. 200 ng/ml VEGFEF{B) Kombinierte Behandlung der LECs mit 1
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png/ml sHA und 10 ng/ml FGF-ZC) Stimulation von LECs mit 5 pg/ml sHA und 10 ng/RDGF-
BB. Fehlerbalken reprasentieren Standardfehlerp%9,05; ** = p< 0,01; *** = p< 0,005.

Eine kombinierte Stimulation von LECs mit sHA un&@®F-C bzw. FGF-2 vermittelt einen
additiven Effekt auf die Proliferation primarer haner LECs (Abbildung 6A und 6B). Im
Gegensatz hierzu ist bei einer Behandlung der LBEsHA und PDGF-BB keine additive
Wirkung der Stimuli zu erkennen (Abbildung 6C). Bikegt den Schluss nahe, dass sHA
seine pro-proliferative Wirkung unabhangig von VEGkind FGF-2 vermittelt.

3.2 ldentifizierung und Charakterisierung des Rezefors fir sHA auf humanen LECs

Das Verhalten von LECs kann durch sHA in unterstliither Weise beeinflusst werden. In
dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, Ubelchen Rezeptor bzw. welche Rezeptoren
diese Effekte vermittelt werden.

3.2.1 CD44, TLR-4 und LYVE-1 werden auf der Oberfl&he von LECs exprimiert

Sowohl CD44, als auch TLR-4 kdnnen auf untersciubdh Zelltypen als sHA-Rezeptoren
fungieren (Termeer et al., 2002; Taylor et al., £0Q@007; Wang et al., 2011). Zur
Bestimmung des potentiellen Rezeptors von sHA d&€4 wurde zunachst die Expression
von CD44 und TLR-4 auf der Oberflache von LECs ehsttFACS-Messung analysiert.
Aufgrund seiner hohen strukturellen Homologie zu4@und seiner mdglichen Rolle in der

HA-Bindung wurde aulRerdem die Expression von LYVaudi LECs untersucht.

Die Expression von CD44, TLR-4 und LYVE-1 auf devetflache der LECs konnte mittels
FACS-Messung bestatigt werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: CD44, TLR-4 und LYVE-1 sind auf der Oberflache humaner LECs exprimiert.

Primare humane LECs wurden mit spezifischen Angikim gegen CD44, TLR-4 und LYVE-1
gefarbt, und die Expression der Oberflachenmolekiittels FACS-Messung untersucht.
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3.2.2 LYVE-1 vermittelt den pro-proliferativen Eff ekt von sHA

Um den bzw. die Rezeptoren zu identifizieren, dig €lie sHA-vermittelten Effekte
verantwortlich sind, wurden LECs mit entsprechendeonzentrationen an sHA und
spezifischen blockierenden Antikérpern gegen LYVEED44 und TLR-4 behandelt. Zudem
kam der spezifische TLR-4-SignaltransduktionsinoibCLI-095 zum Einsatz.

Eine Blockade von LYVE-1 fihrte zu einer Aufhebungs pro-proliferativen Effekts
niedriger sHA-Konzentrationen (Abbildung 8A und 8B)lerdings wurde der inhibitorische

Effekt hoher sHA-Konzentrationen nicht durch diddleckade beeinflusst (Abbildung 8A
und 8B).

Sowohl die Blockade der Rezeptoren CD44 und TLRs4aach die Inhibierung der TLR-4-
Signaltransduktionskaskade  durch  CLI-095 hatten neékei Effekt auf die
konzentrationsabhangige pro-proliferative oder bithrische Wirkung von sHA auf LECs
(Abbildung 8C-8E). Somit vermittelt der lymphatigecMarker LYVE-1 die pro-proliferative
Wirkung von sHA auf LECs, wahrend CD44 und TLR-4diesem Prozess offenbar nicht
beteiligt sind.
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Abbildung 8: LYVE-1 vermittelt den pro-proliferativ en Effekt niedriger sHA-Konzentrationen.

(A) LECs wurden mit blockierenden anti-LYVE-1-Antikdrpe einer entsprechenden Isotypkontrolle
und sHA behandelt, und ihre Proliferation durch &mbau von®H-Thymidin analysiert(B) LECs
wurden mit monoklonalen LYVE-1 blockierenden mAB -2#tikorpern, einer entsprechenden
Isotypkontrolle und sHA behandelt und ihre Probtasn mittels®H-Thymidininkorporationsassays
bestimmt. (C) LECS wurden mit blockierenden anti-CD44-Antikbrperainer entsprechenden
Isotypkontrolle und sHA behandelt, und ihre Prodifeon durch den Einbau voPH-Thymidin
analysiert. (D) LECs wurden mit blockierenden anti-TLR-4-Antikorpe einer entsprechenden
Isotypkontrolle und sHA behandelt, und ihre Proffeon in *H-Thymidininkorporationsassays
bestimmt.(E) LECs wurden mit dem TLR-4 spezifischen Signaltdaksionsinhibitor CLI-095 und
sHA behandelt, und ihre Proliferation durch denb@in von®H-Thymidin bestimmt. Fehlerbalken
reprasentieren Standardfehler.

3.2.3 Analyse des Sialisierungstatus von LYVE-1

Glykosilierungen spielen eine wichtige Rolle in deegulierung von Bindungen zwischen
Rezeptoren und Liganden. LYVE-1 weist verschiedilualifizierungen der extrazellularen
Doméane mit Zuckermolekilen auf (Nightingale et 2009). Es handelt sich dabei vor allem

um O-Glykosilierungen und Modifikationen mit Siadgureresten an der Stammregion von
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LYVE-1 (Nightingale et al., 2009). Diese Sialisiaguist zelltypspezifisch und kann die
Bindung von HMW-HA regulieren (Nightingale et &009).

LYVE-1 wurde in Blockierungsversuchen als Mediattes pro-proliferativen Effekts von
niedrigen sHA-Konzentrationen identifiziert (Abkiidg 8A und 8B). Die Sialisierung von
LYVE-1 konnte neben der Bindung von HMW-HA auch dieteraktion mit sHA
beeinflussen. Aus diesem Grund wurde im Folgen@ersSalisierungsstatus von LYVE-1 auf
LECs untersucht.

In einem ersten Versuch wurden LEC-Lysate mit demzyEh Neuraminidase aus
Arthrobacter ureafaciens inkubiert. Diese Neuraminidase ist in der Lagpezifisch
Sialinsdurereste abzuspalten. Nach der enzymatisRleaktion wurde mit dem Lysat eine
LYVE-1-Immunprazipitation durchgefihrt. Die Behandyy des LEC-Lysats mit
Neuraminidase fuhrte zu einer Reduktion der moksar Masse von LYVE-1 im SDS-
PAGE (Abbildung 9A), was dahingehend interpretigerden kann, dass die Neuraminidase
Sialinsdurereste von LYVE-1 abspaltet und sich satas Molekulargewicht von LYVE-1
sichtbar verringert. Die Behandlung des LEC-Lysats Neuraminidase, gefolgt von einem
Pull-down-Experiment mit sialinsaurespezifischerktireen ausMaackia Amurensis (MAA),
fuhrte im SDS-PAGE zu einem Verschwinden der LY\WBdnde, die in unbehandelten
Lysaten detektierbar war (Abbildung 9B). Dies ist weiterer Beleg fur die Sialisierung von
LYVE-1. Um den Anteil an sialilierten LYVE-1-Molelén an der Gesamtmenge von LYVE-
1 auf den verwendeten LECs zu bestimmen, wurden -L¥Sate mit Neuraminidase
behandelt und ein Pull-down-Assay mit MAA-Lektinend daran anschliel3end eine LYVE-
1-IP durchgefuhrt (Abbildung 9C). Hierbei konnte gt werden, dass offensichtlich alle der
sichtbaren LYVE-1 Molekule auf den LECs in sialitge Form vorlagen (Abbildung 9C).
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Abbildung 9: Das Gros der LYVE-1-Molekile auf der Cberflache von LECs ist sialisiert.

(A) Primare humane LECs wurden lysiert und die Zdkresit Neuraminidase auArthrobacter
ureafaciens behandelt, oder blieben unbehandelt. AnschlieReridigte eine LYVE-1-IP. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Lysate und Isotypiadiantikdrper. (B) LEC-Lysat wurde mit
Neuraminidase behandelt. Danach erfolgte ein Rwilrd Assay mit immobilisierten Lektinen aus
Maackia amurensis (MAA) um spezifisch sialisierte Molekule zu bindebnbehandelte Lysate
fungierten als Kontrolle(C) LEC-Lysate wurden mit Neuraminidase behandelt obdkeben
unbehandelt. Nach einem durchgefiihrten MAA-Lekiiti-Bown wurde der Uberstand der Proben fiir
eine LYVE-1-IP verwendet. Alle Proben wurden im SBSGE und Western Blot mit LYVE-1 -

spezifischen Antikorpern analysiert. (N. = Neura@se-Behandlung); (MAA = Behandlung mit
immobilisierten MAA-Lektinen)

3.2.4 Auf LECs kann LYVE-1 nicht als Corezeptor furPDGFBRs fungieren

Es wird berichtet, dass LYVE-1 durch eine Kompléolang mit PDGBR undfp-Catenin an

der Regulierung des lymphatischen Flusses beteivgbei LYVE-1 als Corezeptor von
PDGHR fungiert (Boensch et al.,, 1999; Hou et al., 202012). Um zu Uberprifen, ob
LYVE-1 seine Funktion in der sHA-vermittelten Lymgitgiogenese als Corezeptor von

PDGHR oder PDGER vermittelt, wurde die Expression dieser Rezept@ef RNA- und
Proteinebene untersucht.
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Weder PDGBR noch PDGER werden auf der RNA- oder der Proteinebene von 4 EC
exprimiert (Abbildung 10A und 10B). Somit kann ei@erezeptorfunktion von LYVE-1 fur
die PDGF-Rezeptoren auf den LECs ausgeschlossetiemebDies bestatigt eine zentrale

Rolle von LYVE-1 als Rezeptor in der sHA-vermiteltLymphangiogenese.
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Abbildung 10: PDGFBR und PDGFaR werden weder auf Proteinebene noch auf RNA-Ebernia
LECs exprimiert.

(A) Primare humane LECs und mesenchymale Stromaz@8gs) wurden mit anti-PDGIR- bzw.
PDGRR-Antikdrpern oder entsprechenden Isotypkontroliekubiert. Die Expression der beiden
Oberflachenrezeptoren wurde mittels FACS-Analysstibbent. (B) Mittels RT-PCR wurde die
Expression von PDGIR, PDGHBR und PDGF-BB in drei verschiedenen Lots von LE@&rtsucht.
Als Kontrolle dienten Perizyten (PCs), mesenchyng&ilemazellen (MSCs) und glatte Muskelzellen
(SMCs). HPRT fungierte als Ladekontrolle.

3.3 Untersuchung der molekularen Wirkungsweise nietger sHA-Konzentrationen

In den zuvor durchgefiihrten Experimenten konnte eiggz werden, dass niedrige
Konzentrationen von sHA in einem Bereich von 1-5pigro-proliferativ auf humane LECs
wirken. Im Folgenden sollte das Augenmerk daraufcgeet werden, welche molekularen

Mechanismen und Signalwege diesen stimulatoriséfiekt von sHA vermitteln.
3.3.1 Der pro-proliferative Effekt von sHA ist unakhéngig von IL-6

Das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-6 (8)-reguliert neben Immunprozessen auch
Angiogenese und Lymphangiogenese. Sowohl im Tunmielkd als auch bei
Entzindungsreaktionen ist IL-6 in der Lage, die bilelung von Lymphgefalien zu
induzieren (Yao et al., 2006; Botto et al., 201igréntini et al., 2011; Shinriki et al., 2011).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass sHA in dagelist, die Expression von IL-6 in
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humanen Chondrozyten zu induzieren (Campo et@LOR Interessanterweise induziert sHA
in niedrigen Konzentrationen die Expression von6llauch in humanen LECs (Schmaus,
Doktorarbeit, 2011). Im Folgenden sollte nun untehé werden, ob der pro-proliferative
Effekt niedriger sHA-Konzentrationen tber den proybhangiogenen Faktor IL-6 vermittelt

wird.

Zu diesem Zweck wurdefH-Thymidin-Inkorporationsexperimente durchgefiitint,denen
LECs mit neutralisierenden anti-IL-6-AntikorperncusHA behandelt wurden.

