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Zusammenfassung: 

Lymphangiogenese ist die Neubildung lymphatischer Gefäße aus bereits bestehenden. Im 

adulten Organismus findet Lymphangiogenese nahezu ausschließlich während pathologischer 

Prozesse statt. Im Tumorkontext korreliert  eine Neubildung lymphatischer Gefäße häufig mit 

erhöhter Metastasierung und einer schlechten Prognose für den Patienten. Im Gegensatz dazu 

kann ein Mangel an funktionellen Lymphgefäßen zu Lymphödemen führen. 

Lymphangiogenese kontrolliert zu manipulieren ist deshalb ein vielversprechender Ansatz bei 

der Entwicklung neuer Therapien für verschiedene Krankheitsbilder.   

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fragmente der Extrazellulären Matrix-Komponente 

Hyaluronsäure als neue lymphangiogene Faktoren identifiziert. Diese niedermolekularen 

Hyaluronsäure (sHA)-Moleküle kommen in gesundem Gewebe nur in geringen Mengen vor, 

bei Entzündungsreaktionen oder im Tumorkontext kann es allerdings zu einer Akkumulation 

kommen. Die stark bioaktive sHA verfügt über pro-inflammatorische und pro-angiogene 

Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sHA einen größen- 

und konzentrationsabhängigen biphasischen Effekt auf die Proliferation primärer humaner 

Lymphendothelzellen (LECs) vermittelt, während kleinere Fragmente eine stärkere pro-

proliferative Wirkung als größere sHA-Moleküle besitzen. Die pro-lymphangiogene Wirkung 

von sHA wird über den lymphatischen Marker LYVE-1 vermittelt, der in stark sialisierter 

Form auf den LECS exprimiert wird. Hohe sHA-Konzentrationen hingegen inhibierten die 

Proliferation, Migration und Gefäßbildung von LECs in vitro. Neben einer morphologischen 

Veränderung der LECs induzierten hohe sHA-Konzentrationen zusätzlich eine TGF-β-

unabhängige Herrunterregulierung der lymphatischen Marker LYVE-1, Prox-1 und VEGFR-

3. Zur Untersuchung der möglichen Rolle von sHA und seinem Rezeptor LYVE-1 in der 

Tumormetastasierung wurde das murine 4T1-Brusttumormodell verwendet und sowohl in 

Wildtyp- als auch in LYVE-1 defizienten Tieren getestet. Dabei stellte sich heraus, dass 

sowohl das Tumorwachstum als auch die Metastasierung in die Lunge von LYVE-1 

unabhängig war. Allerdings war die Metastasierung in die Lymphknoten in den LYVE-1 

defizienten Tieren bei identischen sHA-Konzentrationen in der interstitiellen Flüssigkeit der 

Primärtumore signifikant beeinträchtigt. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass 

mit niedermolekularen Fragmenten von Hyaluronsäure neue lymphangiogene Faktoren 

beschrieben wurden, die konzentrations- und größenabhängig die Funktion und Identität von 

LECs auf mehreren Ebenen beeinflussen. 
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Abstract 

Lymphangiogenesis is defined as the formation of new lymphatic vessels from preexisting 

ones. In Adults, lymphangiogenesis is nearly completely restricted to pathological conditions. 

In the context of tumors, the formation of new lymphatic vessels often correlates with 

increased metastasis formation and a poor prognosis for cancer patients. In contrast, a lack of 

functional lymphatic vessels can lead to the formation of lymphedema. Thus, a controlled 

manipulation of lymphangiogenesis represents a promising approach in the treatment of 

various pathological disorders.  

In the present work, fragments of the extracellular matrix component Hyaluronic Acid were 

identified as new lymphangiogenic factors. These low-molecular weight Hyaluronic Acid 

molecules (sHA) occur only in very low concentrations in healthy tissues, whereas during 

inflammation and tumor growth, an accumulation of sHA can take place. sHA is highly 

bioactive and possesses pro-inflammatory and pro-angiogenic properties. In the present work, 

it has been shown, that sHA mediates a size- and dose-dependent biphasic effect on the 

proliferation of primary human lymphatic endothelial cells (LECs), while small sHA 

molecules had a stronger pro-proliferative effect than bigger HA-fragments. The pro-

lymphangiogenic impact of sHA is mediated via the lymphatic marker LYVE-1, which is 

expressed on the surface of the LECs in a highly sialylated manner. In contrast, high sHA 

concentrations inhibit in vitro the proliferation, migration and tubule formation of LECs. 

Additionally to a morphological alteration from an epithelial to a fibroblast-like phenotype, 

high sHA concentrations induced, by a TGF-β independent way, the downregulation of the 

lymphatic marker LYVE-1, Prox-1 and VEGFR-3 in LECs. To investigate the putative role of 

sHA and its receptor LYVE-1 in tumor metastasis, murine 4T1 breast cancer cells were 

implanted into wildtype- and LYVE-1 -/- mice. Thereby, it has been demonstrated that tumor 

growth and lung metastasis were independent of LYVE-1. However, despite having detected 

the same amounts of sHA in the interstitial fluid of the primary tumors of wildtype and 

LYVE-1 -/- mice, lymph node metastasis in the LYVE-1 deficient mice were significantly 

affected. In summary, fragments of Hyaluronic Acid have been described as new 

lymphangiogenic factors which influence the function and identity of LECs in a size- and 

dose-dependent manner at various levels.  
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1 

1.Einleitung 

1.1 Lymphatisches System  

1.1.1 Aufbau und Funktion des Lymphgefäßsystems 

Alle Wirbeltiere verfügen über ein Lymphgefäßsystem, das in seiner Komplexität variiert und 

mit Ausnahme des Gehirns und der Retina in nahezu allen Organen vorhanden ist (Albrecht 

und Christofori, 2011).  

Das Lymphgefäßsystem erfüllt eine ganze Reihe von physiologischen Funktionen. Innerhalb 

eines Tages werden beim Menschen bis zu zwei Liter interstitielle Flüssigkeit vom 

lymphatischen System zurück in die Blutzirkulation geschleust, um die Homöostase im 

Organismus aufrechtzuerhalten. Zusätzlich werden Abfallprodukte aus Geweben und Organen 

abtransportiert. Das lymphatische System spielt auch eine zentrale Rolle in der 

Immunabwehr. Pathogene und Immunzellen können zu Lymphknoten, die innerhalb des 

Systems als Filterstationen fungieren, transportiert werden. Dort kommt es dann zur Initiation 

einer Immunantwort. Schließlich unterstützt das Lymphsystem den Transport von 

Nahrungsfetten vom Darm in die Leber (Albrecht und Christofori, 2011). 

Die feinsten Verzweigungen des Lymphgefäßsystems bilden die blind-endenden 

Lymphkapillaren, die hauptsächlich für die Aufnahme von Stoffen, Zellen und Flüssigkeiten 

zuständig sind. Ihre Gefäßwand ist einschichtig und besitzt keine Basalmembran. Die Zellen 

sind dort über relativ lose Zell-Zellkontakte miteinander verbunden, die hauptsächlich aus den 

Adhäsions- und Tight-junction-Proteinen VE-Cadherin, Occludin und Claudin-5 aufgebaut 

sind (Baluk et al., 2007). Die Lymphkapillaren münden über Vorsammelgefäße in die 

Hauptsammelgefäße des Lymphgefäßsystems, die über eine Schicht glatter Muskelzellen 

verfügen. Die Lymphendothelzellen (LECs) sind hier enger miteinander verbunden, was auf 

eine veränderte Organisation von VE-Cadherin, Occludin und Claudin-5 zurückzuführen ist. 

Zusätzlich verfügen diese Zellen über eine Basalmembran (Baluk et al., 2007). Der 

unidirektionale Fluss der Lymphe von der Peripherie zurück in die Blutzirkulation wird durch 

Klappen in den Sammelgefäßen ermöglicht. Die antreibende Kraft für den Fluss der Lymphe 

sind die Kontraktionen der glatten Muskelzellen, der Skelettmuskulatur und 

Atembewegungen (Albrecht und Christofori, 2011). Die Lymphe wird über den Ductus 

Thoracicus und den rechten Lymphgang in die Venen der Nackenregion zurück in die 

Blutzirkulation befördert. 
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1.2. Molekulare Regulation der Lymphangiogenese 

Lymphangiogenese wird als die Neubildung von Lymphgefäßen aus bereits bestehenden 

definiert. Dieser Prozess unterliegt dabei einer komplexen molekularen Regulation. Faktoren, 

die die Lymphangiogenese fördern, werden hierbei als pro-lymphangiogen, hemmende 

Moleküle als anti-lymphangiogen bezeichnet 

1.2.1 Lymphangiogene Faktoren 

Wachstumsfaktoren aus der VEGF (Vascular endothelial growth factor)-Familie besitzen eine 

herausragende Rolle in der Steuerung und Regulation der Lymphangiogenese. Der pro-

lymphangiogene Faktor VEGF-C (Vascular endothelial growth factor)-C stellt dabei das 

zentrale Molekül in der Regulation dieses Prozesses dar. VEGF-C vermittelt seine Wirkung 

über die Bindung an die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen VEGFR (Vascular endothelial growth 

factor receptor)-2 und VEGFR-3, die auf Blut- und Lymphgefäßen exprimiert werden. Durch 

post-translationale Prozessierungen wird die Affinität von VEGF-C schrittweise von einer 

starken Bindung zu VEGFR-2 zu einer erhöhten Bindungsäffinität zu VEGFR-3 verändert 

(Joukov et al., 1997). Eine Überexpression von VEGF-C in muriner Haut führt zu einer 

Proliferation und Vergrößerung lymphatischer Gefäße, wobei Blutgefäße nicht betroffen sind 

(Jeltsch et al., 1997). Eine Überexpression von VEGF-C in Tumorzellen korreliert mit einer 

erhöhten tumoralen Lymphgefäßdichte, einem erhöhten Lymphfluss, einer verstärkten 

Metastasierung in Lymphknoten und anderen Organen und stellt einen wichtigen 

prognostischen Faktor in der Krebstherapie dar (Kinoshita et al., 2001; Skobe et al., 2001; Su 

et al., 2006). Diese Effekte können durch die Inhibierung des VEGFR-3-Signalweges und 

Verwendung eines blockierenden VEGFR-3-Antikörpers gemindert oder aufgehoben werden 

(He et al., 2002a; Hoshida et al., 2006). VEGF-C spielt ebenfalls eine zentrale Rolle bei der 

Entwicklung des Lymphgefäßsystems, bei entzündlichen Reaktionen und wird bei der 

Therapie von Lymphödemen erfolgreich eingesetzt (Ristimäki et al., 1998; Karkkainen et al., 

2004; Tammela et al., 2007; Kataru et al., 2009; Lähteenvuo et al., 2011).  

Neben VEGF-C gibt es weitere Vertreter der VEGF-Familie, die über eine pro-

lymphangiogene Wirkung verfügen. So beeinflusst VEGF-A neben der Angiogenese und der 

Tumorprogression auch Prozesse der Lymphangiogenese. In transgenen Mäusen führte eine 

Überexpression von VEGF-A zu einer Proliferation VEGFR-2-positiver, tumorassoziierter 

Lymphgefäße, nodaler Lymphangiogenese und einer verstärkten Metastasierung (Hirakawa et 

al., 2005). Neben einer Expression in Tumorzellen konnte auch in B-Zellen des 
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Immunsystems die Expression von VEGF-A festgestellt werden, die zu einer 

Lymphangiogenese in lokalen Lymphknoten führte und zur Entwicklung von postkapillären 

Venolen beiträgt (Shrestha et al., 2010). VEGF-D bindet ebenfalls an die Rezeptoren 

VEGFR-2 und VEGFR-3 (Achen et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass dieser pro-

lymphangiogene Faktor die Bildung neuer Lymphgefäße im Tumorkontext induziert und 

einen Beitrag zur Metastasierung liefert (Stacker et al., 2001; Lin et al., 2012; Yanagawa et 

al., 2012). Eine Überexpression von VEGF-D führte im Mausmodell zu einem verstärkten 

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

Die zentrale Rolle von VEGF-C in der Lymphangiogenese wird daran deutlich, dass eine 

Reihe lymphangiogener Faktoren ihre Wirkungen indirekt über eine Hochregulierung von 

VEGF-C vermitteln. Eine Überexpression der Cyclooxygenase-2 (COX-2), einer Isoform der 

Prostaglandin H-Synthase, in Brustkrebszellen, führt zu einer verstärkten Expression von 

VEGF-C. Die Expression von COX-2 korreliert mit der Expression von VEGF-C und der 

Lymphgefäßdichte in klinischen Proben von Brustkrebspatienten (Su et al., 2004). Das pro-

inflammatorische Zytokin Interleukin-17 (IL-17) fördert die Migration und die Ausbildung 

gefäßartiger Strukturen von LECs. Im Tumormodell konnte eine Korrelation zwischen der 

Expression von IL-17, VEGF-C und der Lymphgefäßdichte festgestellt werden (Chen et al., 

2010). Neben einer Induktion in Tumorzellen gibt es auch lymphangiogene Faktoren, die eine 

Expression von VEGF-C in Immunzellen bewirken. Erythropoietin (EPO), ein Hormon, das 

primär an der Entstehung roter Blutkörperchen beteiligt ist, konnte in Mausmodellen mit 

Brustkrebs- und Melanomzellen die Expression von VEGF-C in Makrophagen induzieren. 

Dies führte in vivo zu einer verstärkten Lymphangiogenese und Metastasierung in den 

Lymphknoten, in vitro stimulierte EPO die Proliferation und Migration von LECs (Lee et al., 

2011). Die pro-lymphangiogene Wirkung von FGF-2 wird durch eine Hochregulierung von 

VEGF-C und –D vermittelt (Chang et al., 2004). Hierbei entscheidet die eingesetzte 

Konzentration über eine pro-angiogene oder pro-lymphangiogene Wirkung von FGF-2 

(Chang et al., 2004). Indirekte Wirkungsweisen lymphangiogener Faktoren können auch 

unabhängig von VEGF-C sein. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass der pro-

lymphangiogene Effekt von Interleukin-7 über die Hochregulierung von VEGF-D vermittelt 

wird (Al-Rawi et al., 2005). 

Eine Reihe von Molekülen beeinflusst direkt den Prozess der Lymphangiogenese durch die 

Steuerung der Proliferation, Migration und der Ausbildung gefäßartiger Strukturen durch 
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LECs. Der Wachstumsfaktor PDGF-BB (Platelet-derived growth factor BB) besitzt pro-

lymphangiogene Eigenschaften und fungiert als Chemokin für LECs. Durch die Bindung an 

die Rezeptoren PDGFαR und PDGFβR induziert PDGF-BB in vitro und in vivo die 

Lymphangiogenese und fördert die lymphogene Metastasierung (Cao et al., 2004). Die pro-

lymphangiogenen Effekte von IGF-1/-2 (Insulin-like growth factor 1/2) und des 

Wachstumshormons GH (growth hormone) beruhen auf der Induktion der Proliferation, 

Migration und dem Bilden neuer Gefäßstrukturen von LECs und werden durch eine 

Blockierung von VEGFR-2 oder VEGFR-3, den Rezeptoren von VEGF-C, nicht beeinflusst 

(Björndahl et al., 2005; Banziger-Tobler et al., 2008). 

Im Gegensatz zur großen Anzahl pro-lymphangiogener Faktoren sind bisher nur wenige 

endogene Moleküle bekannt, die eine hemmende Wirkung auf die Lymphangiogenese 

besitzen. Das Zytokin TGF-β, das in den Isoformen TGF-β-1/-2 und -3 vorkommt und wie 

BMPs (Bone morphogenic proteins) und GDFs (Growth and differentiation factors) zur TGF-

β-Superfamilie gezählt wird (Shi und Massagué, 2003; Massagué, 2008), verfügt über anti-

lymphangiogene Eigenschaften. In funktionellen Assays konnte gezeigt werden, dass TGF-β 

zum einen die Proliferation und Migration von LECs hemmt, als auch deren Fähigkeit zur 

Bildung gefäßartiger Strukturen unterdrückt. Zusätzlich kommt es zu einer 

Herrunterregulierung der lymphatischen Marker LYVE-1 und Prox-1 (Oka et al., 2008). Im 

Kontext von Lymphödemen konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung von TGF-β zu einer 

gesteigerten Funktion der Lymphgefäße führt und eine einsetzende Lymphangiogenese zu 

beobachten ist (Avraham et al., 2010a). Im Tumorkontext konnte eine ambivalente Rolle von 

TGF-β nachgewiesen werden (Xie et al., 2002; Massagué, 2008). In der prämalignen oder 

frühen Phase der Tumorentwicklung verfügt TGF-β über eine inhibierende Funktion, später 

jedoch kann dieses Zytokin wichtige Vorgänge unterstützen, die die Tumorprogression und 

Metastasierung fördern (Biswas et al., 2004; Seton-Rogers et al., 2004; Muñoz et al., 2006; 

Massagué, 2008). Seine pro-tumorale Wirkung wird hierbei unter anderem durch die 

Induktion der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT) vermittelt (Derynck und 

Akhurst, 2007). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass TGF-β-1 in Blut- und 

Lymphendothelzellen eine Endotheliale-Mesenchymale-Transition (EndoMT) induzieren 

kann, die mit einer morphologischen Veränderung der Zellen, einer Herrunterregulierung 

endothelialer bzw. lymphatischer Marker und einer Hochregulierung mesenchymaler Marker 

einhergehen kann (Zeisberg et al., 2007; Clavin et al., 2008). 
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Endostatin, ein Fragment von Kollagen XVIII, inhibiert die Proliferation und Migration von 

LECs konzentrationsabhängig. Dieser Wirkmechanismus erfolgt wahrscheinlich über eine 

Herrunterregulierung von VEGF-C, konnte doch gezeigt werden, dass eine Überexpression 

von Endostatin zu einer Reduktion von VEGF-C und einer Hemmung der Lymphangiogenese 

und Lymphknotenmetastasierung führt (Shao und Xie, 2005; Brideau et al., 2007). Dieser 

inhibitorische Effekt ist offenbar auf proliferative Lymphgefäße beschränkt und beeinflusst 

die Funktion normaler Lymphgefäße nicht (Zhuo et al., 2010).  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass bereits eine Reihe pro- und anti-

lymphangiogener Faktoren beschrieben wurde. Das Ausmaß der Lymphangiogenese könnte 

durch eine Änderung des Gleichgewicht zwischen diesen Faktoren bestimmt werden, ähnlich 

der Regulierung der Angiogenese (Hanahan und Folkman, 1996) 

1.3 Lymphangiogenese in Entwicklung und pathologischen Prozessen 

Während der Embryonalentwicklung kommt es zur Bildung des Lymphgefäßsystems, ein 

Prozess, der als embryonale Lymphvaskulogenese bezeichnet wird. Im adulten Organismus 

findet Lymphangiogenese unter physiologischen Bedingungen nur begrenzt statt. Ausnahmen 

sind das Endometrium während des Menstruationszyklus und die Wundheilung. Bei 

verschiedenen pathologischen Prozessen wie Entzündungen oder Krebs kann jedoch eine 

Neubildung lymphatischer Gefäße beobachtet werden. 

1.3.1 Embryonale Lymphvaskulogenese und Lymphangiogenese  

Das Lymphgefäßsystem bildet sich während der Embryonalentwicklung erst nachdem sich 

das Blutgefäßsystem formiert hat (Albrecht und Christofori, 2011). Am anterioren Teil der 

Kardinalvene kommt es bei einzelnen Zellen zur Expression des vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktor Rezeptors (VEGFR)-3, einer transmembranen Rezeptor-Tyrosinkinase, und 

des lymphatischen Markers LYVE-1 (Albrecht und Christofori, 2011). Durch die Aktivität 

des Transkriptionsfaktors Sox-18 wird die Expression des lymphatischen Regulators Prox-1 

in diesen Zellen induziert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von Sox-18 in 

Blutendothelzellen (BECs) zu einer Expression lymphatischer Marker führt (François et al., 

2008). Neben Sox-18 ist auch HoxD8 an der Induktion und der Aufrechterhaltung der Prox-1- 

Expression in LECs beteiligt (Harada et al., 2009). Prox-1 stellt das zentrale Gen in der 

Differenzierung lymphatischer Zellen aus Blutgefäßen dar. Durch die Induktion der 

Expression lymphatischer Marker wie VEGFR-3 und der Komplexbildung mit dem 



Einleitung__________________________________________________________________________________________________ 

                                                                                         6 

 

Transkriptionsfaktor COUP-TF II ist Prox-1 in der Lage, das Auswandern der ersten 

Lymphendothelzellen aus den Kardinalvenen zu stimulieren und die Aufrechterhaltung des 

lymphatischen Charakters dieser Zellen zu gewährleisten (Wigle und Oliver, 1999; Wigle et 

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

Nach dem Auswandern der LECs aus der Kardinalvene migrieren diese in das umgebende 

Gewebe, proliferieren und bilden den sogenannten lymphatischen Plexus. Der pro-

lymphangiogene Faktor VEGF-C, der von umliegenden mesenchymalen Zellen sezerniert 

wird, stellt das chemotaktische Signal dar, dass eine Ausknospung der Lymphgefäße induziert 

(Karkkainen et al., 2004). Diese Wirkung von VEGF-C ist stark abhängig von der Expression 

von VEGFR-3 und dessen Corezeptors Neuropilin-2 (Nrp-2) auf der Oberfläche der LECs 

(Xu et al., 2010). Das sezernierte Protein CCBE-1 spielt ebenfalls eine Rolle in der 

embryonalen Lymphangiogenese. Ein Defekt in diesem Gen führt beim Menschen zu einer 

Dysplasie der Lymphgefäße (Alders et al., 2009; Hogan et al., 2009). Durch die Induktion 

dieser Vorgänge kommt es zur Bildung erster primitiver Lymphgefäße, die sich nachfolgend 

von den Blutgefäßen separieren. 

LECs exprimieren auf ihrer Oberfläche den lymphatischen Marker Podoplanin, der an den 

CLEC-2-Rezeptor auf Blutplättchen binden kann. Dadurch kommt es zu einer SYK-, SLP-76- 

und Phospholipase Cγ2-abhängigen Aktivierung der Blutplättchen. Diese Aktivierung 

induziert die Trennung von Blut- und Lymphgefäßen. Mutationen in den SYK-, SLP-76- und 

Phospholipase Cγ2-Genen führen zu blutgefüllten Lymphgefäßen (Ichise et al., 2009; 

Bertozzi et al., 2010; Carramolino et al., 2010; Uhrin et al., 2010). 

Die Reifung lymphatischer Gefäße beinhaltet die Entwicklung des primitiven lymphatischen 

Plexus in ein hierarchisches Netzwerk von Lymphkapillaren und lymphatischen 

Sammelgefäßen. Die Transkriptionsfaktoren Foxc2 und NFATc1 sind bei der Rekrutierung 

von glatten Muskelzellen und Perizyten involviert (Norrmén et al., 2009). Die Bildung von 

Lymphklappen, die den unidirektionalen Fluss der Lymphe ermöglichen, wird durch eine 

Interaktion von Integrin-α9 mit Fibronektin-EIIIA induziert (Bazigou et al., 2009). 

Die embryonale Entwicklung des Lymphgefäßsystems stellt somit ein äußerst komplexer 

Prozess dar, der noch nicht vollständig entschlüsselt wurde. Durch die Verwendung weiterer 

Modelorganismen wie den Krallenfrosch oder den Zebrafisch erhofft man sich, neue 

interessante Erkenntnisse in der Lymphvaskulogenese zu erlangen (Ny et al., 2005, 2006). 
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1.3.2 Lymphangiogenese in Entzündungsreaktionen  

Das lymphatische System ist an der Wundheilung und an Entzündungsreaktionen beteiligt. 

Pathogene und Zellen können durch Lymphgefäße relativ einfach aufgenommen und zu 

Lymphknoten abtransportiert werden, wo die Initiierung der Immunantwort stattfindet 

(Albrecht und Christofori, 2011).  