IL-6 stimulierte dabei die Proliferation humaner Q@& signifikant und
konzentrationsabhangig (Abbildung 11A). Die Behandl der LECs mit blockierenden anti-
IL-6-Antikorpern flihrte zu einem deutlichen Rickgater IL-6-induzierten Proliferation der
Zellen (Abbildung 11A). Der konzentrationsabhéngpge-proliferative Effekt von sHA wird
durch eine Prainkubation der LECs mit blockierendler6-Antikorpern nicht beeinflusst
(Abbildung 11B). Der pro-proliferative Effekt niader sHA-Konzentrationen ist demnach
trotz induzierter IL-6-Expression unabhéngig voesgim Zytokin.
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Abbildung 11: IL-6 besitzt keinen Einfluss auf diepro-proliferative Wirkung von sHA.

(A) Primarehumane LECs wurden fiH-Thymidininkorporationsassays mit blockierenderti-4n6-
Antikorper oder einer entsprechenden Isotypkorgraikubiert. AnschlieRend wurden die LECs fur
96 h mit 100 bzw. 250 ng/ml IL-6 inkubieB) LECs wurden fur 1 h mit blockierendem anti-IL-6-
Antikérper oder einer entsprechenden Isotypkol&rimlkubiert. AnschlieRend wurden die LECs fir
weitere 96 h mit 1, 5 bzw. 30 pug/ml sHA behand®ie Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler. * = p< 0,05.
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3.3.2 Identifizierung der von sHA in LECs regulierten Zellsignalwege

Zum besseren Verstandnis der Wirkungsweise von atfiAdas Verhalten von LECs sollte
untersucht werden, welche Zellsignalwege durch $HRBECs reguliert werden. Im Rahmen
der sHA-vermittelten Aktivierung von ImmunzellererdAngiogenese oder im Tumorkontext
konnten bereits mehrere Zellsignalwege identiftaregrden, die durch sHA aktiviert werden.
sHA vermittelt die Reifung und Zytokinexpression nvodendritischen Zellen und
Makrophagen Uber die Aktivierung des ERK-Signalvgegenter Beteiligung des
Transkriptionsfaktors NkB (Termeer et al.,, 2000, 2002; Horton et al., 2002jne
Behandlung von Endothelzellen mit sHA fihrt zudem ener Aktivierung des ERK-
Signalweges unter Beteiligung der Proteinkinas&i@e Blockade der sHA-induzierten und
CD44-abhangigen ERK-Aktivierung inhibiert hingegeie Proliferation der Endothelzellen
(Slevin et al., 1998).

Zur ldentifizierung der in LECs durch sHA induzesmt Signalwege wurden die Zellen mit
sHA inkubiert und in Zeitreihen mogliche Anstiegedeo Abnahmen am Anteil

phosphorylierter Signalmolekile untersucht.

Die Behandlung von LECs mit einer pro-proliferativeHA-Konzentration von 5 pg/mi
fuhrte zu keiner sichtbaren Regulation der Expogsgiler untersuchten Signalmolekile
(Abbildung 12A). Gelegentliche leichte Regulationemnnten nicht bestatigt werden. Die
Inkubationszeiten wurden bis auf mehrere Stundsgeweitet, doch konnten auch dort keine
zuverlassigen und reproduzierbaren Veranderungemlein Anzahl der phosphorylierten

Signalmolekile beobachtet werden (Daten nicht gézei
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Abbildung 12A: Untersuchung der Regulierung von Sigalmolekulen in LECs nach einer
Behandlung mit sHA.

Primére humane LECs wurden fur 0, 1, 5, 10 und 80 mit 5 pg/ml sHA inkubiert oder blieben
unbehandelt. Nach der Stimulierung wurden die Belysiert und das Lysat mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Die Primarantikérper wurdie optimierten Konzentrationen tber Nacht bei
4 °C in 1% BSA-L6sung inkubiert. Die Inkubation ndéem 1:1000 verdinnten HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper erfolgte fir 30 min bei RT. Kientrolle dienten unbehandelte LECs.

Der NF«B-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei sHA-izderten Effekte in einer Reihe
von verschiedenen Prozessen (Fitzgerald et al.Q;2680rton et al., 2002; Termeer et al.,
2002). Die mogliche Aktivierung des NEB-Signalweges durch sHA, in deren Folge eine
Translokation von NRB vom Zytoplasma in den Kern stattfindet, wurde athur

Immunfluoreszenztechniken untersucht.

Wahrend die Behandlung von LECs mit LPS die Traadion von NFkB vom Zytoplasma
in den Nukleus induziert (Abbildung 12B), konntedge bei niedrigen sHA-Konzentrationen
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von 1 und 5 pg/ml noch bei 30 pg/ml eine entspnedbel ranslokation beobachtet werden
(Abbildung 12B).

B

DAPI anti- NF kappa p65 Merge

Sekundarantikdrperkontrolle

unbehandelt

LPS (10 pg/ml)

sHA (1 pg/ml})

sHA (5 pg/ml)

sHA (30 pg/ml)

Abbildung 12B: sHA induziert keine Translokation von NF-kB in den Nukleus von LECs.

Primare humane LECs wurden mit 10 pg/ml LPS oded,05 und 30 pg/ml sHA behandelt.
AnschlieRend wurden die LECs gewaschen, fixiert paaneabilisiert. Die Zellkerne wurden mittels
DAPI angefarbt, die Detektion von N&B p65 erfolgte durch spezifische Antikorper. In dieken
Spalte sind die Kernfarbungen, in der Mitte dielie@ig von NF<B p65 und rechts die Merge-
Aufnahmen zu erkennen.
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3.4 Untersuchung der Wirkungsmechanismen hoher sHA:onzentrationen

Hohe sHA-Konzentrationen ab 20 pg/ml wirken intobgch auf die Proliferation und

Migration von LECs, hemmen die Ausbildung gefa@artiStrukturen und beeinflussen den
Zellzyklus durch Induktion eines G1-Arrests. Im geahden sollte untersucht werden, welche
molekularen Mechanismen diese inhibitorischen E&elermitteln und welchen zusétzlichen

Einfluss hohe sHA-Konzentrationen auf LECs haben.
3.4.1 Der anti-proliferative Effekt von sHA wird durch TGF-p vermittelt

Hohe sHA-Konzentrationen fuhren zu einer Hochreguhg von TGH-1, -2 und -3 in
LECs auf RNA- und Proteinebene (Schmaus, Doktorarb@11). TGFB spielt eine wichtige
Rolle im Kontext von Tumoren, Wundheilung und Lymidemen und besitzt anti-
lymphangiogene Wirkung (Clavin et al, 2008; Okalet2008; Avraham et al., 2010a; Liao et
al., 2011; Suzuki et al., 2012). Aufgrund seineti-gimphangiogenen Wirkungsweise und
seiner moglichen Rolle in der Vermittlung des intubschen Effekts hoher sHA-
Konzentrationen auf das Verhalten von LECs solieeWirkung der TGH3-Isoformen 1, 2
und 3 auf die Proliferation humaner LECs untersughtden. Zu diesem Zweck wurden
LECs entweder mit den drei Isoformen behandelt od@F{f§ durch entsprechende

Antikorper neutralisiert und die Auswirkung diesehibierung auf die Proliferation der LECs

analysiert.
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Abbildung 13: TGF-p inhibiert die Proliferation von LECs in vitro und vermittelt den anti-
proliferativen Effekt hoher sHA-Konzentrationen.

(A) Primare humane LECs wurden fur 96 h mit 0, 0,00300,1, 0,3, 1, 3 und 10 ng/ml TGFL, -2
und -3 inkubiert(B) LECs wurden fur 1 h mit 20 pg/ml pan-anti-T@FAntikdrper inkubiert, gefolgt
von einer Inkubation mit 0, 1, 2,5, 5, 10 und 3@migsHA fiir 96 h. Der Einfluss auf die Proliferatio
wurde durci’H-Thymidininkorporation getestet. Fehlerbalken &sgntieren Standardfehler.
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Alle drei TGFg-Isoformen wirken konzentrationsabhéngig anti-eoditiv (Abbildung 13A).
Im Kontext von sHA fuhrte die Neutralisierung voiGFf durch einen pan-anti-TGf-
Antikorper bei gleichzeitiger Behandlung mit sHA ainer deutlichen Reduktion des
inhibitorischen Effekts hoher sHA-Konzentration&tlildung 13B). Dies legt nahe, dass die
hemmende Wirkung von sHA durch die durch hohe sHoh#éntrationen induzierte TGk

Expression vermittelt wird.
3.4.2 TGF{ induziert eine Herrunterregulierung lymphatischer Marker in LECs

TGF$-1 ist in der Lage in primaren Endothelzellen eiBedotheliale-Mesenchymale-
Transition (EndoMT) zu induzieren. Diese geht niitee morphologischen Veranderung der
Zellen, einer Herrunterregulierung endothelialererodymphatischer Marker und einer

Hochregulierung mesenchymaler Marker einher (Zd&isemet al., 2007; Clavin et al., 2008).

Aufgrund der Fahigkeit hoher sHA-Konzentrationeie, Bxpression von TGB-1, -2 und 3-
in LECs zu induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 20Xkbllte im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden, ob die drei T@Hsoformen 1, 2 und 3 in der Lage sind, eine EndaMT
LECs zu induzieren. Diese konnte sich in der Haeragulierung der lymphatischen Marker
Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3 und der Hochregulierudgs lymphatischen Markers
Vimentin wiederspiegeln. Zusatzlich wurde untersucih TGF$-1, -2 und -3 in der Lage
sind, die fur eine EndoMT-typische morphologiscrexdhderung der LECs zu induzieren.

Hierfir wurden die LECs in einer Zeitreihe von nexen Tagen mit verschiedenen
Konzentrationen von TGB-1, -2 und -3 behandelt. Die Expression der lymighhen und
mesenchymalen Marker wurde mittels SDS-PAGE undt®eBlot untersucht. Zusatzlich

wurde die Morphologie der LECs im Laufe der Behandldokumentiert.

Nach 72 h Behandlung ist verglichen mit den unbdbbken LECs eine deutliche
Herrunterregulierung von Prox-1 und LYVE-1 durcle drei TGFB-Isoformen zu erkennen,
wobei TGFg-2 dabei Uber die starkste Wirkung verfliigte (Ablig 14A). Bei einer
Behandlung von hoheren TGF3 Konzentrationen ist allerdings eine deutlichaulktion der
LYVE-1-Expression zu erkennen (Abbildung 14A). Diexpression des lymphatischen
Markers VEGFR-3 war zu diesem Zeitpunkt unverandétibildung 14A). Neben der
Herrunterregulierung von Prox-1 und LYVE-1 konnteire Regulierung der Vimentin-
Expression festgestellt werden (Abbildung 14A).

72



Ergebnisse

N 9 )
4 s 2
((e; W g
o s &
A & <
A
10 20 30 10 20 30 10 20 30 (ng/ml)
% e . Prox-1

). S T - gd LYVE-1

-".-----.-| VEGFR-3

L el ————— «4 Vimentin

T w—— g— — g—— W ——— — Vincullin

Abbildung 14A: TGF-B-1, -2 und -3 besitzen einen Einfluss auf die Expssion von Prox-1 und
LYVE-1 in primaren humanen LECs.

Primare humane LECs wurden fur 72 h mit 0, 10, 20 80 ng/ml TGF-1, -2 und -3 behandelt. Die
Zellen wurden anschlie3end lysiert und die Expogsgbn Prox-1, LYVE-1, VEGFR-3 und Vimentin
wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analyshricullin diente als Ladekontrolle.

Um zu untersuchen, ob eine langere Inkubation d&Cd mit den drei TGB-Isoformen
einen Effekt auf die Expression von VEGFR-3 und ¥itin besitzen, wurden die Zellen fir
100 h mit TGFB-1, -2 und -3 behandelt.
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Abbildung 14B: Die Behandlung von LECs mit TGF#-2 flihrt zu einer Herrunterregulierung
von VEGFR-3.