Durch eine Stimulation von LECs mit pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-α kommt 

es zu einer Sezernierung von CCL-21, was über einen β2-Integrin-abhängigen Mechanismus 

zu einer erhöhten Transmigration von dendritischen Zellen in das Lymphgefäßsystem führt 

(Johnson und Jackson, 2010). Pro-inflammatorische Zytokine sind in der Lage, die 

Expression von VEGF-C in Fibroblasten und Immunzellen wie dendritischen Zellen und 

Makrophagen zu induzieren (Ristimäki et al., 1998; Hamrah et al., 2003; Kataru et al., 2009). 

Eine erhöhte Expression von VEGF-C korreliert in Entzündungen und der Wundheilung mit 

der Induktion von Lymphangiogenese, einer Erhöhung des lymphatischen Flusses und einer 

verstärkten Beseitigung von Pathogenen (Saaristo et al., 2006; Kataru et al., 2009; 

Huggenberger et al., 2011). Durch die Stimulierung mit inflammatorischen Zytokinen konnte 

eine NF-κB-abhängige Hochregulierung lymphatischer Marker wie VEGFR-3 und Prox-1 in 

LECs beobachtet werden. Dies führte zu einer verstärkten Proliferation und Migration dieser 

Zellen. Zusätzlich kam es, vermittelt durch die stärkere VEGFR-3-Expression, zu einer 

erhöhten Sensibilität der LECs gegenüber VEGF-C, was zu einer deutlich verstärkten 

Lymphangiogenese führte (Flister et al., 2010). Eine häufige Folge entzündlicher Reaktionen 

ist die Bildung von lokalen Schwellungen in Geweben. Eine spezifische Aktivierung von 

Lymphgefäßen führt zu einer Verminderung dieser Schwellungen und zu einer Begrenzung 

der entzündlichen Reaktion (Huggenberger et al., 2011). Die Bildung neuer Lymphgefäße 

basiert primär auf der Proliferation und Migration von LECs. Im Kontext von Entzündungen 

kann es zusätzlich zu einer Hochregulierung lymphatischer Marker wie LYVE-1 und Prox-1 

in Makrophagen führen, was diese dazu befähigt, in bestehende lymphatische Gefäße zu 

integrieren und somit strukturell die Lymphangiogenese mittels Transdifferenzierung zu 

unterstützen (Maruyama et al., 2005; Zumsteg et al., 2009). 

1.3.3 Lymphödeme 

Fehlfunktionen der Lymphgefäße können zu einem Stau der Lymphe in Geweben führen, was 

zu einem Anschwellen der betroffenen Bereiche führt. Die Ursachen für diese sogenannten 
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Lymphödeme sind vielschichtig und man unterscheidet generell zwischen primären und 

sekundären Lymphödemen (Alitalo, 2011). 

Primäre Lymphödeme sind Erkrankungen des Lymphsystems, die durch Defekte in Genen 

hervorgerufen werden, die für die Struktur und Funktionalität des Lymphsystems essentiell 

sind. Bei der häufigsten Form der primären Lymphödeme, dem Lymphödem-distichiasis, liegt 

eine Mutation im Gen des Transkriptionsfaktors Foxc2 vor. Diese führt zu einer fehlerhaften 

Entwicklung der Lymphklappen, einer mangelnden Ausstattung der Lymphgefäße mit glatten 

Muskelzellen und Komponenten der Basallamina (Norrmén et al., 2009). Durch eine 

Mutation im VEGFR-3-Gen kommt es zum chronischen Anschwellen von Extremitäten 

(Karkkainen et al., 2001). Momentan ist die manuelle Lymphdrainage die einzige, meist 

suboptimale Therapiemöglichkeit. Genetisch bedingte Fehlfunktionen des lymphatischen 

Systems könnten in Zukunft aber durch Therapien behoben werden, die darauf abzielen, die 

Funktion des Systems durch Behandlung mit pro-lymphangiogenen Faktoren wie VEGF-C 

oder VEGF-D wiederherzustellen. Durch die Verabreichung und den genetischen Transfer 

von VEGF-C konnte in Versuchstieren die Bildung lymphatischer Gefäße angeregt und der 

Rückgang von Lymphödemen induziert werden (Karkkainen et al., 2001; Norrmén et al., 

2011).  

Sekundäre Lymphödeme entstehen durch Fehlfunktionen des Lymphgefäßsystems, die durch 

Verletzungen, operative Eingriffe oder Bestrahlungen verursacht wurden (Alitalo, 2011). Bei 

Brustkrebspatienten kann nach der operativen Entfernung der axillaren Lymphknoten häufig 

ein Anschwellen der Arme beobachtet werden, was auf einen deutlich verringerten 

Abtransport der interstitiellen Flüssigkeit aus dem Gewebe zurückzuführen ist (McLaughlin et 

al., 2008; Stanton et al., 2009). Momentan ist die manuelle Lymphdrainage auch hier die 

einzige Therapiemöglichkeit. Die Behandlung dieser Lymphödeme könnte in Zukunft, wie 

bei den primären Lymphödemen, durch eine Verabreichung von pro-lymphangiogenen 

Wachstumsfaktoren wie VEGF-C und –D und unter Umständen einer Transplantation von 

Lymphknoten erfolgen. Bei Schweinen führte eine Gentherapie mit VEGF-C und –D und eine 

Lymphknotentransplantation zur Neubildung von Lymphgefäßen und Beseitigung der 

Lymphödeme (Tammela et al., 2007; Lähteenvuo et al., 2011).  

Die genauen molekularen Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung von Lymphödemen 

beitragen, sind noch nicht geklärt. Fibrose spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 

Lymphödemen. TGF-β, ein Regulator der Fibrose, ist an der Induktion von Lymphödemen 
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beteiligt (Clavin et al., 2008). Eine Behandlung von LECs mit TGF-β führt zu einer 

Herrunterregulierung lymphatischer Marker wie LYVE-1 und Prox-1. Zusätzlich bewirkt 

diese Behandlung eine Verringerung der Proliferation und Migration der LECs und inhibiert 

deren Fähigkeit, gefäßartige Strukturen auszubilden (Clavin et al., 2008; Oka et al., 2008). 

Erhöhte Konzentrationen von TGF-β konnten in Proben von Patienten mit Lymphödemen 

nachgewiesen werden (Avraham et al., 2010a). TGF-β ist somit ein zentrales Molekül in der 

Initiierung und Aufrechterhaltung primärer Lymphödeme, und entsprechend geht seine 

Inhibierung mit einer Reduktion der Fibrose und gesteigerter Lymphangiogenese und 

Funktionsfähigkeit der Lymphgefäße einher (Avraham et al., 2010a). 

Sowohl bei Entzündungsreaktionen als auch bei Ödemen geht eine erhöhte Lymphgefäßdichte 

somit mit einer Abschwächung des Krankheitsbildes einher. Eine kontrollierte Stimulation 

der Lymphangiogenese könnte daher ein therapeutischer Ansatz in diesen pathologischen 

Prozessen darstellen. 

1.4 Metastasierung und Tumor-induzierte Lymphangiogenese 

Neben ihrer Rolle in der Embryonalentwicklung, bei Entzündungsreaktionen und 

Lymphödemen besitzt die Lymphangiogenese eine zentrale Bedeutung bei der 

Metastasierung.  

Neben Herz- und Kreislauferkrankungen stellen Tumorerkrankungen eine der häufigsten 

Todesursachen in Industrienationen dar (Weltgesundheitsorganisation WHO, 2008).  Durch 

chirurgische Eingriffe und anschließende Therapien können Primärtumore gut entfernt 

werden. Die größte Gefahr für den Patienten geht allerdings von der Fähigkeit der Tumore 

aus, sekundäre Geschwülste in entfernten Regionen des Körpers zu bilden (Sleeman und 

Steeg, 2010). Die Formierung von Metastasen lässt sich nur schwer blockieren und 

Sekundärtumore können aufgrund ihres oft systemischen Auftretens nur sehr schwer 

behandelt werden (Gonzalez-Angulo et al., 2007). Von Metastasen befallene Organe erleiden 

bei fortschreitendem Wachstum des Sekundärtumors einen erheblichen bis vollständigen 

Funktionsverlust. Dies ist ein Grund dafür, weshalb Metastasen in über 90% für den Tod von 

Krebspatienten verantwortlich sind (Sporn, 1996). 
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1.4.1 Metastasierung 

Die Verbreitung von metastasierenden Tumorzellen im Organismus kann prinzipiell auf drei 

Arten erfolgen: durch die direkte Einwanderung von Zellen in benachbarte Körperhöhlen und 

den Transport über das Blut- und Lymphgefäßsystem (Sleeman et al., 2009). 

Der Bildung von Metastasen liegt eine Reihe von molekularen und zellulären Abläufen 

zugrunde, welche unter dem Begriff der Invasion-Metastasierungs-Kaskade zusammengefasst 

werden (Valastyan und Weinberg, 2011). Im Allgemeinen lässt sich diese Kaskade in 

folgende Schritte unterteilen: 

 

- Einwandern von Tumorzellen in umgebendes Gewebe und Durchbrechen der 

Basalmembran 

- Eintritt in das Lymph- und Blutgefäßsystem (Intravasation) 

- Überleben des Transports in der Zirkulation 

- Verlassen des Gefäßsystems und Einwandern in gesundes Gewebe (Extravasation) 

- Anpassung der Tumorzellen an die Bedingungen in der neuen Umgebung und Bildung 

von Mikrometastasen 

- Initiierung eines (pro-)proliferativen Programmes und Formation makroskopischer 

Metastasen 

 

1.4.2 Tumor-induzierte Lymphangiogenese 

Aufgrund des Aufbaus und der Struktur des lymphatischen Systems, das sich unter anderem 

durch relativ lose Zell-Zellkontakte und das Fehlen einer Basalmembran auszeichnet, können 

Tumorzellen verhältnismäßig leicht in das lymphatische Gefäßsystem einwandern. Wie bei 

der Angiogenese können Tumore die Neubildung von Lymphgefäßen fördern 

(Lymphangiogenese). Diese Lymphangiogenese spielt eine wichtige Rolle bei der 

Metastasierung (Sleeman et al., 2009; Tammela und Alitalo, 2010; Albrecht und Christofori, 

2011). 

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Tumore über das lymphatische System 

metastasieren können und das Auftreten von Lymphangiogenese im Kontext muriner und 

humaner Tumore oft mit einer schlechten Prognose einhergeht (Karpanen et al., 2001; 

Mandriota et al., 2001; Skobe et al., 2001; Hoshida et al., 2006; Su et al., 2006).  
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Tumore sind neben Stromazellen in der Lage, Faktoren zu sezernieren, die die Proliferation 

und Migration von LECs fördern. Diese tumor-induzierte Lymphangiogenese bewirkt eine 

erhöhte Lymphgefäßdichte in der Umgebung des Tumors, was invasiven Tumorzellen eine 

vergrößerte Anzahl an Eintrittsstellen in das lymphatische und somit auch in das 

Blutgefäßsystem eröffnet. Zusätzlich kommt es durch die erhöhte Gefäßdichte zu einem 

Anstieg des lymphatischen Flusses in benachbarten Lymphknoten, was dazu führt, dass sich 

mehr Tumorzellen in der Zirkulation befinden. Durch diese vergrößerte Anzahl zirkulierender 

Tumorzellen wird die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Metastasierung deutlich erhöht 

(Alitalo und Carmeliet, 2002; Thiele und Sleeman, 2006; Sleeman und Thiele, 2009; Alitalo, 

2011).  

In verschiedenen Tierexperimenten und klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine 

erhöhte Expression und Sezernierung von VEGF-C zu einer Induktion der Lymphangiogenese 

führt. Dies bewirkte eine verstärkte Bildung von Metastasen in Lymphknoten und vom 

Primärtumor entfernten Organen wie der Lunge. Dieser Effekt konnte durch eine Blockade 

des auf Lymphgefäßen exprimierten Moleküls VEGFR-3, dem Rezeptor von VEGF-C,  

aufgehoben werden (Karpanen et al., 2001; Skobe et al., 2001; He et al., 2002; Hoshida et al., 

2006; Su et al., 2006; Krishnan et al., 2003). Die pro-lymphangiogene Wirkung von VEGF-D, 

einem Liganden von VEGFR-2 und VEGFR-3, und die damit einhergehende verstärkte 

Metastasierung konnte ebenfalls durch blockierende Antikörper inhibiert werden (Stacker et 

al., 2001; Thiele und Sleeman, 2006).  

Tumorzellen können sowohl in intra- als auch peritumorale Lymphgefäße einwandern und 

sich über das Zirkulationssystem in entfernte Körperregionen transportieren lassen. Welche 

dieser Lymphgefäße einen höheren Beitrag zur Metastasierung liefert, ist jedoch noch unklar 

(Padera et al., 2002; Kyzas et al., 2005).  

Invasive Tumorzellen sind in der Lage, ihre Einwanderung in und durch das lymphatische 

System durch die Verwendung bereits existierender Mechanismen zu fördern. So konnte 

gezeigt werden, dass Tumorzellen Oberflächenrezeptoren exprimieren, die eine wichtige 

Rolle bei der Wanderung von Immunzellen besitzen und auch bei der Migration von 

Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen. Als Beispiel hierfür dient der CC-Chemokin-

Rezeptor-7 (CCR-7), der auf aktivierten dendritischen Zellen exprimiert wird und an der 

Wanderung dieser Immunzellen über die Lymphgefäße zu regionalen Lymphknoten beteiligt 

ist. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass CCR-7 auch auf Brust- und 
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Kolonkarzinomzellen wie auch auf Melanomzellen exprimiert wird und die Expression mit 

einer schlechten Prognose einhergeht (Wiley et al., 2001; Schimanski et al., 2005). Der 

Ligand von CCR-7, das Chemokin CCL-21, wird primär von LECs produziert und sezerniert. 

Es wurde gezeigt, dass VEGF-C die Expression und Sezernierung von CCL-21 in und von 

LECs stimuliert, was zu einer verstärkten Migration der Tumorzellen in Richtung 

Lymphgefäße führt (Issa et al., 2009). Durch den durch den unidirektionalen Fluss der 

Lymphe hergestellten und aufrechterhaltenen CCL-21 Gradienten erfolgt die Migration der 

Tumorzellen stets vom Primärtumor in Richtung Lymphknoten. Eine Neutralisation von 

CCL-21 führte zu einer verringerten Metastasierung von murinen Melanomzellen in die 

Lymphknoten (Wiley et al., 2001).  

Durch die Überexpression katabolischer Enzyme in Tumorzellen kann deren Eintritt in das 

Lymphgefäßsystem erleichtert werden. So konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression 

des Enzyms Lipoxygenase in Brustkrebszellen zu Defekten in den Wänden von 

Lymphgefäßen führt. Durch diese erhöhte Permeabilität der Gefäße konnte eine 

Einwanderung der Tumorzellen in das Lymphgefäßsystem und eine verstärkte Metastasierung 

beobachtet werden (Kerjaschki et al., 2011). 

Die Regulation der tumor-induzierten Lymphangiogenese ist abhängig von vielen 

verschiedenen Faktoren und sehr komplex. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass 

eine Überexpression von VEGF-C zwar zu einer Erhöhung der peritumoralen und 

intranodalen Lymphangiogenese führte, aber keinen Effekt auf die Metastasierung in der 

Lunge hatte. Zusätzlich korreliert eine erhöhte Expression von VEGF-C und eine verstärkte 

Lymphangiogenese nicht zwangsläufig mit einer schlechten Prognose für den Patienten (He et 

al., 2002; Sedivy et al., 2003; Franchi et al., 2004; Fernández et al., 2008). Dies lässt den 

Schluss zu, dass es eine Reihe weiterer Moleküle und Mechanismen geben muss, die am 

Prozess der Lymphangiogenese und der lymphogenen Metastasierung beteiligt sind.  

Zusammenfassend lässt sich jedoch feststellen, dass im Gegensatz zu ihrer Rolle bei 

Entzündungsreaktionen und Lymphödemen, eine erhöhte Lymphgefäßdichte im 

Tumorkontext häufig einen schlechten prognostischen Faktor für den weiteren 

Krankheitsverlauf darstellt. 

 

. 
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1.5 Inhibierung der Lymphangiogenese in der Krebstherapie 

Lymphangiogenese spielt eine zentrale Rolle bei der Metastasierung verschiedenster 

Tumorarten. Durch die Identifizierung lymphangiogener Faktoren gibt es unterschiedliche 

Möglichkeiten, den Prozess der tumorinduzierten Lymphangiogenese zu manipulieren und zu 

kontrollieren.  

Ein zentrales Ziel in der anti-lymphangiogenen Krebstherapie stellt die Inhibierung der 

Wirkung pro-lymphangiogener Faktoren wie VEGF-C und VEGF-D dar. In vivo konnte 

gezeigt werden, dass eine Inhibierung des VEGFR-3-Signalweges durch das Abfangen von 

VEGF-C/-D durch ein lösliches künstlich eingeführtes VEGFR-3-Rezeptorglobulin zu einer 

Inhibierung der Lymphangiogenese und einer Reduktion der  Metastasierung zu regionalen 

Lymphknoten und anderen Organen führt (Krishnan et al., 2003; He et al., 2005; Lin et al., 

2005; Burton et al., 2008). Neben dem Einsatz dieser neutralisierenden Rezeptorglobuline 

konnte auch der Einsatz von siRNA-basierter Methoden, die zu einer Reduktion des VEGF-

C-Levels führten, die Lymphangiogenese und somit die Metastasierung erfolgreich hemmen 

(Chen et al., 2005). Blieb bei einer einfachen Inhibierung von VEGF-C das Tumorwachstum 

meist unbeeinflusst, so konnte bei einer kombinierten Therapie mit anti-VEGFR-2- und anti-

VEGFR-3-Antikörpern eine Blockade des Tumorwachstums und eine verringerte 

Metastasierung beobachtet werden. Dies zeigt, dass ein kombinierter Einsatz anti-angiogener 

und anti-lymphangiogener Faktoren eventuell ein verbesserter Ansatz zu einseitigen 

Therapieansätzen darstellen kann (Roberts et al., 2006). 

Neuropilin-2 (NRP-2) spielt eine wichtige Rolle in der neuronalen Entwicklung und 

embryonalen Lymphangiogenese und fungiert als Corezeptor für VEGF-C. Im Tiermodell 

wurde gezeigt, dass eine Blockierung von NRP-2 die Bindung von VEGF-C verhindert und 

zu einer Inhibierung der tumoralen Lymphangiogenese und Metastasierung führt (Caunt et al., 

2008). Die pro-lymphangiogene Wirkung von COX-2 erfolgt über die Hochregulierung von 

VEGF-C (Su et al., 2004). Durch den Einsatz des COX-2-Inhibitors Etodolac in einem 

orthotopischen Tumormodell kam es zu einer Herrunterregulierung von VEGF-C in 

Makrophagen, was zu einer Inhibierung der Makrophagen-induzierten Lymphangiogenese 

führte (Iwata et al., 2007). Die pro-lymphangiogene Wirkung von COX-2 wird durch die 

Verabreichung von Aspirin und gewissen anti-inflammatorischen Agenzien verringert, was 

eine Verwendung dieser Substanzen in der anti-lymphangiogenen Krebstherapie 

überlegenswert erscheinen lässt (Yiannakopoulou, 2011).  
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Durch das chirurgische Entfernen des Primärtumors und betroffener Lymphknoten wird ein 

Großteil der Tumorzellen aus dem Organismus entfernt. In den vorhandenen Lymphgefäßen 

können jedoch invasive Tumorzellen zurückbleiben, die in der Lage sind, neue Metastasen zu 

bilden. Bei Melanom- und Brustkrebszellen wurde die Bildung neuer Metastasen aus diesen 

zurückgebliebenen Tumorzellen nachgewiesen (Tammela et al., 2011). Mittels 

photodynamischer Therapie konnte eine Zerstörung Tumor-assoziierter Lymphgefäße und 

intralymphatischer Tumorzellen beobachtet werden, was mit einer Blockierung der 

Metastasierung einherging und die Tiere vor einer erneuten Erkrankung bewahrte (Tammela 

et al., 2011). Somit konnte gezeigt werden, dass eine post-chirurgische Zerstörung Tumor- 

assoziierter Lymphgefäße eine wichtige Rolle in der anti-lymphangiogenen Krebstherapie 

spielen kann. 

Bei all diesen Therapieansätzen müssen jedoch die Nebenwirkungen für den Patienten im 

Auge gehalten werden. Eine systemische Inhibierung gewisser Moleküle könnte zu 

unerwünschten Nebenwirkungen führen, die einen potentiellen Nutzen in der Krebstherapie 

nebensächlich machen würde. Eine Inhibierung von VEGFR-3 könnte eine Wirkung auf die 

Wundheilung und die Megakaryopoese besitzen und wäre gerade im Tumorkontext, wo 

chirurgische Eingriffe und der Einsatz von Zytostatika zur Standardtherapie gehören, von 

Nachteil (Thiele et al., 2012). 

Bei Patienten mit der Gefahr einer neuerlichen Krebserkrankung könnte eine prophylaktische 

Inhibierung der Lymphangiogenese eine Metastasierung verhindern. Zusätzlich könnte die 

Hemmung der Tumor-induzierten Lymphangiogenese bei Patienten mit gutartigen 

Geschwülsten die Gefahr einer im weiteren Krankheitsverlauf möglichen Metastasierung 

deutlich reduzieren und die Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs reduzieren (Sleeman 

et al., 2009). Bei bereits existierenden Metastasen wäre eine Hemmung der tumor-induzierten 

Lymphangiogenese nur von begrenztem Nutzen, könnte dadurch nur die Bildung weiterer 

Metastasen verhindert, das Wachstum der Sekundärtumore allerdings nicht beeinträchtigt 

werden. 

Durch eine gezielte Regulation der Lymphangiogenese lassen sich somit eine Reihe 

unterschiedlichster Krankheitsbilder behandeln. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

niedermolekulare Fragmente der Hyaluronsäure auf ihre Fähigkeit hin untersucht, den Prozess 

der Lymphangiogenese zu beeinflussen. Im Folgenden sollen daher nun Hyaluronsäure und 

ihre Fragmente näher beschrieben werden 
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1.6 Hyaluronsäure  

Im Jahre 1934 isolierten Karl Meyer und John Palmer aus dem Kammerwasser eines 

Rinderauges ein neues, bis dato unentdecktes hochmolekulares Polysaccharid (Meyer und 

Palmer, 1934). Aufgrund des von ihnen vermuteten Aufbaus des Polymers aus einer 

Uronsäure, einem Aminozucker und einer Pentose und des griechischen Wortes für Glas 

„hyalos“ nannten sie dieses Molekül Hyaluronsäure. Erst 25 Jahre später konnte Meyer 

zeigen, dass sich Hyaluronsäure aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten (Ds) aus N-

Acetylglucosamin und Glucuronsäure zusammensetzt (Meyer, 1958).  

1.6.1 Chemischer Aufbau von Hyaluronsäure 

Die Arbeit von Meyer konnte mehrfach bestätigt werden und zeigte, dass Hyaluronsäure (HA) 

ein hochmolekulares, lineares und nicht-sulphatiertes Polysaccharid ist, das sich aus 

repetitiven über β-1-4- und β-1-3-Bindungen verknüpfte Disaccharideinheiten aus N-

Acetylglucosamin und Glucuronsäure zusammensetzt. Das Molekulargewicht dieses 

Glykosaminoglykans reicht von 3 bis 7 x 106 Dalton (Balazs et al., 1967; Dahl et al., 1985; 

Laurent und Fraser, 1992). Durch gezielte Anordnung der einzelnen Hyaluronsäureketten 

können sich doppelhelikale Strukturen ausbilden, die dem HA-Netzwerk eine deutlich höhere 

strukturelle Festigkeit verleihen (Scott, 1989).  