Primare humane LECs wurden fur 100 h mit 0, 10u&0 30 ng/ml TGH-1, -2 und -3 behandelt.
Die Expression von VEGFR-3 und Vimentin wurden etgt SDS-PAGE und Western Blot
untersucht. Vincullin diente als Ladekontrolle.
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Im Gegensatz zu einer Behandlung von 72 h kann h@@rh eine Herrunterregulierung von
VEGFR-3 registriert werden, die am starksten beeeilnkubation mit TGPB-2 ausfallt
(Abbildung 14B). Die Expression des mesenchymalemkigrs Vimentin war auch zu diesem
spateren Zeitpunkt unverandert (Abbildung 14B).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zusatzlich untersuadrden, ob TGEB-1, -2 und -3 eine im
Zusammenhang mit einer EndoMT haufig anzutreffemi@phologische Veranderung der
LECs von einem endothelialen zu einem fibroblagtehéhen Phanotyp induzieren kdnnen.
Hierfir wurden die LECs fur 72 h mit unterschiedbo Konzentrationen der drei TGF-
Isoformen behandelt und die Morphologie der LECsudaentiert.

Die Behandlung der LECs mit verschiedenen Konzg&atran von TGH3-1, -2 und -3 flhrte
nur zu einer geringen Veranderung der Zellmorphelogobei bei TGH-2 noch der starkste
Effekt zu beobachten war (Abbildung 14C). Bei fridreund spateren Zeitpunkten wurden
ebenfalls keine deutlichen morphologischen Veramigen festgestellt (Daten nicht gezeigt).

Cc
20 ng/ml

‘;i:ﬂl-l 1 S

TGF-beta 1

TGF-beta 2

TGF-beta 3

Abbildung 14C: TGF-$-1, -2 und -3 besitzen einen nur schwachen Effekufdie Morphologie
von LECs

Primare humane LECs wurden fur 72 h mit 0, 10, r&) 30 ng/ml TGH-1, -2 und -3 inkubiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dasdrelld GFg-Isoformen, die durch hohe
sHA-Konzentrationen in LECs induziert werden (SchajaDoktorarbeit 2011), in der Lage
sind, die Expression der lymphatischen Marker negat regulieren (Abbildung 14A und
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14B). Die Wirkung von TGH-1, -2 und -3 auf die Morphologie der LECs fiel ¢gen
schwach aus (Abbildung 14C).

3.4.3 Hohe sHA-Konzentrationen fuhren zu einem Vedst der Expression

lymphatischer Marker

Eine Behandlung von LECs mit sHA fihrt zu einer x@mrationsabhangigen
Hochregulierung von TGB-1, -2 und -3 auf der RNA- und Proteinebene (Schapau
Doktorarbeit 2011). Eine erhdhte TGH=xpression bewirkt eine verringerte Proliferation
und Migration von LECs (Clavin et al., 2008; Okaa&t 2008). Zudem wird durch TG¥F-

eine EndoMT induziert, die mit der Herrunterregui®ey lymphatischer Marker und
morphologischen Verdnderungen der LECs einherdgeka €t al., 2008; Clavin et al., 2008).
Im Folgenden wurde die Wirkung hoher sHA-Konzembragn, auf die Morphologie und die

Markerexpression von LECs néher untersucht.

A unbehandelt 1 pg/ml 5 pg/ml 30 pg/ml
e K2 7 gk / A -,

% HMW-HA

Abbildung 15A: Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen morphologischen Wandel von
LECs.

LECs wurden fur 96 h mit 0, 1, 5 und 30 pg/ml HMWAldder sHA behandelt und ihre Morphologie
analysiert.

Im Gegensatz zur HMW-HA und niedrigen sHA-Konzettraen fihrte die Behandlung mit
hohen sHA-Konzentrationen zu einer deutlichen Veée&nng der Morphologie der LECs von
einem endothelialen zu einem fibroblastenéahnliclidranotyp (Abbildung 15A). Diese
Veranderung wurde nach 48 Stunden sichtbar (Datén gezeigt). Dies konnte ein Indiz fur
eine durch sHA-induzierte EndoMT sein und fur eindrlust der lymphatischen Identitat

der Zellen sprechen
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Der entscheidende Regulator fur die lymphatisclientitat ist Prox-1 (Wigle und Oliver,
1999; Wigle et al.,, 2002; Lee et al.,, 2009). Um tasten, ob die sHA-induzierten
morphologischen Verédnderungen auch mit einer vendexd Expression von Prox-1
einhergehen, wurden LECs erneut mit unterschieeltidkonzentrationen an sHA behandelt

und mittels Immunfluoreszenz analysiert.

B DAPI anti-Prox-1

Merge

Sekundarantikérperkontrolle

unbehandelt

sHA (1 pg/ml)

sHA (5 pg/ml)

sHA (30 pg/ml)

Abbildung 15B: sHA induziert in hohen Konzentrationen eine Herrunterregulierung des
lymphatischen Markers Prox-1. LECs wurden fir 96 h mit 0, 1, 5 und 30 pg/ml sH¥kubiert.
Danach wurden die LECs fixiert, permeabilisiert und 1 pg/ml anti-Prox-1 Antikérper inkubiert.

AnschlieBend wurden die Zellkerne der LECs mit DARbefarbt und die Expression von Prox-1
mittels Lasermikroskopie untersucht.

Die Behandlung von LECs mit hohen sHA-Konzentratiofihrte in der Tat zu einer starken
Abnahme an Prox-1-positiven Zellen und einer deléih Anderung der Morphologie der
LECs, wahrend bei unbehandelten Zellen und niedrigélA-Konzentrationen Kkeine

Veranderungen beobachtet werden konnten (Abbild&i).
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Um den Einfluss von sHA auf die Expression weitdyerphendothelialer Marker zu testen,
wurden LECs mit steigenden sHA-Konzentrationen hdbel und die Expression von
VEGFR-3, Prox-1, LYVE-1 und Vincullin mittels Weste Blot untersucht. Zur

Untersuchung, ob die durch hohe sHA-Konzentratioremmittelte Herrunterregulierung der
lymphatischen Marker Uber TGF-vermittelt wird, dessen regulative Wirkung bereits
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 14A und 14B)iden die LECs zusatzlich mit

blockierenden bzw. neutralisierenden pan-anti-P=Aatikdrpern prainkubiert.

Die Expression der lymphatischen Marker VEGFR-3xPr und LYVE-1 wird durch sHA
konzentrationsabhangig reguliert. Bei niedrigen gkifzentrationen konnte eine leichte
Hochregulierung von VEGFR-3, Prox-1 und LYVE-1 baohtet werden, wéhrend bei hohen
sHA-Konzentrationen nahezu keine Expression diddelekile mehr nachzuweisen war
(Abbildung 15C). Die durch sHA-induzierte Abnahmer &xpression von VEGFR-3, Prox-1
und LYVE-1 in LECs wird jedoch nicht Uber TGF-oder LYVE-1 vermittelt. Eine
Neutralisierung oder Inhibierung dieser Molekllesdl& keinen Einfluss auf die Regulation
der Markerexpression auf LECs durch sHA (Abbilddad)

¢ D
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* N
- e VEGFR-3 & é’& é«'b

b . ' Prox-1 01530 0153001530015 30 sHA(ug/ml)
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" w LYVE-1 LYVE-1

nr eee een 88

: - w - e Vincullin
e —-q Vincullin ’ . - Prox-1

Abbildung 15C und 15D: Hohe sHA-Konzentrationen indizieren LYVE-1- und TGF-§-
unabhangig die Herrunterregulierung der lymphatischen Marker VEGFR-3, Prox-1 und
LYVE-1. (C) LECs wurden fir 96 h mit 0, 1, 5 und 30 pg/ml sHéhandelt. Die Lysate wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die Exprassier lymphatischen Marker VEGFR-3, Prox-1
und LYVE-1 untersucht. Vincullin diente als Ladekatie. (D) LECs wurden entweder mit 20 pg/ml
blockierendem anti-LYVE-1-Antikorper, 20 pg/ml panti-TGF-Antikorper, einer entsprechenden
Isotypkontrolle inkubiert oder blieben unbehandBinach wurden die LECs fiir 96 h mit 0, 1, 5 und
30 pg/ml sHA behandelt. Die Expression von VEGFR-8VE-1 und Prox-1 wurde mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert. Vincullin dieate Ladekontrolle.
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3.5 Untersuchung der Relevanz von LYVE-1 im Tumorkatext

3.5.1 Kreuzung der B6.129S1-Lyvé1'-"?/J-Mause auf einen genetischen Balb/c-
Hintergrund

Die Mutation des LYVE-1-Gens erfolgte durch die fémung eines Teils von Exon 2, Intron
2, Exon 3 und Intron 3 (Huang et al., 2006). Dudté Verwendung eines spezifischen
Zielvektors kam es zu einer Leserasterverschiebimgmurinen LYVE-1-Gen. Der
verwendete Zielvektor wurde mittels Elektroporatiam embryonale Mausstammzellen
transfiziert. Erfolgreich geschaffene Klone wurdearmschlielend in C57/BL/6J-Blastozysten
injiziert. Durch anschlieBende Verpaarungen Ubehrere Generationen entstanden die
B6.129S1-Lyvei™""93-Mause (Huang et al., 2006).

Die urspriinglichen B6.129S1-LyveT"""93-Mause verfiigen bis auf eine leicht erhohte
Stromungsgeschwindigkeit der Lymphflissigkeit Ukemne phanotypischen Auffalligkeiten
(Huang et al., 2006). Ob diese Anomalitat auch den Balb/c.129S1-LYVE-1-Mausen
vorliegt, wurde nicht Uberpruft. Im Allgemeinen figgen die Balb/c.129S1-LYVE-1-Mause
im Vergleich zu Balb/c-Wildtypmausen tber keineff@ligen Phanotyp.

Zur Durchfilhrung der Tumortransplantationsversusheden die B6.129S1-Lyvef*"9J-
Mause auf einen genetischen Balb/c-Hintergrund egett Homozygote B6.129S1-Lyvel
mihugj_Mause wurden mit Balb/c-Wildtyp-Mausen verpa@ie daraus resultierende F1-
Generation heterozygoter Tiere wurde erneut mitb@BalVildtyp-Mausen bis zur F6-
Generation verpaart. Schliel3lich wurden heteromydJoere der F6-Generation miteinander
verpaart, wobei die homozygoten Tiere fur die Tunmjektionsversuche verwendet wurden.
Wahrend der Verpaarungen und Zucht homozygoter tWildund Balb/c.129S1-LYVE-1-
KO-Mause wurde der Genotyp mittels einer PCR-gettiit Analyse bestimmt. Fur die

Tierversuche wurden M&ause in einem Alter von 8-1&cWén verwendet.
3.5.2 Injektion von murinen 4T1-Brustkrebszellen inLYVE-1-KO-Mause

Lymphangiogenese spielt eine zentrale Rolle beiMetastasierung. Die Tumor-induzierte
Lymphangiogenese und die damit einhergehende ZumalenLymphgefalRdichte korreliert

mit der Metastasierung in regionale Lymphknoten @mrdane und geht mit einer schlechten
Prognose flr die Patienten einher (Karpanen e2@0]; Mandriota et al., 2001; Skobe et al.,
2001; Hoshida et al., 2006; Su et al., 2006).
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sHA kann Lymphangiogenesg vivo undin vivo beeinflussen (Schmaus, Quagliata, Bauer et
al.; in Vorbereitung). Im Folgenden wurde untersuabb LYVE-1 eine Rolle bei der
Metastasierung muriner Tumorzellen spielt. Zu dieggveck wurden LYVE-1-KO-Mausen
mit murinen 4T1-Brustkrebszellen implantiert. 4T&H&n sind hochmetastatisch und befallen
bevorzugt Lymphknoten, Lunge und Leber (Aslaksod Miller, 1992). Sie produzieren
vivo sHA in einer Konzentration von bis zu 1 pg/mlcails einer Konzentration, di@ vitro

undex vivo die Lymphangiogenese fordert (Schmaus, Doktoragfdil).