1.6.2 Physiologische Funktion von Hyaluronsäure 

Hyaluronsäure (HA) findet sich in beinahe allen Geweben und bildet einen essentiellen 

Bestandteil der Extrazellulären Matrix (EZM). Die EZM besteht neben HA aus einer Reihe 

unterschiedlichster Proteine, Proteoglykane und Polysacchariden mit verschiedenen 

physikalischen und biochemischen Eigenschaften (Ozbek et al., 2010; Lu et al., 2012). Die 

EZM dient der Stabilisierung der Zellen und ermöglicht ihnen einen Informationsaustausch 

mit der Umgebung. Eine Remodulierung oder Fehlbildung der EZM ist an pathologischen 

Prozessen wie Fibrose und Krebs beteiligt (Zhu et al., 1995; Frantz et al., 2010; Huijbers et 

al., 2010). Zusätzlich übernimmt die EZM eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung 

von Nischen-Strukturen und der Zellpolarität (Garcion et al., 2004; Davidson et al., 2006). 

Hochmolekulare Hyaluronsäure (HMW-HA) findet sich verstärkt an Oberflächen, an denen 

starke Reibungskräfte entstehen wie bei Knorpel- oder Muskelgewebe und fungiert dort als 

eine Art „Schmiermittel“ (Laurent et al., 1991). Durch ihre hohe osmotische Pufferkapazität 

und ihren Flusswiderstandes ist HA ein idealer Regulator der Homöostase und ermöglicht als 
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Diffussionsbarriere einen regulierten Transport von Substanzen durch den interzellulären 

Raum (Day, 1950). HA besitzt ein großes Hydrationsvermögen, bildet Flüssigkeiten mit 

hoher Viskosität und Elastizität und hat eine platzfüllende, gleitend machende und filternde 

Funktion inne (Laurent und Fraser, 1992). Neben diesen physikalisch-mechanischen 

Funktionen, erfüllt HMW-HA eine große Anzahl weiterer Aufgaben. HA kann durch 

Oxidationsreaktionen und ionisierende Strahlung degradiert werden und könnte somit als eine 

Art Radikalfänger fungieren und Zellen damit effektiv vor genotoxischen Schäden schützen 

(Myint et al., 1987). Viele verschiedene Zelltypen umgeben sich mit einem sogenannten 

perizellulären Mantel, der hohe HMW-HA-Konzentrationen aufweist. Diese Matrix führt zur 

Bildung wasserangereicherter Räume und erhöht durch die Verringerung der Adhäsion die 

Migration von Zellen (Evanko et al., 1999). Im Zellkern und dem Zytoplasma von glatten 

Muskelzellen und Fibroblasten konnte eine erhöhte HA-Konzentration nachgewiesen werden, 

die in Verbindung mit der Proliferation der Zellen, der Funktion des Nukleolus und der 

Anordnung der Chromosomen gebracht werden konnte (Evanko und Wight, 1999). In einer 

Reihe von Studien konnte gezeigt werden, dass eine HA-reiche EZM oft an embryonalen und 

pathologischen Prozessen durch die Steuerung von Migration und Proliferation beteiligt ist 

(Toole et al., 2002). Im Tumorkontext konnte gezeigt werden, das HMW-HA die Migration 

durch Regulierung der Fibrin-Polymerisation beeinflusst (Hayen et al., 1999). 

Der lokale Abbau von HMW-HA kann primär über die enzymatische Aktivität von 

Hyaluronidasen oder reaktiven Sauerstoffspezies erfolgen. 

1.6.3 Stoffwechsel von Hyaluronsäure 

Die Halbwertszeit von HMW-HA beträgt im Blut 2-5 Minuten, in der Haut 12 Stunden. 

Innerhalb eines Tages werden ein Drittel der gesamten im Organismus vorhandenen 

Hyaluronsäure abgebaut und neu gebildet (Fraser et al., 1981). Somit stellen der Auf- und 

Abbau von Hyaluronsäure sehr dynamische Prozesse dar.  

HMW-HA wird hauptsächlich von Fibroblasten und zu einem geringeren Teil von glatten 

Muskelzellen gebildet (Laurent et al., 1995). Das Glykosaminoglykan wird dabei durch die 

Verknüpfung von UDP-Glucuronsäure und UDP-N-Acetylglucosamin auf der Innenseite der 

Plasmamembran synthetisiert. Die wachsende HA-Kette wird nach erfolgter Synthese über 

ABC-Transporter an die Zelloberfläche verbracht (Prehm, 1984). Hierbei spielt eine Klasse 

von Enzymen, die sogenannten Hyaluronsäuresynthasen (HAS), eine zentrale Rolle. Bisher 

konnten drei verschiedene HAS charakterisiert werden, wobei HAS-1, HAS-2 und HAS-3 
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zuerst im Bakterium Streptococcus pyogenes identifiziert wurden (DeAngelis et al., 1993). Es 

wird angenommen, dass sich alle HAS-Gene in Vertebraten aus einem gemeinsamen Gen in 

der Evolution entwickelten. Dies wird durch die enge strukturelle Ähnlichkeit zwischen HAS-

2 und HAS-3 deutlich (Spicer und McDonald, 1998). Nach der Transfektion von HAS-1, -2 

und -3 in CHO-Zellen konnte beobachtet werden, dass sich diese Enzyme in der Länge der 

von ihnen jeweils synthetisierten HA-Ketten und der Polymerisationsrate unterscheiden. 

HAS-3 besaß die höchste Polymerisationsrate und synthetisierte bevorzugt Ketten mit einer 

Größe von 0,12- 1 x 106 Dalton, während HAS-2 größere (3,9 x 106 Dalton), und HAS-1 

kleinere (0,12 x 106 Dalton) HA-Ketten bildeten (Brinck und Heldin, 1999). Eine Deletion 

von HAS-2 während der Embryonalentwicklung führt zu einem Fehlen von HMW-HA, zu 

verschiedenen Anomalitäten im Herz- und Kreislaufsystem und zum Tod der murinen 

Embryonen bei Tag 9,5-10 der Embryonalentwicklung (Camenisch et al., 2000). Dies 

verdeutlicht die überragende Rolle von HMW-HA und die herausragende Bedeutung von 

HAS-2 in dieser frühen Entwicklung. Eine Relevanz von HMW-HA im Tumorkontext konnte 

ebenfalls nahgewiesen werden. Eine Überexpression von HAS-2 geht mit einer verstärkten 

Motilität und Proliferation von Tumorzellen einher (Ichikawa et al., 1999; Kosaki et al., 

1999). Die Syntheserate der HMW-HA kann durch Wachstumsfaktoren wie PDGF-BB, EGF, 

FGF-2 und TGF-β-1verstärkt werden (Heldin et al., 1989). 

Der Abbau von HMW-HA erfolgt hauptsächlich in den Lymphknoten und der Leber. Dabei 

extrahieren die Zellen in den Lymphknoten bereits 80-90% der Gesamtmenge an abgebauter 

HA aus der interstitiellen Flüssigkeit, bevor die HA weiter in den Blutkreislauf gelangt und 

schließlich in der Leber gänzlich abgebaut wird. Neben Endothelzellen spielen auch 

Makrophagen eine zentrale Rolle bei diesem Abbau (Fraser und Laurent, 1989). HMW-HA 

wird von einer Gruppe von Enzymen abgebaut, die als Hyaluronidasen (Hyal) bezeichnet 

wird. Diese Enzyme lassen sich, basierend auf ihrer Sequenz-Homologie, in drei verschiedene 

Gruppen einteilen: 

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

an den β-1,4-glykosidischen Bindungen und bilden bevorzugt Tetrasaccharide. Neben HA 

können sie auch Chondroitin und Chondroitinsulphat spalten. Zu dieser Gruppe gehören die 

Hyaluronidasen der Säugetiere und einiger Insekten (Stern und Jedrzejas, 2006). 
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- Gruppe 2: HA-3-glycoanohydrolasen: Sie spalten HMW-HA an den β-1,3-glykosidischen 

Bindungen und bilden bevorzugt Tetra- und Hexasaccharide. Zu dieser Gruppe gehören die 

Hyaluronidasen der meisten Egel und Würmer (Stern und Jedrzejas, 2006). 

- Gruppe 3: mikrobielle Hyaluronidasen: Sie spalten HMW-HA nicht hydrolytisch, sondern 

durch eine β-Eliminierungs-Reaktion (Stern und Jedrzejas, 2006). 

Beim Menschen sind sechs verschiedene Gene für Hyaluronidasen bekannt, die auf zwei 

verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Hyal-1, -2 und -3 befinden sich auf 

Chromosom 3, Hyal-4, Hyal-P1 und PH-20/SPAM-1 auf Chromosom 7 (Csoka et al., 2001).  

Eine hohe Hyal-1-Expression findet sich in Leber, Niere, Milz und dem Herzen. Hyal-1 ist 

intrazellulär in Lysosomen lokalisiert und in saurem Milieu enzymatisch aktiv (Frost et al., 

1997). In Hyal-1-knockout-(KO)-Mäusen konnten, abgesehen von einer erhöhten HA-

Konzentration in den Kniegelenken, keine größeren Anomalitäten nachgewiesen werden 

(Martin et al., 2008). Hyal-2 ist, wie Hyal-1, in Lysosomen lokalisiert und wird über einen 

GPI-Anker an der Zelloberfläche gebunden. Dieses Enzym generiert an der Oberfläche HA-

Fragmente mit einer Größe von 50-60 Disacchariden, die nach der Internalisierung durch 

lysosomale Hyal-1 zu Tetrasacchariden abgebaut werden (Lepperdinger et al., 1998; Stern, 

2004). Somit ist beim Abbau der HA eine Interaktion zwischen Hyal-2 und Hyal-1 zu 

beobachten. In Hyal-2-KO-Mäusen konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym für die 

Aufrechterhaltung der HA-Konzentration im Plasma verantwortlich ist, und die Homöostase 

von Erythrozyten und Blutplättchen reguliert (Jadin et al., 2008). Im Gegensatz zu Hyal-1 und 

-2 verfügt Hyal-3 über keine intrinsische Hyaluronidase-Aktivität. Eine mögliche Rolle von 

Hyal-3 könnte die Regulation der Hyal-1 Aktivität sein (Hemming et al., 2008). Hyal-4 wird 

spezifisch in der Plazenta und Muskeln exprimiert und spaltet bevorzugt Chondroitinsulphat 

(Csoka et al., 2001; Kaneiwa et al., 2010). Die mRNA von Hyal-P1 beinhaltet ein Stopcodon, 

das zu einem verfrühten Abbruch der Translation führt und Hyal-P1 zu einem Pseudogen 

werden lässt. Die Hyaluronidase PH-20 (SPAM-1) ist ein multifunktionelles Protein, das 

membrangebunden und in löslicher Form vorkommt. Aufgrund seiner spezifischen 

Expression auf der Oberfläche von Spermien besitzt diese Hyaluronidase eine zentrale Rolle 

bei der Penetration des Spermiums durch die HA-reiche Matrix der Oozyte (Cherr et al., 

2001). Die in dieser Arbeit hauptsächlich verwendete Hyaluronidase aus Rinderhoden (BTH) 

ist eine lösliches Enzym und stellt ein Fragment der PH-20 Hyaluronidase dar (Meyer et al., 

1997). Neben der hydrolytischen Spaltung von β-1,4-glykosidischen Bindungen in HA ist 
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BTH auch in der Lage, Chondroitin, Chondroitinsulphat und Dermatansulphat zu spalten, 

wobei Tetrasaccharide und gesättigte Disaccharide die Hauptprodukte dieser Hydrolyse 

darstellen (Takagaki et al., 1994).  

Im Rahmen von Entzündungsreaktionen und Schädigungen in Geweben kann es durch die 

Aktivität von Hyaluronidasen und ROS zu einem verstärkten Abbau von HMW-HA und 

somit zu einer Akkumulation von sHA kommen (Moseley et al., 1997; Chajara et al., 2000). 

Zusätzlich sind Hyaluronidasen durch die Modulation der HA-Konzentration und HA-Größe 

an der Progression von Tumoren beteiligt. Bei Patienten mit Prostatakrebs oder 

Blasentumoren konnte eine erhöhte Expression von Hyal-1 in Tumorzellen nachgewiesen 

werden, die einen prognostischen Faktor im weiteren Krankheitsverlauf darstellte (Posey et 

al., 2003; Aboughalia, 2006). Eine Überexpression von Hyal-2 und PH-20 konnte bei 

verschiedenen Tumortypen nachgewiesen werden und korrelierte mit einer erhöhten 

Invasivität der Tumorzellen (Beech et al., 2002; Udabage et al., 2005). Neben einer 

verstärkten Expression HA-abbauender Enzyme konnte auch ein durch eine Überexpression  

von HA-Synthasen induzierte Überproduktion von HA das Tumorwachstum im Tiermodell 

stimulieren (Koyama et al., 2007). Diese Ergebnisse scheinen auf den ersten Blick 

widersprüchlich. Hyaluronsäure und Hyaluronidasen könnten jedoch synergistisch das 

Tumorwachstum fördern, indem sie verschiedene Mechanismen beeinflussen oder zeitlich 

unterschiedlich wirken. HMW-HA könnte durch ihr starkes Hydrationsvermögen 

Tumorzellen Platz für deren Proliferation geben und die Diffusion von Nährstoffen 

erleichtern. Hyaluronidasen könnten später durch den Abbau von HA die Angiogenese und 

somit das Tumorwachstum fördern. Interessanterweise bewirkte die ektopische Co-

Expression von Hyaluronsäuresynthasen und Hyal-1 verglichen mit einer individuellen 

Überexpression einen deutlichen Anstieg im Tumorwachstum und der Metastasierung 

(Simpson, 2006; Bharadwaj et al., 2009). 

Neben Enzymen können auch freie Radikale am Abbau von HMW-HA und an der 

Generierung von HA-Fragmenten beteiligt sein. Freie Radikale entstehen unter normalen 

physiologischen Bedingungen als Abbauprodukte verschiedenster Reaktionen, können aber 

unter UV-Strahlung, Entzündungen oder oxidativem Stress akkumulieren und dabei Zellen 

schädigen. HMW-HA dient als eine Art Schutzschild gegen diese reaktiven Oxygenspezies 

(ROS) und wird dabei in kleinere Fragmente degradiert (Myint et al., 1987). Der Abbau von 

HMW-HA durch endogene ROS in der in vitro Kultur humaner Haut konnte nachgewiesen 
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werden (Agren et al., 1997). Beim Vergleich zwischen normalen Prostata- und 

Tumorzelllinien konnte eine erhöhte ROS-Bildung bei den malignen Zellen beobachtet 

werden. Diese verstärkte Generierung von ROS korreliert mit einem erhöhten Migrations- 

und Invasionspotential der Tumorzellen (Kumar et al., 2008).  

1.6.4 Hyaluronsäurerezeptoren 

HMW-HA vermittelt eine Vielzahl seiner Funktionen über spezifische Interaktionen mit 

anderen Molekülen. Durch die Bindung von HMW-HA an Proteoglykane wie Aggrecan, 

Versican, Neurocan oder Brevican und die Formierung großer Komplexe kommt es zur 

Bildung und Aufrechterhaltung der strukturellen Integrität der EZM (Hardingham und Muir, 

1972; Margolis und Margolis, 1994). Zusätzlich ist HMW-HA in der Lage mit weiteren 

Proteinen wie Hyaluronektin, TSG-6, Stabilin und Layilin zu interagieren. Im Folgenden 

werden diejenigen HA-Rezeptoren näher beschrieben, die im Rahmen dieser Arbeit von 

größter Bedeutung waren. 

1.6.4.1 CD44 

Das Oberflächenmolekül CD44, das ursprünglich auf Lymphozyten identifiziert wurde und 

dort an der Erkennung von hochendothelialen Venolen und dem gezielten Wandern von 

Lymphozyten beteiligt ist, ist ein weit verbreiteter Rezeptor für HA (Gallatin et al., 2006). 

CD44 ist an einer Vielzahl von Prozessen in der Embryonalentwicklung, der Ausbildung des 

Blutgefäßsystems und an der Initiierung von Immunreaktionen beteiligt und spielt eine Rolle 

bei der Tumorprogression (Ruiz et al., 1995; Naor et al., 2008; Zöller, 2011). Als 

Transmembranglykoprotein besteht CD44 aus sieben extrazellulären, einer transmembranen 

und einer cytoplasmatischen Domäne und verfügt über ein berechnetes Molekulargewicht von 

37 kDa (Peach et al., 1993). Es gehört zur Cartilage-Link-Protein-Familie und besitzt wie alle 

Mitglieder ein sogenanntes Link-Modul, das zur Bindung an HA befähigt (Stamenkovic et al., 

1989; Banerji et al., 1998). Diese konservierte Protein-Domäne besteht aus zwei 

antiparallelen β-Blättern und zwei α-Helices, die über Disulfidbrücken miteinander verbunden 

sind (Kohda et al., 1996), wobei CD44 über ein verlängertes Link-Modul verfügt (Banerji et 

al., 1998). Durch alternatives Spleißen können verschiedene Isoformen von CD44 

hervorgebracht werden, die durch transkriptionelle Modifikationen wie N- und O-

Glykosilierungen ihrer extrazellulären Domäne weiter modifiziert werden und über mehr oder 

weniger spezifische Expressionsmuster verfügen (Screaton et al., 1992; Ruiz et al., 1995; 

Zöller, 2011). Die Bindung von CD44 an HA erfolgt primär über die Ausbildung von 
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Wasserstoffbrücken und hydrophoben Wechselwirkungen (Banerji et al., 2007). Diese 

Interaktion ist reversibel und abhängig von der Größe der gebundenen HA. Kleinere HA-

Fragmente bis zu einem Gewicht von 10 kDa binden reversibel, während eine Bindung von 

Fragmenten, die größer als 30 kDa sind, durch multivalente Interaktionen einen sehr stabilen 

Charakter besitzt (Wolny et al., 2010). Die Bindungseigenschaften werden neben der Größe 

der HA auch durch den Aktivierungszustand von CD44 reguliert. Inflammatorische Zytokine, 

wie TNF-α oder IL-1α/β, sind in der Lage, eine enzymatische Reaktion einzuleiten, durch die 

inhibitorische N-Glykosilierungen an der HA-Bindedomäne von CD44 entfernt und eine 

Interaktion mit HA ermöglicht werden (Levesque und Haynes, 1997; English et al., 1998). 

Eine Modifikation der HA-Bindefähigkeiten wird auch durch die Bildung von Aggregaten 

vermittelt, konnte doch in Tumorzellen gezeigt werden, dass Aggregate aus CD44 die 

Bindungseigenschaften zu HA verbessern (Sleeman et al., 1996). 

1.6.4.2 TLR-4 (Toll-like receptor 4) 

Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sind Transmembranproteine und spielen eine zentrale Rolle in 

der adaptiven Immunantwort bei der Erkennung allgemeiner pathogener 

Oberflächenstrukturen. Die Familie der TLRs besteht aus 10 bekannten Mitgliedern (TLR-1-

10), wobei jeder Rezeptor unterschiedliche pathogene Komponenten, wie z.B. 

Lipopolysaccharide (LPS) oder doppelsträngige RNA, erkennen und binden kann 

(Medzhitov, 2001). TLR-4 ist das menschliche Ortholog zum Toll-Protein aus Drosophila und 

spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der adaptiven Immunantwort. Neben einer 

Leuzin-reichen extrazellulären Domäne weist der zytoplasmatische Teil Homologien zum 

humanen Interleukin-1-Rezeptor auf. Die intrazelluläre Signalkaskade erfolgt meist über den 

Transkriptionsfaktor NF-κB, und führt zu einer Aktivierung von Immunzellen (Medzhitov et 

al., 1997). Eine der Hauptfunktionen von TLR-4 ist die Erkennung von Lipopolysaccharid 

(LPS), einem Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien. Die Bindung von LPS an TLR-4 

erfolgt über die Corezeptoren CD14 und MD-2 (Haziot et al., 1996; Nagai et al., 2002). Im 

Rahmen entzündlicher Reaktionen kann es zur Akkumulation von Bruchstücken der EZM 

kommen. Als Mediator der adaptiven Immunantwort ist TLR-4 in der Lage, Fragmente von 

Fibronektin, Heparinsulphat und Fibrinogen zu binden und die Aktivierung von dendritischen 

Zellen und Makrophagen zu induzieren (Okamura et al., 2001; Smiley et al., 2001; Johnson et 

al., 2002).  Auf die Rolle von TLR-4 in der Vermittlung sHA-abhängiger Effekte wird in 

dieser Arbeit später ausführlich eingegangen. 
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1.6.4.3 LYVE-1 (Lymphatic vessel endothelial HA-receptor 1) 

LYVE-1 wurde als cDNA-Homolog zu CD44 identifiziert und gehört zur Familie der HA-

Bindungsproteine (Banerji et al., 1999). LYVE-1 ist ein Transmembranprotein mit einer 

Größe von 322 Aminosäuren und besitzt als Mitglied der Link-Protein-Superfamilie ein Link-

Modul, dass für die HA-Bindung verantwortlich ist (Banerji et al., 1999). Die extrazelluläre 

Domäne von LYVE-1 ist durch eine Reihe von Sialisierungen und O-Glykosilierungen 

modifiziert, wobei diese Modifikationen zelltypspezifisch sind und einen Einfluss auf die HA-

Bindungseigenschaften von LYVE-1 besitzen (Nightingale et al., 2009). LYVE-1 besitzt wie 

CD44 ein verlängertes Link-Modul und eine dritte konservierte Disulfidbrücke, die für die 

Bindung von HA essentiell ist (Banerji et al., 2010). Im Gegensatz zu den 

Bindungseigenschaften von CD44 basiert die Interaktion von HA an LYVE-1 auf 

elektrostatischen Kräften und reagiert folglich sehr sensibel auf ionische Ladung (Banerji et 

al., 2010). Neben diesen unterschiedlichen Wechselwirkungen mit HA unterscheiden sich 

CD44 und LYVE-1 in der Bindekapazität von sHA. Die kleinsten sHA-Fragmente, die von 

LYVE-1 gebunden werden können, haben eine Größe von 4 Ds, CD44 ist in der Lage, noch 3 

Ds effektiv zu binden (Banerji et al., 2010).  

Da LYVE-1 vor allem auf LECs exprimiert wird, wird es sehr oft als lymphatischer Marker 

benutzt, wobei seine Expression auch auf Makrophagen, bestimmten Leberzellen, 

embryonalen Blutgefäßen und der Plazenta nachgewiesen werden konnte (Banerji et al., 1999; 

Mouta Carreira et al., 2001; Gu et al., 2006; Schledzewski et al., 2006; Gordon et al., 2008).  

Die Bindung von LYVE-1 an HA und eine Rezeptor-vermittelte Internalisierung von HA 

wurde in 293-Zellen nachgewiesen (Prevo et al., 2001). Diese Interaktion konnte an 

Gefrierschnitten und LECs jedoch nicht bestätigt werden (Nightingale et al., 2009). Vielmehr 

wurde gezeigt, dass LYVE-1 durch eine zelltypspezifische Modifikation seiner 

extrazellulären Domäne mit α 2,3 – und α 2,6-gebundenen Sialinsäureresten in einer inaktiven 

Form vorliegt, und in diesem Zustand keine Bindung an HA erfolgt (Nightingale et al., 2009). 

Im Gegensatz zur Sialisierung von CD44 kann diese Inhibierung nicht durch die Wirkung 

pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α aufgehoben werden. Die Behandlung von LECs 

mit TNF-α und TNF-β bewirkt die Internalisierung von LYVE-1, die anschließende 

Degradierung in den Lysosomen führt schließlich zur Herrunterregulierung der LYVE-1-

Genexpression (Johnson et al., 2007). Phorbolester und Neuraminidasen können in vitro zwar 
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eine Abspaltung der Sialinsäurereste herbeiführen, der Stimulus, der zur Bindung von HA an 

LYVE-1 in vivo führen könnte, wurde allerdings nicht identifiziert (Jackson, 2009).  