Das Wachstum von 4T1-Tumoren in den Balb/c Wildtymd LYVE-1-KO-Méausen
unterschied sich nicht signifikant (Abbildung 16&usatzlich konnte bestatigt werden, dass
auch in diesem Experiment sowohl die Tumore dediyi- als auch die der LYVE-1-KO-
Mause sHA in pro-proliferativen Konzentrationen vbpg/ml produzieren (Abbildung 16B).
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Geoppkonnte bezuglich der
Lymphknotenvolumen registriert werden. Bei LYVE-DDKMausen waren die ipsilateralen
axillaren Lymphknoten verglichen mit den Wildtyp-i&en signifikant verkleinert
(Abbildung 16C). Dies konnte ein Hinweis auf einell® von LYVE-1 in der lokalen
Lymphknotenmetastasierung sein. Allerdings konmti@ kignifikanter Unterschied zwischen
Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mausen beziglich der Anzakichtbarer Lungenmetastasen
nachgewiesen werden (Abbildung 16D).
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Abbildung 16: LYVE-1 besitzt eine Rolle in der lokalen Lymphknotenmetstasierung.
(A) 4T1-Zellen wurden subkutan in Balb/c-Wildtyp (n ¥uhd LYVE-1-KO (n = 5)-Mause injiziert
und das Wachstum der Tumoren verfol@) Aus den Tumoren von Balb/c-Wildtyp (n = 5) und
LYVE-1-KO (n = 5)-Méausen wurde die interstitielléliEsigkeit extrahiert und die sHA-Konzentration
in der TIF mittels HA-ELISA bestimm{C) Die inguinalen und axillaren Lymphknoten wurden aus
den Balb/c-Wildtyp (n = 5) und LYVE-1-KO (n = 3)-M&en entfernt und ihr Volumen bestimifd)
Die Anzahl der makroskopisch sichtbaren Lungenniesas von Balb/c-Wildtyp (n = 7) und LYVE-
1- KO (n = 5)-Mausen wurde bestimmt. * = p < 0,0®hlerbalken reprasentieren Standardfehler
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten niedeekubre Fragmente des
Glykosaminoglykans Hyaluronsaure (sHA) als neue s&da bislang unbekannter
lymphangiogener Faktoren charakterisiert werdes.lidhphangiogene Wirkung von sHA ist
konzentrations- und grol3enabhangig. Der pro-pralifee Effekt von sHA wird tber LYVE-

1, der anti-proliferative Effekt hoher sHA-Konzeattonen tber die Expression von TGF-
vermittelt. Neben der hemmenden Wirkung hoher sH¥k#entrationen konnte zusatzlich
eine Abnahme der Expression lymphatischer Market eme deutliche Veranderung der
Zellmorphologie beobachtet werden. Im Tumorkontexinte erstmals gezeigt werden, dass
LYVE-1 eine Rolle bei der Metastasierung in diedldn Lymphknoten spielt.

4.1 Bestatigung der pro-proliferativen Eigenschafte von sHA in vitro durch eine sHA-

vermittelte Lymphangiogenesesx vivo und in vivo

Niedrige sHA-Konzentrationen vermitteltan vitro einen signifikanten pro-proliferativen
Effekt auf LECs (Abbildung 2A-C). Die pro-lymphaogiene Wirkung dieser sHA-
Konzentrationen konnte zusatzliek vivo im LRA nachgewiesen werden. Eine Behandlung
von 5 pg/ml sHA induzierte unter Verwendung d&gctus Thoracicus ein signifikantes
Auswachsen der LymphgefaRe (Schmaus, Doktorarbéit)2 Die intradermale Injektion von
sHA in Mause stimulierte die Lymphangiogenese intdeut (Quagliata, Doktorarbeit 2011).
Zusatzlich konnte eine Induktion der Lymphangiogendn regionalen Lymphknoten
beobachtet werden, ein Indiz dafir, dass sHA nieht lokal, sondern auch regional pro-

lymphangiogen wirkt (Quagliata, Doktorarbeit 2011).

Niedrige sHA-Konzentrationen von 1-5 pg/ml, direvitro die Migration und Gefal3bildung
von LECs hemmen (Abbildung 3 und 4A und 4B), etgfalihre inhibitorische Wirkungx
vivo undin vivo somit nicht. Eine Erklarung fur die scheinbarekbeépanz zwischen dem
vitro undex vivo bzw.in vivo Daten kdnnte in der unterschiedlichen Komplexitéd Dauer
der Experimente zu finden sein. Die Wirkung von ski#ante durch andere Zelltypen wie
Perizyten oder Immunzellen beeinflusst oder zéitkng reguliert werden. Eine potentielle,
frih stattfindende inhibitorische Wirkung von sHAfalie Migration und Gefal3bildung kann
dennoch prinzipielex vivo undin vivo nicht ausgeschlossen werden. Solch eine Inhibgerun
konnte den LECs einen zeitlichen Spielraum fiir gjesteigerte Proliferation geben und das

z.B. in der Wundheilung beobachtete verspéatete eEiea der Lymphangiogenese im
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Vergleich zur Angiogenese teilweise erklaren (Paawoet al., 2000; Nakao et al., 2011,
Baluk et al., 2005). Eine dauerhafte Inhibierung Miéggration und Gefal3bildung von LECs
durch niedrige sHA-Konzentrationen kann durch die-lgmphangiogene Wirkung dieser

Konzentrationerx vivo undin vivo allerdings nahezu ausgeschlossen werden.

4.2 Vergleich der Effekte von sHA auf die Proliferéion, Migration und Gefal3bildung
von LECs und BECs

Die angiogene Wirkung von sHA auf Blutendothelzelist bereits seit einiger Zeit bekannt
(West und Kumar, 1989; Rahmanian et al., 1997; Mdtasri et al., 2009; Gao et al., 2010).

Vergleicht man die im Rahmen dieser Arbeit praseten Daten in Bezug auf LECs mit der
Wirkung von sHA auf die Proliferation von Blutentetzellen (BECs), gibt es einige
Parallelen. Wie bei LECs bewirken kleine sHA-Molkkiauch bei BECs eine starkere
Proliferation als gro3e HA-Fragmente (West et #85; West und Kumar, 1989; Gao et al.,
2008; Cui et al., 2009). Zusatzlich konnte bei BEbgnfalls eine konzentrationsabhéngige
biphasische Wirkung der sHA-Molekile nachgewiesenden (West et al., 1985; West und
Kumar, 1989). Deutliche Unterschiede wurden jedoietsichtlich der Dosisempfindlichkeit
der Endothelzellen auf sHA festgestellt. Die Breitger pro-proliferativen sHA-
Konzentrationen reichte bei BECs von 1-150 pg/md gt damit deutlich gro3er als die in
dieser Arbeit bei LECs beobachteten 1-5 pg/ml. HEimgbierung der Proliferation von LECs
wurde bereits bei Konzentrationen ab 20 pg/ml beloted (Abbildung 2A), wahrend eine
anti-proliferative Wirkung von sHA auf die BECs esab deutlich hoheren Konzentrationen

verzeichnet werden konnte.

Die physiologische Bedeutung dieser erhéhten Seiditder LECs gegentber sHA kdnnte
in der Regulierung des unterschiedlichen zeitlicharlaufs der Lymphangiogenese und
Angiogenese bei der Wundheilung zu finden seindiesem Prozess kann eine leichte
zeitliche Verzogerung der Lymphangiogenese im \&cl zur Angiogenese beobachtet
werden (Paavonen et al.,, 2000). Es ist durchausteltirar, dass bei hohen sHA-
Konzentrationen, wie sie héchstwahrscheinlich ter@pond lokal bei Entziindungen oder
Wundheilungsprozessen auftreten, die Lymphangiageneunachst gehemmt, die
Angiogenese jedoch geférdert wird. Mit der Abnalaee Entziindungsreaktion kénnte es zu
einem Abfall der sHA-Konzentration fiihren, die féine Induktion der Proliferation von

BECs nicht mehr ausreicht, die Proliferation deCisGedoch stimulieren kdnnte.
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Im Gegensatz zu ihren pro-proliferativen Wirkung@nnte bei niedrigen Konzentrationen ab
5 ug/ml eine Inhibierung der Migration und GefaBbig beobachtet werden (Abbildung 3
und 4A und 4B). In BECs hingegen férdert sHA untergleichbaren Bedingungen sowohl
die Migration als auch die Gefa3bildungvitro (Rahmanian et al., 1997; Gao et al., 2008;
Matou-Nasri et al., 2009). Eine Inhibierung dief¥pzesse konnte auch bei Verwendung
hoherer sHA-Konzentrationen nicht beobachtet wel@ahmanian et al., 1997; Gao et al.,
2008). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe st die Migration und Gefal3bildung
von LECs und BECsin vitro unterschiedlich beeinflusst. Zusatzlich kdnnteresdi
Beobachtungen einen weiteren Beleg fur eine erhBbtesitivitat der LECs gegentber sHA
verglichen mit BECs darstellen.

4.3 LYVE-1 als Rezeptor fur sHA

Die Bindung von sHA an CD44 und TLR-4 konnte ber@itif einer Reihe unterschiedlicher
Zelltypen nachgewiesen werden (Teder et al., 20@2meer et al., 2002; Jiang et al., 2005;
Matou-Nasri et al., 2009). Durch die in dieser Arljgrasentierten Daten wird allerdings
ersichtlich, dass weder CD44 noch TLR-4 eine Rolte der sHA-vermittelten
Lymphangiogenese spielen. Die Blockierung von Ch#d TLR-4 auf LECs hatte weder
einen Effekt auf die pro-proliferative Wirkung nreger sHA-Konzentrationen, noch auf die
anti-proliferative Wirkung hoher sHA-Konzentratiaon@Abbildung 8C-E). Zusatzlich konnte
ex vivo unter Verwendung dd3uctus thoracicus aus CD44- und TLR-4-KO-Mausen gezeigt
werden, dass die pro-lymphangiogene Wirkung von sidAbhangig von CD44 oder TLR-4
ist (Schmaus, Doktorarbeit 2011).

Vielmehr konnte gezeigt werden, dass LYVE-1 einetraée Rolle in der sHA-vermittelten
Lymphangiogenese spielt. Wahrend sHA in der Lage lmanphangiogenese in Geféal3en von
Wildtypmausen zu induzieren, konnte bei Gefal3en la¥8E-1-KO-Mausen keine pro-
lymphangiogene Wirkung von sHA beobachtet werdechif@aus, Doktorarbeit 2011). Die
pro-lymphangiogene Wirkung von sHA wird Uber LYVEvermittelt (Abbildung 8A und
8B). Die Blockierung von LYVE-1 auf der Oberflackien LECs hob den pro-proliferativen
Effekt niedriger sHA-Konzentrationen auf (Abbildur@f und 8B). Der anti-proliferative
Effekt hoher sHA-Konzentrationen blieb von einer\LlEY-1-Blockierung allerdings unberuhrt
(Abbildung 8A und 8B). Dies legt den Schluss nath@ss der inhibitorische Effekt hoher
sHA-Konzentrationen durch die Expression von TsEber einen weiteren, bis dato nicht
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bekannten Rezeptor oder durch andere Prozessengiéngernalisierung von sHA vermittelt

wird.

Die Bindung von HMW-HA an LYVE-1 auf der Oberflacheon LECs wird durch
Modifikationen der extrazellularen Domane von LYME-mit negativ-geladenen
Sialinsaureresten blockiert (Nightingale et al.020 Der pro-lymphangiogene Effekt von
sHA wird jedoch Uber LYVE-1 vermittelt, was den &% nahe legt, dass sHA im Gegensatz
zur HMW-HA in der Lage ist, mit LYVE-1 zu interagen. Um ein besseres Verstandnis der
Interaktion von LYVE-1 mit sHA zu erlangen, wurderdbialisierungstatus von LYVE-1 auf
dermalen LECs untersucht. Durch den Einsatz eir@mS&aure-spezifischen Neuraminidase
und Lektinen wurde eine Sialisierung von LYVE-1 ingewiesen (Abbildung 9A und 9B).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass alle dezreriaren LYVE-1-Molekule in sialisierter
Form vorliegen (Abbildung 9C). Bei den hier verweteh LECs wurde eine Modifizierung
von LYVE-1 mit a 2,3-gebundenen Sialinsédureresten nachgewieserremdilauf anderen
LECs eine Modifizierung mitt 2,3- unda 2,6-gebundenen Zuckerresten festgestellt wurde
(Nightingale et al., 2009). Die Sialisierung von VE-1 ist damit offenbar nicht nur
zelltypspezifisch reguliert, sondern unterliegt faubodifikationen innerhalb desselben
Zelltyps. Diese Modifikationen kénnten vom Urspruder LECs abhéngig sein oder durch

Kulturbedingungen der Zellen beeinflusst werden.

Die Sialisierung von LYVE-1 ist in der Lage, dien@lung von HMW-HA an LYVE-1 durch
sterische Hinderungen oder Ladungsabstof3ungeriidren (Nightingale et al., 2009). Die
Suche nach einem Stimulus, der diese inhibitoriscBlykosilierungen aufhebt, bliab vivo
bislang erfolglos (Jackson, 2009). sHA-Molekule thim allerdings aufgrund ihrer
geringeren GroRe und der damit einhergehenden Wmngekler Sialinsaure-vermittelten
sterischen Hinderung mit LYVE-1 interagieren und Biroliferation der LECs regulieren. Je
geringer die Grél3e der sHA, desto leichter solltee dnteraktion mit sHA und LYVE-1
maoglich sein. Dies konnte ein Grund dafur sein, ha#s kleine sHA-Molekile einen
starkeren proliferativen Effekt auf die LECs besaiis groRere HA-Fragmente (Abbildung
2C). In einem Bindungsexperiment konnte gezeigtdemey dass aufgrund des Aufbaus des
LYVE-1-Link-Moduls, 4 Ds die kleinste sHA-GroRRe deellen, die an ein immobilisiertes
LYVE-1-Fusionsprotein binden kann (Banerji et &010). Dieses Ergebnis deckt sich mit
der Beobachtung, dass 4 Ds die kleinste sHA-Grdsteallte, die in der Lage war, die

Proliferation von LECs zu beeinflussen (Abbilduri) 2Kleinere sHA-Molekiile einer Grol3e
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von 3 Ds sind demnach zu klein, um mit LYVE-1 iaigeren zu kbnnen und verfiigen sehr
wahrscheinlich deshalb tber keine proliferative Rvirg (Abbildung 2A). LYVE-1 kdnnte
somit Uber seine Sialisierung und die dadurch viteite gréRenabhangige HA-Bindung die
Wirkung von HA auf LECs regulieren.

LYVE-1-KO-Mause weisen einen normalen Phéanotyp aufd es konnten keine
Abweichungen in der Lymphgefal3struktur, dem Mignasiverhalten dendritischer Zellen
oder dem Level von HA im Blut der Tiere festgestelerden (Gale et al., 2007). Auch bei
Hypersensitivitatsreaktionen der Haut und der Imgaion von Melanomzellen fanden sich
keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und LYVE-1-KWGiusen (Gale et al., 2007). Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit der in diesdreit beschriebenen Relevanz von
LYVE-1 bei der sHA-induzierten Lymphangiogenese.gesundem Gewebe sind nur sehr
geringe Mengen an sHA detektierbar, wodurch eindretles sHA-Rezeptors LYVE-1 nicht
zu phanotypischen Auffalligkeiten fuihren sollte iBaus und Klusmeier, unveroffentlichte
Daten). Zusatzlich findet Lymphangiogenese in afultOrganismen vor allem bei
pathologischen Prozessen statt (Alitalo und Caetel002; Alitalo, 2011). Die von Gale et
al. in LYVE-1-KO-Mausen induzierten pathologischenProzesse wie die
Hypersensitivitatsreaktion und das Wachstum vonaki@inzellen kénnten auch ohne eine
signifikante Produktion von sHA ablaufen. So konmtB. bei murinen 66cl4- und 67NR-
Zellen ein sHA-unabh&ngiges Tumorwachstum und Matéesung nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Somit kdnnen mit dem beoteeh normalen Phanotyp von LYVE-1-
KO-Mausen unter physiologischen und den von Galeletinduzierten pathologischen
Prozessen keine Ruckschlisse auf eine fehlendevd®elevon LYVE-1 in der sHA-

vermittelten Lymphangiogenese gezogen werden.
4.4. LYVE-1 fungiert nicht als Corezeptor von PDGBR auf priméren LECs

Hou et al. zeigten, dass LYVE-1 durch eine Kompikeikimg mit PDGIBR undp-Catenin an

der Regulierung des lymphatischen Flusses beteiligsein scheint, wobei LYVE-1 als
Corezeptor von PDGIR fungiert (Boensch et al., 1999; Hou et al., 202012). Um zu

Uberprifen, ob LYVE-1 seine Funktion in der sHAmdtelten Lymphangiogenese als
Corezeptor von PDGIR oder PDGBR vermittelt, wurde die Expression dieser Rezeptore
auf den verwendeten dermalen LECs untersucht. WadeRNA- noch auf Proteinebene
konnte die Expression von PD@R oder PDGBR nachgewiesen werden (Abbildung 10A

und 10B). Eine Corezeptorfunktion von LYVE-1 flirede beiden Rezeptoren kann somit

85



Diskussion

ausgeschlossen werden, was die Bedeutung von LY¥E-tlen Hauptrezeptor fur sHA in
der sHA-vermittelten Lymphangiogenese unterstreicht

PDGF-BB ist ein pro-lymphangiogener Faktor, der dygnphangiogenesen vitro, in vivo
und im Tumorkontext induzieren kann (Cao et alQ4)0 Seine lymphangiogene Wirkung
vermittelt PDGF-BB dabei Uber die Bindung an sdiezeptoren PDGIR und PDGBR
(Cao et al., 2004; Heldin und Westermark, 1999).Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass sHA und PDGF-BB keine additive Wirkang die Proliferation von LECs
besalRen, obwohl jeder Stimulus fir sich einen &ssflhatte (Abbildung 6C). Dies kdnnte ein
Hinweis dafur sein, dass die pro-lymphangiogenekWig von sHA Uber eine Beteiligung
von PDGF-BB vermittelt wird. Um dies ndher zu ustethen, kénnte PDGF-BB neutralisiert
und die Auswirkung dieser Inhibierung auf die sHédwittelte Lymphangiogenese
untersucht werdenEx vivo induziert PDGF-BB im LRA unter Verwendung desictus
thoracicus aus Wildtyp-und LYVE-1-KO-Mausen das Auswachsemppatischer Gefal3e
(Schmaus, unverdffentlichte Daten). Somit ist die-lymphangiogene Wirkung von PDGF-
BB, im Gegensatz zu sHA, unabhangig von LYVE-1. beobachtete pro-lymphangiogene
Wirkung von PDGF-BB auf LECs ist somit unabhéangip WPDGRR, PDGBR und LYVE-

1. Wie lasst sich dieses Ergebnis interpretieramn® 2inen ist Expression von PD&@¥Fund
PDGHR im Ductus thoracicus bislang nicht genauer analysiert. Diese Rezeptkéemten
dort entweder auf den LECs oder Perizyten exprinsiein und somit PDGF-BB binden. Des
Weiteren konnte die Expression von PDR®EFund PDGBR von bislang unbekannten
Kulturbedingungen abhéngig sein und so variabellieg werden. Zusétzlich kénnte die pro-
lymphangiogene Wirkung von PDGF-BB uber einen weite bis dato noch unbekannten
zusatzlichen Rezeptor vermittelt werden. Diesemké&nbeim Fehlen der klassischen PDGF-
BB-Rezeptoren PDGHR und PDGBR, deren Funktion ubernehmen und die pro-

lymphangiogenen Eigenschaften von PDGF-BB vermittel
4.5 Die molekulare Wirkungsweise niedriger sHA-Komentrationen

Lymphangiogene Faktoren kdnnen die Lymphangiogeapteeder direkt oder indirekt tber
die Hochregulierung weiterer Faktoren reguliereab&h VEGF-C verfigen auch PDGF-BB,
IGF-1/-2 und das Wachstumshormon GH Uber einektgindVirkmechanismus (Karpanen et
al., 2001; Karkkainen et al., 2004; Kataru et2009; Cao et al., 2004; Bjérndahl et al., 2005;
Banziger-Tobler et al., 2008). Die pro-lymphangiog&Virkung von COX-2, IL-17 und EPO
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wird hingegen uber die Hochregulierung von VEGFetmittelt (Su et al., 2004; Chen et al.,
2010; Lee et al., 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte demonstriert werddass sHA seine lymphangiogene
Wirkung unabhangig von VEGF-C und FGF-2 vermittéb zeigte sHA einen additiven
Effekt mit VEGF-C und FGF-2 auf die Proliferatiomrv LECs (Abbildung 6A und 6B).
Dieses Ergebnis konnte im LRé vivo bestatigt werden. Suboptimale Konzentrationen von
VEGF-C und sHA zeigten dort eine additive Wirkund das Auswachsen der Lymphgefalie
(Schmaus, Doktorarbeit 2011). Zusatzlich induzisi keine Expression von VEGF-C in
LECsin vitro (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Wahrend eine Behaugdvon BECs mit sHA
zu einer Hochregulierung des pro-angiogenen Faki&@&F-A fuhrte (Cui et al., 2009),
konnte eine Inkubation von LECs mit sHA keine Exgsien pro-lymphangiogener Faktoren
wie IGF-1, Ang-1/-2 oder FGF-2 induzieren (Schmabektorarbeit 2011). Somit verfligt
sHA offenbar Uber einen direkte pro-lymphangiogewérkungsweise, wahrend die
Angiogenese zum Teil durch sHA aber auch indirektcd VEGF-A gefordert werden

kdnnte.

Das Zytokin IL-6 stimuliert die Proliferation vonHCs (Abbildung 11a; Fiorentini et al.;
2011). Zusatzlich ist bekannt, dass sHA die Expoesgon IL-6 in humanen Chondrozyten
stimuliert (Campo et al., 2010). Die Behandlung vbBCs mit sHA induzierte eine
konzentrationsabhangige Hochregulierung von IL-Gf einem Maximum an IL-6 bei
niedrigen sHA-Konzentrationen (Schmaus, DoktorarB8il1). Um eine Rolle von IL-6 in
der Vermittlung des pro-proliferativen Effekts nigger sHA-Konzentrationen zu
untersuchen, wurde in Proliferationsassays IL-6 tnaéisiert, was allerdings keine
Auswirkung auf den pro-proliferativen Effekt nieger sHA-Konzentrationen hatte
(Abbildung 11B). Dies spricht dafur, dass die proHperative Wirkung niedriger sHA-
Konzentrationen auf LECs unabhé&ngig von IL-6 regtilvird. Um jedoch eine endgtiltige
Aussage Uber die Relevanz von IL-6 in der sHA-véetien Lymphangiogenese machen zu
kénnen, sollten noch weitere Untersuchungen dufdhgewerden. Zum einen kdnnte die
Aktivitat des von den LECs produzierten und sezsstan IL-6 untersucht werden. Hierbei
konnte es sich um eine noch inaktive Form handdla, eventuell erst im Laufe der
Lymphangiogenese aktiviert wird. Zusatzlich solttee Wirkung von IL-6 in der sHA-
vermittelten Lymphangiogenesex vivo untersucht werden. Im LRA kodnnte eine sHA-

Behandlung mit einer Prainkubation dé&uctus thoracicus mit blockierenden IL-6-
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Antikdrpern kombiniert werden und ein moglicher fitiss dieser IL-6-Neutralisation auf das
Auswachsen der Lymphgefél3e analysiert werden.

Die Behandlung verschiedener Zelltypen mit sHA mda eine Reihe unterschiedlicher
intrazellularer Signalwege. Die Inkubation von Riutlothelzellen mit niedrigen sHA-
Konzentrationen fiihrte zur Aktivierung des ERK-Siymeges, was essentiell fur die
angiogenen Eigenschaften der Zellen ist (Slevimalgt1998, 2002). Eine weitere zentrale
Rolle in der Vermittlung sHA-induzierter Effekteisjy der NFxB-Signalweg. In Immun-
und Tumorzellen fihrte eine Behandlung mit sHA mee Aktivierung und Translokation
des Transkriptionsfaktors NEB in den Zellkern (Fitzgerald et al., 2000; Suzekal., 2002;
Termeer et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wundtersucht, welche Zellsignalwege
durch eine Behandlung mit sHA in LECs aktiviert dem. In Zeitreihen wurde die
Expression von Signalmolekilen, die bereits in amaleZelltypen als Vermittler von sHA
identifiziert wurden, wie z.B. ERK oder N&B, in mit sHA behandelten LECs untersucht.
Zusatzlich wurde die Suche auf Molekile, wie z.BIFA2 oder p38, die bisher in diesem
Zusammenhang noch nicht beschrieben wurden, ausgedgie Behandlung der LECs mit
SsHA erstreckte sich von wenigen Minuten bis meh&enden, womit ein grol3es Zeitfenster
abgedeckt wurde. Es konnte bislang allerdings Kéatisignalweg oder Signalmolekul
identifiziert werden, das durch eine Behandlungmetrigen sHA-Konzentrationen in LECs
zuverlassig und reproduzierbar aktiviert wurde (khbng 12A und 12B). In parallel
durchgefuhrten Proliferationsexperimenten wurde Wakung der sHA auf die LECs
kontrolliert, womit auszuschlie3en ist, dass diéldade Aktivierung der untersuchten
Zellsignalwege auf eine mangelnde biologische Atdivder sHA-Molekile zurlickzufihren
ist. Zusatzlich wurden die LECs sowohl in Hungds-auch in Normalmedium kultiviert, um

einen optimalen Effekt der sHA zu gewahrleisten.