Die genaue physiologische Funktion von LYVE-1 ist unklar. Die Ektodomäne von LYVE-1 

konnte im Blutplasma nachgewiesen werden, was ein Indiz dafür sein könnte, dass dieser 

Rezeptor eine seiner Funktionen in löslicher Form vermittelt (Jackson, 2009). In vitro wurde 

gezeigt, dass CD44 an LYVE-1 gebundenes HA binden kann, woraus gefolgert wurde, dass 

LYVE-1 eine Rolle in der Transmigration besitzt und in der Wanderung von Leukozyten 

involviert ist (Jackson et al., 2001). Diese Hypothese wurde jedoch durch die Beobachtung 

geschwächt, dass in LYVE-1-KO-Mäusen im Vergleich zu Wildtyptieren die Wanderung 

dendritischer Zellen zu den Lymphknoten nicht verändert ist (Gale et al., 2007). Zusätzlich 

konnte bei den LYVE-1-KO-Mäusen ein normales Level an HA im Blut und Geweben 

festgestellt werden, was eine Rolle von LYVE-1 in der HA-Homöostase unwahrscheinlich 

erscheinen lässt (Gale et al., 2007). 

 LYVE-1 wird auch als CRSBP-1 (Cell surface retention sequence binding protein-1) 

bezeichnet und besitzt ein für CRSB-Proteine typisches CRSB-Motif. Diese Proteine spielen 

eine Rolle bei der Retention von Wachstumsfaktoren wie PDGF-BB oder VEGF-A an der 

Zelloberfläche und beeinflussen dadurch das Wachstum verschiedener Zelllinien (Boensch et 

al., 1995, 1999; Huang et al., 2003). 

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

führte in einem LYVE-1-abhängigen Prozess zu einer Veränderung der VE-Cadherin 

vermittelten interzellulären Kontakte und resultierte in einem Anstieg der 

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

PDGFβR-β-Catenin und fungiert als Corezeptor von PDGFR-β (Hou et al., 2011). Durch eine 

Interaktion mit intrazellulären Fibrillstrukturen ist LYVE-1 an der durch CRSBP-1-Liganden 

wie PDGF-BB oder HA induzierten Kontraktion der Fibrillstrukturen beteiligt, was einen 

Einfluss auf den Lymphfluss vermittelt (Hou et al., 2012). Die Beeinflussung der 

Fließgeschwindigkeit der Lymphe kann Einflüsse auf pathologische Prozesse wie 

Entzündungsreaktionen, Lymphödeme oder Metastasierungen besitzen (Hou et al., 2011). 

Somit könnte LYVE-1 eine Rolle in der Vermittlung pathologischer Prozesse spielen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die genauen physiologischen Funktionen von LYVE-

1 nicht annähernd geklärt oder verstanden sind. In der vorliegenden Arbeit wurden die 
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Wechselwirkungen dieses Rezeptors mit Fragmenten von HA und die Auswirkungen dieser 

Interaktion auf die Lymphangiogenese untersucht. Im Folgenden sollen die biologischen 

Eigenschaften von sHA näher beschreiben werden.  

1.7 Hyaluronsäurefragmente 

In gesunden Geweben sind nur sehr geringe Mengen an sHA nachzuweisen (Schmaus,  

Klusmeier et al., unveröffentlichte Daten). Unter pathologischen Bedingungen wie 

Entzündungen, Wundheilung und im Tumorkontext kommt es aufgrund eines verstärkten 

Abbaus der HMW-HA zu einem deutlichen Anstieg an sHA (Kumar et al., 1989; Teder et al., 

2002). Diese Akkumulation von sHA könnte somit als eine Art intrinsisches Warnsignal 

fungieren,  und eine Reihe von zellulären Reaktionen vermitteln.  

1.7.1 sHA induziert Angiogenese 

Angiogenese spielt eine zentrale Rolle im Tumorwachstum, versorgt dass neugebildete 

Netzwerk aus Blutgefäßen den Tumor doch mit Nährstoffen und Sauerstoff und liefert 

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

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass sHA, die als eine Gruppe von HA-

Fragmenten mit einer Größe von 3-25 Disacchariden definiert ist, pro-angiogen wirkt. Diese 

Wirkung von sHA konnte erstmals in einem CAM-Assay (Chorioallantoic-membrane-Assay) 

demonstriert wurden, in dem enzymatisch hergestellte sHA einer Größe von 4-25 

Disacchariden das Auswachsen von Blutgefäßen stimulierte (West et al., 1985). Die 

zellulären Vorgänge in der Angiogenese wie Proliferation, Migration und die Ausbildung 

neuer Gefäßstrukturen werden dabei von sHA konzentrations- und größenabhängig reguliert 

(West und Kumar, 1989; Rahmanian et al., 1997; Matou-Nasri et al., 2009; Gao et al., 2010). 

Bei der Proliferation konnte ein konzentrations-abhängiger biphasischer Effekt festgestellt 

werden, wobei kleinere Fragmente die Proliferation stärker stimulierten als größere sHA-

Moleküle (West und Kumar, 1989). Im Gegensatz zum pro-angiogenen Effekt von sHA 

besitzt HMW-HA keine pro-angiogene oder sogar schwache anti-angiogene Wirkung (West 

und Kumar, 1989; Rahmanian et al., 1997; Matou-Nasri et al., 2009; Gao et al., 2010) . Diese 

Effekte werden über die Rezeptoren CD44 und RHAMM vermittelt (Gao et al., 2008a; 

Matou-Nasri et al., 2009). 

Zusätzlich zu diesen direkten angiogenen Wirkungsweisen von sHA wurden auch indirekte 

pro-angiogene Effekte nachgewiesen. Eine Behandlung mit sHA führt in BECs zu einer 
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Hochregulierung von Typ I und Typ III Kollagen, die beide pro-angiogen wirken (Rooney et 

al., 1993). Nach einer Stimulation humaner vaskulärer Endothelzellen (HUVECs) mit sHA 

konnte außerdem neben einer Induktion der Proliferation ein Anstieg des mRNA-Levels von 

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

1.7.2 sHA aktiviert das Immunsystem  

Durch eine verstärkte Expression von Hyaluronidasen und Bildung von ROS kommt es in 

Entzündungsreaktionen und bei Wundheilungsprozessen zu einem verstärkten Abbau von 

HMW-HA, was zu einem erhöhten Level an sHA führt.  

In vitro konnte gezeigt werden, dass es bei mit sHA behandelten Makrophagen zu einer 

Hochregulierung pro-inflammatorischer Zytokine wie Interleukin-8 (IL-8), MIP-1α und 

Interleukin-12 kommt, wobei die Wirksamkeit der HA-Fragmente stark vom 

Differenzierungsstatus der Immunzellen abhängig ist (McKee et al., 1996; Hodge-Dufour et 

al., 1997). Der Differenzierungsstatus selbst ist ebenfalls von sHA beeinflussbar, denn T-

Zellen und dendritische Zellen können durch die Regulierung ihrer Hyaluronidase- und 

Hyaluronsäuresynthase-Expression ihren Reifezustand und ihre Antigenpräsentation 

modulieren (Mummert et al., 2002). Die Wirkung von sHA auf die Reifung und 

Zytokinexpression dendritischer Zellen und Makrophagen wird dabei über den extrazellulären 

Rezeptor TLR-4, eine Translokation des Transkriptionsfaktors NF-κB und eine Aktivierung 

des ERK-Signalweges vermittelt (Termeer et al., 2000, 2002; Horton et al., 2002). Neben den 

klassischen Immunzellen sind auch Epithel- und Bindegewebszellen an einer sHA-induzierten 

Immunantwort beteiligt. In vitro induzierte die Behandlung mit sHA die Expression von β-

Defensin-2 und IL-8 in Keratinozyten und Epithelzellen der Lunge (Haslinger et al., 2001; 

Gariboldi et al., 2008). Die Bedeutung von sHA als Immunstimulator konnte in vivo bestätigt 

werden. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass CD44 die Beseitigung von sHA aus 

entzündetem Lungengewebe vermittelt und dass die Akkumulation von sHA zum Tod der 

Tiere führte (Teder et al., 2002). Neben CD44 sind auch die Rezeptoren TLR-2, TLR-4 und 

MyD88 an der Vermittlung der pro-inflammatorischen und immunstimulatorischen Wirkung 

von sHA beteiligt (Jiang et al., 2005). Aus dem Serum von Mäusen mit akuten 

Lungenverletzungen gewonnenes sHA war in der Lage, über die Rezeptoren TLR-2 und TLR-

4 Makrophagen in vitro zu stimulieren und die Expression pro-inflammatorischer Zytokine zu 

induzieren. In Mäusen, die kein TLR-2, TLR-4 oder MyD88 besaßen, kommt es zu einem 

verringerten Einwandern von Immunzellen in beschädigtes Gewebe. Außerdem weisen die 
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Epithelzellen der geschädigten Organe in diesen Tieren eine erhöhte Apoptoserate und eine 

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

sHA kann somit als intrinsisches Warnsignal des Körpers eine zentrale Rolle in der 

Regulation von Immunreaktionen spielen.  

1.7.3 sHA induziert die Expression von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) 

Die EZM unterliegt einem ständigen Auf- und Abbau, der zum Teil durch die Aktivität von 

Enzymen reguliert wird. Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind Zink-abhängige 

Endopeptidasen, die in der Lage sind, Komponenten der EZM, wie Kollagen oder Gelatine, 

zu spalten. Durch die Modulation der EZM sind MMPs an vielen physiologischen und 

pathologischen Prozessen wie der Morphogenese, Wundheilung, Angiogenese und 

Metastasierung beteiligt (Hua et al., 2011). Eine Überexpression von MMPs in Tumorzellen 

oder dendritischen Zellen führt zu einem verstärkten Einwandern der Zellen in benachbartes 

Gewebe (Noirey et al., 2002). Hyaluronsäurefragmente können die Aktivität und Expression 

dieser Enzyme regulieren. In Melanom- und Lungenkarzinomzellen sowie Fibroblasten 

bewirkte sHA über eine NF-κB-abhängige intrazelluläre Signalkaskade einen starken Anstieg 

der MMP-2-, MMP-9- und MMP-13-Expression (Fieber et al., 2004; Voelcker et al., 2008). 

Dadurch verstärkt sHA das invasive Verhalten der Tumorzellen und unterstützt somit die 

Bildung von Metastasen (Fieber et al., 2004; Voelcker et al., 2008). Eine Behandlung muriner 

Monozyten mit sHA führte ebenfalls zu einem Anstieg der MMP-Expression und könnte ein 

Beleg für die Rolle dieser Fragmente in der Regulierung der Extravasation von Immunzellen 

unter pathologischen Bedingungen sein (Horton et al., 1999). Die proteolytische Aktivität von 

Endothelzellen kann durch eine sHA-abhängige und VEGF-gekoppelte Regulierung der 

Urokinase Typ PA moduliert werden, wobei eine weitere Art der sHA-abhängigen 

Regulierung der Angiogenese deutlich wird (Montesano et al., 1996).  

1.7.4 sHA im Tumorkontext 

Wie bereits beschrieben, findet bei Entzündungsreaktionen und Prozessen der Wundheilung 

ein verstärkter Abbau von HMW-HA statt. Im Tumorkontext führt die Aktivierung und 

Überexpression von Hyaluronidasen und Hyaluronsäuresynthasen sowie die Bildung und 

Aktivität von ROS zu einem Anstieg der sHA-Konzentration (Beech et al., 2002; Posey et al., 

2003; Udabage et al., 2005; Aboughalia, 2006; Kumar et al., 2008; Simpson, 2006; 

Bharadwaj et al., 2009). sHA kommt durch die Beeinflussung der Angiogenese, der 
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Modulation der Immunantwort und der Regulierung von MMPs eine wichtige Rolle in der 

Tumorprogression bei (West et al., 1985; Rooney et al., 1993; Sattar et al., 1994; Termeer et 

al., 2000, 2002; Fieber et al., 2004; Gariboldi et al., 2008; Voelcker et al., 2008; Gao et al., 

2010). Bei Patienten mit Blasenkrebs, Nierentumoren oder Prostatakrebs dient eine erhöhte 

sHA-Konzentration in den Körperflüssigkeiten als ein prognostischer Marker und geht mit 

einer schlechten Prognose einher (Kumar et al., 1989; Lokeshwar et al., 1997, 2001). Im 

Gegensatz hierzu konnte gezeigt werden, dass in Stabilin-2-KO-Mäusen eine erhöhte Menge 

an HA im Serum mit einer Inhibierung der Metastasierung von Melanomzellen einhergeht 

(Hirose et al., 2012). Eine hohe HA-Konzentration in der Zirkulation könnte hierbei die 

Bindung zirkulierender Melanomzellen an potentielle Zielorgane blockieren und somit die 

Metastasenbildung inhibieren. 