Der pro-proliferative Effekt von sHA wird tber dgmmphatischen Marker LYVE-1 reguliert
(Abbildung 8A und 8B). Da uber die signalgebendenkfion dieses Rezeptors keine
Erkenntnisse vorliegen, kdnnte nach einer Behamgdter LECs mit sSHA in einem nachsten
Schritt LYVE-1 isoliert, und die PhosphorylierungsdRezeptors naher untersucht werden.
Dies kénnte einen Aufschluss dariber geben, obweldhe Aminosaureste von LYVE-1
intrazellular phosphoryliert und damit aktiviert rden. Basierend auf diesen Analysen
konnten weitere Signalmolekile naher untersuchtderer Mittels Massenspektroskopie

konnten weitere Interaktionspartner von LYVE-1 iteriert werden, die Aufschluss Uber
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maogliche Signalwege geben kénnten. Eine weitereliddkeit, SHA-vermittelte Signalwege
in LECs zu untersuchen, ware die Durchfihrung vaordérray-Analysen. Da jedoch noch
kein genaues zeitliches Fenster fur die Wirkung sd@ in LECs abzulesen ist, kdnnte sich

diese Analyse als sehr aufwendig erweisen.

LECs sind in der Lage, HMW-HA zu internalisierenphei dieser Effekt unabhéangig von
LYVE-1 ist (Johnson et al., 2007). Es ist entspeschzwar denkbar, dass sHA wie HMW-
HA internalisiert wird, intrazellular an potentielRezeptoren binden und das Verhalten der
LECs regulieren konnte, eine LYVE-1-unabhéngige g auf die Signaltransduktion der
LECs ist allerdings eher unwahrscheinlich, da die-lpmphangiogene Wirkung von sHA
Uber eine extrazellulare Interaktion mit LYVE-1 wettelt wird (Abbildung 8A und 8B).
AulRerdem konnen sHA-Molekile, die kovalent auf indkturierten Oberflachen gekoppelt
wurden, die Proliferation von LECs beeinflusseredai sHA-Molekuile kdnnen aufgrund ihrer
Kopplung an der Oberflache nicht internalisiert dear, verfligen dennoch Uber eine pro-
proliferative Wirkung (Bohm, Wegner, Schon, Baudr a., unverotffentlichte Daten).
Demnach ist eine mdgliche Internalisierung von sk&hrscheinlich nicht essentiell fur die
pro-proliferative Wirkung an LECs, konnte allerdsngine Rolle bei der Vermittlung des anti-

proliferativen Effekts hoher sHA-Konzentrationenesgn.
4.6 Die Wirkungsweise hoher sHA-Konzentrationen

Hohe sHA-Konzentrationen ab circa 20 pg/ml beesdén das Verhalten von LECs auf
mehreren Ebenen. Proliferation, Migration und digskildung gefalRartiger Strukturen von
LECs werden signifikant inhibiert (Abbildung 2A-C3 und 4). Zusatzlich fuhrt die
Behandlung mit hohen sHA-Konzentrationen zu eineimA@est im Zellzyklus der LECs
(Abbildung 5) und die Zellen reagieren mit morplyschen Verdnderungen und einer
Herrunterregulierung der lymphatischen Marker LY¥EProx-1 und VEGFR-3 (Abbildung
15A-C). Welche molekularen Vorgange vermitteln diekirch hohe sHA-Konzentrationen
beobachteten Effekte auf das Verhalten und dietid¢mer LECs? Und wie verhalt es sich

mit der physiologischen Relevanz hoher sHA-Konzgidnen?

Auf- und Abbau von HA sind sehr dynamische Prozesserhalb eines Tages wird etwa ein
Drittel der Gesamtmenge an HMW-HA im Organismuseddagit (Fraser et al., 1981). Der
Abtransport der HA erfolgt dabei unmittelbar Gber dymphbahnen, um eine Akkumulation

der bioaktiven sHA-Molekile in Geweben zu verhimd€Fraser und Laurent, 1989). In
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gesundem Gewebe sind nur Spuren von sHA (wenifyelhgu detektieren, wahrend aus der
interstitiellen Flussigkeit verschiedener TumoreAsi einer Konzentration von bis zu 6
png/ml isoliert werden konnte (Klusmeier und Schmauwsveroffentlichte Daten). Die in
Tumoren gemessenen sHA-Konzentrationen reichenwsmglie Proliferation von LECm
vitro zu stimulieren und die Lymphangiogenegeivo undin vivo zu fordern (Bauer et al., in
Vorbereitung). Hohere sHA-Konzentrationen konnteslanmg in vivo nicht nachgewiesen
werden, ihre Relevanz unter pathologischen Bediggunkann jedoch nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. So koénnten in Prozessewensiarkter HA-Abbaurate, wie in
Entziindungsreaktionen, Wundheilungsprozessen agi@oiwachstum, durch Stérungen im
sHA-Abtransport durchaus lokal hohe sHA-Konzentra¢in von tber 20 pg/ml existieren.
Nach operativen Eingriffen, bei denen es zu Bedgo@agen an lymphatischen Gefal3en
kommt, sind haufig Lymphédeme in den betroffenered@halen zu verzeichnen (Alitalo,
2011). Hier konnte es, aufgrund des Lymphstausizer Akkumulation der HA-Fragmente
kommen. In Kollaborationen mit der Universitatsnzedi Mannheim wird von unserer
Arbeitsgruppe zurzeit Lymphddemflissigkeit von Batien gesammelt, die anschlieRend auf
ihre sHA-Konzentration hin untersucht werden siollLymphddemflissigkeit von Patienten
und Mausen wurde eine erhdhte T@EE-Expression nachgewiesen, die stets mit einer
Inhibierung der Lymphangiogenese einherging (Avraled al., 2010a, 2010b). sHA induziert
in LECs konzentrationsabhangig die Expression daflymphogenen TGB-Isoformen 1, 2
und 3 (Schmaus, Doktorarbeit 2011). In Lymphdderkénnte somit eine Verbindung
zwischen potentiell erhdhten sHA-Konzentrationem ulen bereits nachgewiesenen hohen

TGF{-1-Konzentrationen bestehen.

Von TGF{$-1 ist bekannt, dass es sowahlvitro als auchin vivo anti-lymphangiogene
Wirkung besitzt (Clavin et al., 2008; Oka et aD08; Avraham et al., 2010a, 2010b). Davon
sind alle Prozesse der Lymphangiogenese wie Puaiiié®, Migration und Gefabildung
betroffen (Clavin et al., 2008; Oka et al., 2008ra@&ham et al., 2010a, 2010b). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde neben einer anti-proliferatisirkung von TGFB-1 erstmals auch eine
konzentrationsabhangige hemmende Wirkung von B&FRdnd -3 auf die Proliferation von
LECs beschrieben (Abbildung 13A). Im Hinblick dafiadass sHA konzentrationsabhéngig
die Hochregulierung von TGP-1, -2 und -3 induzieren kann (Schmaus, Doktorard@i1),
konnte die in den funktionellen Experimenten bebbste hemmende Wirkung hoher sHA-
Konzentrationen auf die anti-lymphangiogene Wirkwtegy induzierten TGB-Isoformen
zurtckzufiihren sein. Entsprechend fiihrte die Nésigeung der TGH-Isoformen durch
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blockierende Antikorper zu einer Verstarkung des-goliferativen Effekts niedriger sHA-
Konzentrationen und einer signifikanten Redukticer dnti-proliferativen Wirkung hoher
sHA-Konzentrationen (Abbildung 13B). Neben der gmbliferativen Wirkung hoher sHA-
Konzentrationen konnte auch die bereits bei niedrigHA-Konzentrationen beobachtete
Inhibierung der Migration und Gefal3bildung durchF&vermittelt werden. sHA ist in der
Lage, bereits in niedrigen Konzentrationen die Egpion von TGB-1, -2 und -3 in LECs zu
stimulieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Um di¢eRa&nz von TGH in der durch sHA-
induzierten Inhibierung der Migration und Gefal3bild weiter zu untersuchen, kdnnten
LECs in Migrationsassays und Tubule formation Assayt neutralisierenden pan-T@F-
Antikorpern behandelt werden. Falls T@Feben der anti-proliferativen Wirkung ebenfalls
fur die Hemmung der Migration und Gefal3bildung wénsrtlich sein sollte, sollte diese

Inhibierung durch den Einsatz der T@FAntikérper abgeschwacht oder aufgehoben werden.

Die Behandlung von LECs mit hohen sHA-Konzentraioritihrte zu einem signifikanten
Anstieg an Zellen in der G1-Phase (Abbildung 5)eder konnte ebenfalls durch T@GF-

vermittelt werden, da dieses Zytokin in der Lage emnen G1-Arrest in Endothelzellen und
anderen Zelltypen zu induzieren (Petritsch et 2000; Mukherjee et al.,, 2010). Der
induzierte G1-Arrest konnte zum Teil eine Erklardiigden bei hohen sHA-Konzentrationen
beobachteten anti-proliferativen Effekt sein (Adhihg 2A). Jedoch Ubertrifft das Ausmal
des anti-proliferativen Effekts die Induktion de&-@rrests durch hohe sHA-Konzentrationen
in LECs deutlich. Dies konnte ein Hinweis dafur nseidass die bei hohen sHA-
Konzentrationen auftretende anti-proliferative Wimg nicht nur durch einen G1-Arrest,

sondern womaoglich noch durch weitere MechanismenAgioptose vermittelt wird.

Hohe sHA-Konzentrationen induzierten eine auffélligmorphologische Verédnderung von
LECs (Abbildung 15A). Wahrend die Zellen bei niggm sHA-Konzentrationen ihren
endothelialen Phanotyp beibehielten, wurde bei hat¢A-Konzentrationen ein Wandel zu
einer fibroblastenahnlichen Morphologie beobachfetch die Behandlung von LECs mit
TGF{$ fuhrte bereits nach einigen Stunden zu einer beth Verdnderung der
Zellmorphologie (Avraham et al.,, 2010b). Im Rahnaiaser Arbeit konnten durch eine
Behandlung mit den TGB-Isoformen 1, 2 und 3 jedoch nur geringfiigige Andeen in der

Morphologie der LECs registriert werden, was untémstidnden auf eine geringere
Sensitivitat der LECs zurtckzufiihren sein konntékidung 15C). Um eine Verbindung

zwischen sHA und TGB-naher zu untersuchen, kénnten die Auswirkungeer€enGF$-
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Blockade auf die durch hohe sHA-Konzentrationen mittelten morphologischen

Veranderungen untersucht werden.

Eine Behandlung mit hohen sHA-Konzentrationen biewireine Herrunterregulierung der
lymphatischen Marker Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3LECs (Abbildung 15B und 15C).
Im Hinblick darauf, dass hohe sHA-Konzentrationén Expression von TGB-1, -2 und -3

in LECs induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 201)essinteressant zu erwahnen, dass TGF-
B-1 eine wichtige Funktion in der Regulation derestgnnten Endothelialen-Mesenchymalen
Transition (EndoMT) besitzt (Zeisberg et al., 20CTavin et al., 2008). Diese ist durch einen
Verlust lymphatischer Marker, eine Hochregulierungesenchymaler Marker und eine
Veranderung des endothelialen zu einem fibrobléstelichen Phanotyp gekennzeichnet
(Oka et al., 2008; Avraham et al., 2010b; Zeisbetgal., 2007; Clavin et al., 2008).
Erganzend dazu konnte in dieser Arbeit gezeigt mmerddass TGB-1, -2 und -3 in
pathologisch relevanten Konzentrationen (Shim et 299; Klusmeier, unverétffentlichte
Daten) in der Lage sind, eine Herrunterregulierdaglymphatischen Marker Prox-1, LYVE-
1 und VEGFR-3 in LECs zu induzieren (Abbildung 14&d 14B). Hierbei verfigte TGF-2
Uber die starkste Wirkung, was erstaunlich istd@ses Molekil in diesem Zusammenhang
bislang noch nicht beschrieben wurde (Abbildung 144 14B). Bei einer Behandlung mit
hohen TGH-3-Konzentrationen ist ein Anstieg der Expression Yrox-1 und LYVE-1 zu
verzeichnen (Abbildung 14A). Dies sollte ndher wueht werden, ist eine Hochregulierung
lymphatischer Marker durch eine T@F3-Behandlung bislang noch nicht dokumentiert
worden. Interessanterweise konnte zusatzlich gemarden, dass ein Verlust der Expression
lymphatischer Marker nicht zwangslaufig mit einermsfieg mesenchymaler Marker wie
Vimentin einhergeht (Abbildung 14A und 14B).

Trotz der durch hohe sHA-Konzentrationen induzrert@ GF{-Expression und des
nachgewiesenen Potentials der drei TislBoformen, die Expression lymphatischer Marker
negativ zu beeinflussen (Abbildung 14A und 14B),nki®@ gezeigt werden, dass die
Herrunterregulierung von Prox-1, LYVE-1 und VEGFRI3rch sHA allerdings unabhéngig
von TGF$ ist (Abbildung 15D). Somit ist es wahrscheinlictiass zwei unabh&ngige
Mechanismen existieren, die die Expression lymgbh@r Marker negativ beeinflussen
konnen. Die durch hohe sHA-Konzentrationen indueidiGFf-Expression vermittelt somit
zwar den anti-proliferativen Effekt von sHA auf di&€Cs (Abbildung 13B), besitzt jedoch

hdchstwahrscheinlich keinen Effekt auf die Mark@mession. Um eine Rolle von TGFin
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der sHA-vermittelten Herrunterregulierung lymphetiisr Marker endgultig ausschliel3en zu
konnen, solltex vivo undin vivo eine Behandlung mit hohen sHA-Konzentrationenlgeio,
und die Auswirkung einer TGB-Blockade auf eine sHA-vermittelte Herrunterregulieg

der lymphatischen Marker untersucht werden.

Einen moglichen Vermittler in der sHA-induziertenedrunterregulierung lymphatischer
Marker kdnnte der pro-lymphangiogene Faktor Angaipn2 (Ang-2) darstellen. Es konnte
gezeigt werden, dass hohe sHA-Konzentrationen dedliche Herrunterregulierung von
Ang-2 in LECs induzieren (Schmaus, Doktorarbeit P01Ang-2 spielt durch die
Sensibilisierung der lymphatischen Gefal3e gegenpbaiinflammatorischer Stimuli eine
wichtige Rolle in der Induktion der Lymphangiogem€¥an et al., 2012). In der embryonalen
Lymphangiogenese verfligt Ang-2 zudem Uber eine tigehFunktion bei der Definierung
und Differenzierung der lymphatischen Zellen (Shilao02009). Die durch sHA-induzierte
Herrunterregulierung der Ang-2-Expression kénntemis@ine Erklarung fur den bei hohen
sHA-Konzentrationen beobachteten Verlust der Exgioes von Prox-1, LYVE-1 und
VEGFR-3 liefern. Zum anderen konnte die Inhibieruwhgy Proliferation, Migration und
Gefalbildung durch hohe sHA-Konzentrationen zugditzauf eine durch sHA-induzierte
niedrige Ang-2-Expression zurtickgefuhrt werden. &lme mdgliche Rolle von Ang-2 in der
sHA-vermittelten Regulation der lymphatischen Maexgression ndher zu untersuchen,
kbnnte in vitro zum einen analysiert werden, ob eine Neutralisigravon Ang-2 eine
Reduktion von Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3 induziedum anderen konnte getestet
werden, ob eine Behandlung mit Ang-2 die Herrueggulierung der lymphatischen Marker

verhindert.

Neben einer sHA-induzierten Expression von T&E--2 und -3 in LECs konnte zusétzlich
eine sHA-vermittelte Expression von T@F und -3 in Fibroblasten beobachtet werden
(David-Raoudi et al., 2008). Fibroblasten spielels deil des Tumorstromas durch
Ausschittung pro-tumoraler Faktoren, wie z.B. TgFeine essentielle Rolle in der
Tumorprogression (Cai et al., 2012). Die WirkungnvibcGFf auf die Tumorprogression ist
ambivalent. So verfugt dieses Zytokin in pramaligregler frihen Phasen Uber eine anti-
tumorale, in spateren Phasen der Tumorentwickladggh tber pro-tumorale Wirkung (Xie
et al., 2002; Massague et al., 2008). In der ititexlden Flissigkeit von Tumoren konnten
bisher nur niedrige Konzentrationen von bis zu émighachgewiesen werden (Schmaus,

Doktorarbeit 2011). Bereits diese niedrigen sHA-K@mirationen wareim vitro aber bereits
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in der Lage, die Expression von T@F, -2 und -3 in LECs in geringem Ausmald zu
induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Im Tumaotkgt waren diese niedrigen sHA-
Konzentrationen hochstwahrscheinlich in der Lage,Ekpression von TGB-in LECs und
anderen Stromazellen induzieren, was, abhangigStatus der Tumorentwicklung, entweder
pro-tumorale oder anti-tumorale Wirkungen hatte. laufe der Tumorprogression konnten
bedingt durch die zunehmende Tumormasse Storumgelnymphfluss auftreten, die lokal
eine Akkumulation von sHA bewirken kdnnten. Dieskedhiten sHA-Konzentrationen waren
dann in der Lage, lokal die Expression von TR LECs, tumor-assoziierten Fibroblasten,
Tumorzellen und anderen Stromazellen in deutlichehén Konzentrationen zu induzieren.
Diese erhohten TGB-Konzentrationen kénnten die Tumorprogression waitgerstitzen
und durch die Induktion einer EMT Prozesse wie Mietastasierung fordern. So konnte
gezeigt werden, dass ein erhdhtes TR=F4evel im Serum von Patienten mit Colorektal-
Karzinomen mit einer erhohten Invasivitat der Tumellen und einer gesteigerten

Metastasierung einhergeht (Shim et al., 1999).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass dtbdhelonzentrationen durch die
Induktion einer morphologischen Verédnderung in LE@bbildung 15A), verbunden mit
einer deutlichen Herrunterregulierung der lymplutgn Marker Prox-1, LYVE-1 und
VEGFR-3 (Abbildung 15B und 15C) eine Rolle in deddktion einer EndoMT besitzen
konnten. Die genauen Mechanismen mussen allerdiogs untersucht werden, konnte doch
gezeigt werden, dass der Verlust der Markerexmmessi LECs unabhangig von TGF-
erfolgt (Abbildung 15D).

4.7 LYVE-1 im Kontext sHA produzierender Tumore

Die pro-proliferative Wirkung von sHA auf die Lymahgiogenese wird uber LYVE-1
vermittelt. In der tumorinterstitiellen FlussigkdiTIF) von 4T1-Tumoren finden sich pro-
proliferativ wirksame sHA-Konzentrationen von cap@/ml (Schmaus, Doktorarbeit 2011).

Welche Rolle spielt LYVE-1 im Kontext des murinefl4d Tumormodells?

Bei der vergleichenden Analyse der sHA-Konzentratio der TIF von 4T1-tragenden
Wildtypmausen und LYVE-1-KO-Tieren konnte in beidégllen eine Konzentration von ca.
1 pg/ml nachgewiesen werden (Abbildung 16B). Dasldrevon LYVE-1 hat also keinen
Einfluss auf die Produktion oder den Abtransport 86lA im Tumor. Beim Tumorwachstum
konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen den w#ld und LYVE-1-KO-Mausen
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beobachtet werden (Abbildung 16A). Aufgrund seirRolle in der Regulation des
Lymphflusses hatte ein Fehlen von LYVE-1 den Absgort der Tumorflissigkeit und somit
den hydrostatischen Druck innerhalb des Tumorsnfiessen kénnen (Hou et al., 2011,
2012). Hieraus resultierend hatte man eine Veramgem Tumorwachstum verglichen mit

Wildtypmausen erwarten konnen.

LYVE-1 wird hauptsachlich auf lymphatischen Gefal®primiert, eine Expression auf
einem Subtyp von Makrophagen konnte aber ebenfalihigewiesen werden (Schledzewski
et al.,, 2006). Makrophagen spielen als Teil des dmtnromas durch Sezernierung
verschiedenster Faktoren eine wichtige Rolle bai 8tuerung des Tumorwachstums
(Fukuda et al., 2012). Basierend auf den nahezatigtdien Tumorwachstumskurven der
Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mause lasst sich mutmal3eassl LYVE-1-positive Makrophagen
entweder nicht am Tumorwachstum beteiligt sind @ilee fehlende Expression von LYVE-1
auf der Oberflache dieser Zellen keinen Einflusk iau Verhalten im Tumorkontext hat.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass LYVEelnen Einfluss auf das
Tumorwachstum von 4T1-Zellen hat. Dies deckt siah aer Beobachtung, dass sich das
Wachstum von Melanomen und Lungenkarzinomen in tfldund LYVE-1-KO-Mausen

nicht signifikant unterscheidet (Gale et al., 2007)

Auch in puncto Lungenmetastasierung konnten keintetdchiede zwischen 4T1-tragenden
Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mausen festgestellt werdeAbpildung 16D). Dies ist der erste
Tierversuch der zeigt, dass LYVE-1 keinen Einflumsf die Metastasierung zu vom
Primértumor entfernten Organen hat. Um eine gaeadeissage uUber die Relevanz von
LYVE-1 in der systemischen Metastasierung treffen konnen, konnten weitere

Tumorzelllinien in LYVE-1-KO- und Wildtypmé&use igjert werden.

Die ipsilateralen axillaren Lymphknoten der 4Tlgeaden LYVE-1-KO-Mause waren
signifikant kleiner als der Lymphknoten der Wildtgause (Abbildung 16C). Dabei kdnnte es
sich um invasive Tumorzellen oder eine durch demdiuinduzierte entziindliche Reaktion
handeln. Aufgrund der hohen Metastasierungsrate4diérZellen kann jedoch mit einiger
Wabhrscheinlichkeit von einer Lymphknotenmetastasigrausgegangen werden. Ein Fehlen
von LYVE-1 scheint somit entweder Entzindungsreeidn oder die Metastasierung zu

regionalen Lymphknoten zu hemmen.

95



Diskussion

4.8 sHA in der lymphangiogenen Therapie

Lymphangiogenese spielt eine zentrale Rolle bexlirdungsreaktionen, Lymphddemen und
der Tumormetastasierung (Alitalo und Carmeliet,20leeman und Thiele, 2009; Albrecht
und Christofori, 2011). Im Rahmen dieser Arbeit @aurmit sHA ein neuer, bislang

unbekannter lymphangiogener Faktor identifiziertl seine Wirkungsweise beschrieben. Es
stellt sich nun die Frage, ob und wie die Eigenfiehavon sHA genutzt werden kénnen, um
im Rahmen einer lymphangiogenen Therapie gezisltWachstum von Lymphgefal3en nach

Bedarf zu fordern oder zu hemmen.

sHA vermittelt einen grol3en- und konzentrationsaigen Effekt auf funktionale
Eigenschaften von LECs. Welche chemischen Struktader funktionellen Gruppen der
sHA-Molekile diese Wirkungen vermitteln, ist nodieht abschlieBend geklart. Im Rahmen
einer Kollaboration mit dem Institut fir Organiscl@ghemie am Karlsruher Institut fur
Technologie und dem Max-Planck-Institut fur Intgdinte Systeme sollen aus einem sHA-
Grundbaustein sHA-Derivate mit unterschiedlichehu$zgruppen synthetisiert werden, die
gezielt deprotektiert werden konnen. Einige dieserdifizierten sHA-Molekile wurden
bereits auf ihre biologische Aktivitat getestet.idlierte sHA-Molekile sind trotz ihrer
chemischen Modifizierung am reduzierenden EndeemLdge, einen biphasischen Effekt auf
die Proliferation von LECs zu vermitteln, vergldieln mit nativer sHA (Daten nicht gezeigt).
Hieraus kann man schlieen, dass das reduzieremdie der sHA-Molekile nicht fur die
Vermittlung des biphasischen Effektes verantwditlist. Mit der gezielten Modifikation
weiterer funktioneller Gruppen sollen in der Zukudie chemischen Strukturen identifiziert
werden, die den lymphangiogenen Effekt von sHA vietn. Die Fahigkeit der
modifizierten sHA-Molekiile, die Lymphangiogeneasevivo zu beeinflussen, soll durch eine
Injektion in mit 4T1-Zellen implantierten Mause argucht werden. Modifizierte sHA-
Molektle, die im Vergleich mit nativer sHA eine viagerte biologische Aktivitat aufweisen,
konnten um die Bindung an LYVE-1 konkurrieren uraing moglicherweise als Inhibitor
eingesetzt werden. Zusatzlich konnten solche sHAekide mit Hyaluronidasen
interagieren, und als eine Art Hemmstoff fungier®alche sHA-Inhibitoren kdnnten auah
vivo bei der anti-lymphangiogenen Tumortherapie Verwagd finden, indem sie die
Lymphangiogenese hemmen und somit die Metastagianwasiver Tumorzellen reduzieren
konnten. Modifizierte sHA-Molekule mit deutlich @rhter biologischer Aktivitat kdnnten bei

der Behandlung von Lymphddemen Verwendung findere Verabreichung kénnte gezielt
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die Lymphangiogenese stimulieren, den Abtranspertgéstauten Lymphflissigkeit dadurch
fordern und das Abschwellen der betroffenen Kogmganen ermdglichen.

Neben der chemischen Struktur eines Liganden spieh dessen raumliche Anordnung eine
wichtige Rolle bei der Effektivitdt der rezeptommsttelnden Signallbertragung. Die
raumliche Anordnung thiolierter Peptide auf einanostrukturierten Oberflache beeinflusst
die Ausbildung fokaler Adh&sionsstrukturen (Arneldal., 2009). Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass die rAumliche Anordnung von sHA-Mdiekiginen Einfluss auf das Verhalten
CD44-exprimierender Tumorzellen besitzt (Kaindl &t, 2012). Durch eine gezielte
raumliche Orientierung und Ausrichtung von sHA-Malken kdnnte auch das Verhalten von
LECs gesteuert werden. In einer Kooperation mit déax-Planck-Institut fir Intelligente
Systeme werden nanostrukturierte Oberflachen efgwprdie gezielt mit sHA-Derivaten
modifiziert werden konnen. Diese mit sHA-gekoppel@®berflachen sollen in Form von
Implantaten in der lymphangiogenen Therapie eirtigeseerden. Ein Vorteil dieser
Oberflachen ware eine durch die Kopplung an die lamate ermdglichte langfristige
Darbietung von sHA-Molekiilen im gewilinschten Gewedige optimierte Ausrichtung der
sHA-Molekule zueinander und zu ihren zellularen étaren sowie die Mdglichkeit zur
Verwendung chemisch modifizierter sHA-Derivate. Nsinukturierte Hydrogele kdnnten
zusatzlich als bioabbaubare Geriststrukturen eatgesverden, wobei die Modifizierung
dieser Hydrogele mit sHA zu einer gezielten undieftsn Freisetzung von sHA in das
umgebende Gewebe fiihren kdnnte.

Durch eine tber Thiol-Gruppen vermittelte Kopplueg sHA-Molektle an Goldnanopartikel
konnen die HA-Fragmente in genau definierten Aldgéinzueinander auf den Oberflachen
positioniert werden. Zur Verringerung unspezifiscBendungen von Proteinen oder Zellen
an die Oberflachen werden diese mit Polyethylergl{REG) beschichtet. Die Beschichtung
der nanostrukturierten Glasoberflachen mit zykikestiRGD-Peptiden (cRGD) fuhrt zu einer
erhdhten Bindungsspezifitat von LECs an die Obehit#. Die Interaktion der cRGD-Peptide
wird Uberpl-Integrine vermittelt, die an der Oberflache d&ds exprimiert werden (Daten
nicht gezeigt). An nanostrukturierte Glasoberflachgekoppelte sHA-Molekile kdnnen
zudem die Proliferation von LECs beeinflussen. Mitnehmendem Abstand der sHA-
Moleklle zueinander ist ein Anstieg in der Adhasiond Proliferation der Zellen zu
verzeichnen (Daten nicht gezeigt). Dies kdnnteHimweis darauf sein, dass die durch sHA-

induzierte Proliferation von LECs nicht Uber eimgéelnalisierung von sHA vermittelt wird.
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Zudem besitzt die raumliche Anordnung der sHA-Mdlek einen Einfluss auf ihre
proliferativen Eigenschaften.

Die Wirkung lymphangiogener Faktoren kann durch derabreichung I6slicher
Rezeptorglobuline aufgehoben werden (He et al.22B8@ishnan et al., 2003; Burton et al.,
2008b). Eine Inhibierung der Wirkung von sHA konrderch die Verwendung eines
l6slichen LYVE-1-Rezeptorglobulins erreicht werdé&rY.VE-1-Rezeptorglobuline solltem
vivo fahig sein, im Tumorkontext oder in Entziindungktieaen entstandene sHA-Molekile
zu binden und damit zu neutralisieren. Im 4T1-Tumadell konnte bisher keine Wirkung
dieser LYVE-1-Rezeptorglobuline auf die Metastasigy oder das Tumorwachstum
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Um dieaeen allerdings umfassend interpretieren
zu konnen, sollten die Bindungseigenschaften undalisgrungen der LYVE-1-
Rezeptorglobuline jedoch noch genauer charakterisgrden.

In dieser Arbeit konnten niedermolekulare Hyaluémefragmente als neue lymphangiogene
Faktoren identifiziert und charakterisiert werd@ihéngig von ihrer Konzentration sind sie
in der Lage, die Eigenschaften und die Identitat L&Cs zu beeinflussen. Die molekularen
Wirkungsweisen dieser HA-Fragmente wurden bescénghvobei noch eine Reihe von
Untersuchungen notig ist, um das vollstédndige Riatedieser Molekulle in der Behandlung

pathologischer Prozesse zu erschliel3en.
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GroRRenbestimmung von Hyaluronsaurefragmenten mitteACE-
Analyse.

Hyaluronsaurefragmente vermitteln einen grolRen- und
konzentrationsabhangigen biphasischen Effekt aef Rfoliferation
von priméren humanen LECs.

Hohe sHA-Konzentrationen hemmen die Migration v&Cisin vitro
sHA-Molekule vermitteln einen konzentrationsabhgegi
inhibitorischen Effekt auf die Bildung gefal3artigetrukturen durch
LECsinvitro.

Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen G1-AriestECsin
vitro.

SHA vermittelt zusammen mit VEGF-C und FGF-2 eiragllitiven
Effekt auf die Proliferation von priméren humandfds.

CD44, TLR-4 und LYVE-1 sind auf der Oberflache hum@alLECs
exprimiert.

LYVE-1 vermittelt den pro-proliferativen Effekt rdeger sHA-
Konzentrationen.

Das Gros der LYVE-1-Molekile auf der Oberflache Md&Cs ist
sialisiert.

PDGHR und PDGER werden weder auf Proteinebene noch auf
RNA-Ebene in LECs exprimiert.

IL-6 besitzt keinen Einfluss auf die pro-prolifava Wirkung von
SHA.

Untersuchung der Regulierung von SignalmolekilenBBCs nach
einer Behandlung mit sHA.

SHA induziert keine Translokation von N@B in den Nukleus von
LECs.

TGF inhibiert die Proliferation von LEC# vitro und vermittelt
den anti-proliferativen Effekt hoher sHA-Konzenioaen.

TGF$-1, -2 und -3 besitzen einen Einfluss auf die Esgian von

Prox-1 und LYVE-1 in prim&aren humanen LECs
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Abbildung 14B Die Behandlung von LECs mit TGF2 fuhrt zu einer
Herrunterregulierung von VEGFR-3

Abbildung 14C: TGF-1, -2 und -3 besitzen einen nur schwachen Effekt che
Morphologie von LECs

Abbildung 15A: Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen morphsldgen
Wandel von LECs.

Abbildung 15B: sHA induziert in hohen Konzentrationen eine Herearggulierung
des lymphatischen Markers Prox-1.

Abbildung 15C/D: Hohe sHA-Konzentrationen induzieren LYVE-1- und T&F
unabhangig die Herrunterregulierung der lymphagschMarker
VEGFR-3, Prox-1 und LYVE-1.

Abbildung 16: LYVE-1 besitzt eine Rolle in der lokalen
Lymphknotenmetastasierung.
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ANDS 7-Amino-1,3-naphtalendisulfonsaure

Ang-2 Angiopoietin-2

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATF-2 Activating transcription factor-2

BECs Blood endothelial cells

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumine

BTH Bovine Testis Hyaluronidase

CAM-Assay Chorio-Allantois-Membran Assay

CCBE-1 Collagen and Calcium-Binding EGF Domain-@aming Protein-1
CCL-2 Chemokine (C-C-Motif) Ligand-2

CCL-21 Chemokine (C-C-Motif) Ligand-21

CCR-2 Chemokine (C-C-Motif) Receptor-2

CCR-7 Chemokine (C-C-Motif) Receptor-7

CLEC-2 C-type Lectin Domain family-2

COUP-TF I COUP transcription factor 2

COX-2 Cyclooxygenase-2

cRGD Zyklisches Peptid aus Arginin, Glycin und Asggansaure
CRSBP-1 Cell Surface Retention Sequence BindintePrd
CTCs Circulating Tumor Cells

Ds Disaccharide

EGF Epidermal Growth Factor

EMT Epitheliale/Endotheliale-Mesenchymale Transitio
EPO Erythropoietin

EREG Epiregulin

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase

EZM Extrazellulare Matrix

FACE Fluorophor Assisted Carbohydrate Electrophsres
FCS Fetal Calf Serum

FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2

Foxc2 Forkhead box protein 2

GH Growth Hormone
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GPI
HAS
HEV
HGF
HMW-HA
HoxD8
HPRT
HRP
HUVECs
Hyal
ICAM-1
IGF-1/-2
IL-11
IL-17
IL-6

11-8

IP
JNK1/3
kDA
LECs
LOX
LPS
LRA
LYVE-1
MAA
MCF-7
MIP-1a
MMPs
MSCs
mMTOR
MyD88
NFATc1
NF-xB

Glycosylphosphatidylinositol
Hyaluronsauresynthase

High Endothelial Venules

Hepatocyte Growth Factor

High Molecular Weight Hyaluronic Acid
Homeobox Protein D8
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1
Horseradish peroxidase

Human Vascular Endothelial Cells
Hyaluronidase

Intercellular Adhesion Molecule-1
Insulin-like Growth Factor-1/-2
Interleukin-11

Interkeukin-17

Interleukin-6

Interleukin-8

Immunprazipitation

c-Jun N-terminal Kinasen 1/3
Kilodalton

Lymphatic Endothelial Cells
Lipoxygenase

Lipopolysaccharid

Lymphatic Ring Assay

Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronic AdReceptor-1
Maackia Amurensis

Michigan Cancer Foundation -7
Macrophage Inflammatory Proteir:1
Matrixmetalloproteinasen
Mesenchymal Stroma Cells
mammalian Target of Rapamycin
Myeloid differentiation primary response ge3&e
Nuclear factor of activated T-cells

Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer ofvatéid B cells
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Nrp-2 Neuropillin-2

PCs Pericytes

PDGF-BB Platelet-Derived Growth Factor-BB
PDGRu/BR Platelet-Derived Growth Factor Recepid

PE Phycoerythrin

PEG Polyethylengykol

PFA Paraformaldehyd

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Prox-1 Prospero Homeobox Protein-1

PVA Polyvenylalkohol

PVDF Polyvinylidenfluorid

RHAMM Receptor for Hyaluronan-Mediated Motility
ROS Reactive Oxygen Species

RT Raumtemperatur

sHA Small molecular weight Hyaluronic Acid
SLP-76 Src homology 2 (SH2) domain-containing lexwke protein of 76 kDa
SMCs Smooth Muscle Cells

Sox-18 SRY-related HMG-box protein-18

Src Cellular und sarcoma

SYK Spleen Tyrosine Kinase

TGF Transforming Growth Factor beta

TIF Tumor-interstitielle Flussigkeit

TLR-2 Toll-Like Receptor-2

TLR-4 Toll-Like Receptor-4

TNF-o/- Tumor Nekrose Faktar/

VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor-A
VEGF-C Vascular Endothelial Growth Factor-C
VEGF-D Vascular Endothelial Growth Factor-D
VEGFR-2 Vascular Endothelial Growth Factor Recej@tor
VEGFR-3 Vascular Endothelial Growth Factor Receftor
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