Neben seinen tumorfördernden Effekten besitzt sHA auch eine Reihe anti-tumoraler 

Eigenschaften. Es konnte gezeigt werden, dass sHA die Tumorigenität von 

Osteosarkomzellen in vitro und in vivo durch die Zerstörung und Remodulierung der HA-

reichen perizellulären Matrix verringert (Hosono et al., 2007). Eine CD44-abhängige 

Akkumulation von sHA führte zu einer verringerten Retention von HMW-HA, was mit einer 

geringeren Motilität und verringertem invasiven Verhalten der Tumorzellen einherging 

(Hosono et al., 2007). Im Tiermodell führte die intratumorale Injektion von sHA zu einer 

reduzierten Akkumulation von HMW-HA und einer Inhibierung der Metastasenbildung 

(Hosono et al., 2007). Durch die Modulation der Aktivität des ABC-Transporters P-

Glykoprotein und des PI3/Akt-Signalweges ist sHA in der Lage, die Empfindlichkeit von 

Tumorzelllinien gegenüber Chemotherapeutika über einen CD44-abhängigen Mechanismus 

zu steigern (Cordo Russo et al., 2008). Durch eine sHA-abhängige Hochregulierung der 

Expression des Hitzeschockproteins Hsp-72 hingegen, kann die Resistenz von leukämischen 

Zellen gesteigert werden (Xu et al., 2002). 

1.7.5 sHA-vermittelte Signaltransduktion     

Bei der Vermittlung seiner zahlreichen Funktionen bedient sich sHA verschiedener 

Zellsignalwege, die zum Teil schon in früheren Kapiteln beschrieben wurden. In diesem 

Abschnitt sollen nun weitere Signalwege genannt werden, die durch sHA in verschiedenen 

Zellen aktiviert oder inhibiert werden. 
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Die Behandlung von Endothelzellen mit sHA führte zu einer CD44-abhängigen Aktivierung 

und Hochregulierung der sogenannten Early-Response-Gene c-fos, c-jun, jun-b, Krox-20 und 

Krox-24 (Deed et al., 1997). Hierbei ist eine langanhaltende Behandlung mit sHA nötig, um 

die Proliferation der Endothelzellen zu induzieren (Deed et al., 1997). Eine CD44-abhängige 

Hochregulierung der Proteinkinase C und die Aktivierung von ERK konnte bereits nach einer 

einminütigen Behandlung von Endothelzellen mit 1 µg/ml sHA beobachtet werden. Eine 

Inhibierung von CD44 oder des ERK-Signalweges führte zu einer Blockade der sHA-

induzierten Proliferation der Zellen (Slevin et al., 1998). In vitro wurde gezeigt, dass sHA 

angiogene Eigenschaften von Endothelzellen durch die Regulierung der Aktivität von G-

Proteinen, der Phospholipase Cγ1 und der Proteinkinase C reguliert, wobei der ERK-

Signalweg und die koordinierte Aktivität bestimmter Adapterproteine zusätzlich von 

Bedeutung sind (Slevin et al., 2002). Eine weitere zentrale Rolle von CD44 in der sHA-

vermittelten Signaltransduktion konnte bei verschiedenen Tumorzelllinien nachgewiesen 

werden. Die Behandlung mit sHA führt in humanen Chondrosarkomzellen zu einem Anstieg 

der Expression von c-Met, dem Rezeptor von HGF, und einer Induktion der c-Met-

Phosphorylierung, in HeLa-, MCF-7- und T-24-Karzinomzellen kommt es zu einer 

Aktivierung des NF-κB-Signalwegs (Fitzgerald et al., 2000; Suzuki et al., 2002). Somit 

konnte eine sHA-abhängige Aktivierung dieses Signalweges sowohl in Immunzellen als auch 

in Tumorzellen nachgewiesen werden (Fitzgerald et al., 2000; Suzuki et al., 2002; Termeer et 

al., 2002). Neben der Aktvierung konnte auch eine sHA-abhängige Inhibierung von 

intrazellulären Signaltransduktionen nachgewiesen werden. Durch die Hemmung der PIP(3)-

Produktion und einer Inhibierung der Akt-Phosphorylierung induzierte sHA NF-κB- 

unabhängig Apoptose von Lymphoma-Zellen (Alaniz et al., 2006).    

1.8 Ziele dieser Arbeit 

Lymphangiogenese besitzt eine wichtige Rolle in einer Reihe von pathologischen Prozessen 

wie Entzündungen, Lymphödemen und der Metastasierung. Ein besseres Verständnis in der 

zellulären und molekularen Regulation der Lymphangiogenese sowie die Identifizierung 

neuer, bislang unbekannter lymphangiogener Faktoren wären wichtige Schritte, um eine 

gezielte Steuerung der Lymphangiogenese im Rahmen lymphangiogener Therapien zu 

ermöglichen.  

Niedermolekulare Hyaluronsäurefragmente sind als bioaktive Moleküle an einer Reihe von 

pathologischen Prozessen beteiligt. Über ihre Rolle in der Lymphangiogenese ist bislang 
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jedoch noch nichts bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun die Wirkung von sHA auf 

die Lymphangiogenese untersucht werden.  

Insbesondere wurde den folgenden Fragen nachgegangen, die sich zum Teil auch erst im 

Laufe der Arbeit ergaben: 

1. Beeinflusst sHA funktionelle Eigenschaften von LECs wie Proliferation, Migration, 

die Ausbildung gefäßartiger Strukturen und den Zellzyklus? 

2. Spielen dabei Größe, Konzentration und chemische Struktur der sHA eine Rolle? 

3. Handelt es sich bei der Wirkung von sHA auf LECs um einen direkten oder indirekten 

Effekt und welcher Rezeptor ist für die Vermittlung verantwortlich? 

4. Welche Signalwege sind an der Vermittlung dieser Interaktion beteiligt? 

5. Besitzt sHA einen Einfluss auf den lymphatischen Charakter der LECs? 

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

2.1 Material  

2.1.1 Chemikalien 

Chemikalien Bezugsquelle 

 

Acrylamid (30% und 40%) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Agarose Peqlab, Erlangen 

ANDS (7-Amino-1,3-

naphtalendisulfonsäure) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

APS (Ammoniumperoxodisulfat) Carl Roth  

β- Mercaptoethanol Carl Roth  

BioGel-P10 fine BioRAD, München 

Bromphenolblau SERVA, Heidelberg 

BSA (Bovines Serumalbumin) PAA, Pasching 

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) Invitrogen, Darmstadt 

dNTPs Peqlab 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth  

DNA-Marker Fermentas, St. Leon-Rot 

Draq5 Biostatus, Leicestershire,  

Vereinigtes Königreich 

DTT (Dithiothreitol) Roche, Mannheim 

ECL-Lösungen Thermo Scientific, Bonn 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Carl Roth  

Essigsäure Carl Roth  

Ethanol Carl Roth  

Ethidiumbromid Carl Roth  

Gelantine Merck, Darmstadt 

Glycerol Carl Roth  

Glycin Carl Roth  

Healon 5 AMO, Ettlingen 

Isopropanol Merck 
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Kaliumchlorid Carl Roth  

Magermilchpulver Saliter, Obergünzburg 

Magnesiumchlorid Carl Roth  

Matrigel BD Biosciences, Heidelberg 

Methanol Carl Roth  

Natriumacetat Carl Roth  

Natriumchlorid Carl Roth  

Natriumcyanoborhydrid Sigma-Aldrich 

Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth  

Natriumhydrogenphosphat Carl Roth  

NP-40 Sigma-Aldrich 

PBS Life Technologies, Paisley,  

Vereinigtes Königreich 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma-Aldrich 

Proteinmarker IV Peqlab 

Proteinase K Sigma-Aldrich 

Protein G-Plus Agarose Merck 

PVA (Polyvenylalkohol) Carl Roth  

Salzsäure Merck 

SDS (Sodiumdodecylsulfat) Carl Roth  

Strataclean-Beads Agilent Technologies, Waldbronn 

TEMED (Tetramethylethylendiamin) Carl Roth  
3H-Thymidin Hartmann Analytik, Göttingen 

Tris-(Base) Carl Roth  

Tris-HCl Carl Roth  

Triton X-100 Carl Roth  

Tween 20 Carl Roth  

 

2.1.2 Zellkulturchemikalien 

Chemikalien Bezugsquelle 

 

Fötales Kälberserum (FCS) PAA 



Material_____________________________________________________________________________________________________ 

                                                                                         32 

 

Penicillin/Streptomycin Life Technologies 

Trypsin Life technologies 

 

2.1.3 Zellkulturmedien 

Medium Zusätze Bezugsquelle 

 

DMEM- Medium 10% FCS; 1% 

Penicillin/Streptomycin; 4,5 g/L 

Glukose; L-Glutamine und Pyruvat 

Life Technologies  

EBM-2 Medium 5% FCS; 1% Penicillin/Streptomycin Lonza, Basel, Schweiz 

EGM-2MV Medium 5% FCS; 1% Penicillin/Streptomycin; 

Zusätze (Hydrocortison; hFGF; 

VEGF; R3-IGF; Ascorbinsäure; 

hEGF; GA-100) 

Lonza 

 

2.1.4 Antikörper und Lektine 

Antikörper/Lektine Hersteller Isotyp  Verwendung 

 

Konzentration/ 

Verdünnung 

anti-human Akt 1/2/3 Santa Cruz 

Biotechnology 

Kaninchen IgG 

 

Western Blot 1:1000 

anti-human p-Akt       

(Ser473) 

 

Cell Signaling Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

anti-human ATF-2   

(N96) 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 

Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

anti-human p-ATF-2 

(Thr71) 

 

Cell Signaling Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

anti-human β-Aktin 

 

Sigma-Aldrich Maus IgG Western Blot 1:10.000 

PE anti-human CD140a BD 

Biosciences 

Maus IgG2a FACS 10 µg/ml 
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PE anti-human CD140b BD 

Biosciences 

Maus IgG2a FACS 10 µg/ml 

 

Hermes 3 (anti-CD44) 

 

J.Sleeman 

 

Maus IgG2a 

 

 

FACS 

 

1:100 

IM-7 (anti-CD44) J.Sleeman Ratte IgG2b 

 

Blockierung 50 µg/ml 

anti-human    

Interleukin-6 

 

Gen-Probe Maus IgG1 Blockierung/ 

Neutralisierung 

20 µg/ml 

anti-human JNK 1/3 Santa Cruz 

Biotechnology 

Kaninchen IgG 

 

Western Blot 1:1000 

anti- human p-

SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185) 

 

Cell Signaling Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

anti-human LYVE1 R&D Systems Ziege IgG Western Blot                   

Blockierung 

1 µg/ml 

20 µg/ml 

 

anti-human LYVE-1 R&D Systems Maus IgG1 

 

Blockierung 20 µg/ml 

anti-human LYVE-1 ReliaTech Kaninchen IgG 

 

FACS                  

Immunpräzipitation 

2,5 µg/ml 

3 µg/ml 

anti-human LYVE-1 

mAB 3A 

 

D.Jackson Maus IgG1 Blockierung 20 µg/ml 

anti-human NF-κB  

p65 

 

 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Kaninchen IgG Immunfluoreszenz 1 µg/ml 

anti-human Prox-1 ReliaTech Kaninchen IgG Western Blot     

Immunfluoreszenz 

5 µg/ml 

1 µg/ml 

 

anti-human p38       

MAP-Kinase 

 

Cell Signaling Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

 

anti-human p-p38 

MAPK (Thr180/182) 

 

 

Cell Signaling 

 

Kaninchen IgG 

 

Western Blot 

 

1:1000 



Material_____________________________________________________________________________________________________ 

                                                                                         34 

 

anti-human ERK Santa Cruz 

Biotechnology 

 

Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

anti-human                      

p-p44/42 MAPK 

(Thr202/Thyr204) 

 

Cell Signaling Kaninchen IgG Western Blot 1:1000 

anti-human TGF-β-1/2/3 R&D Systems Maus IgG1 Blockierung/ 

Neutralisierung 

20 µg/ml 

anti-human TLR-4 

 

eBioscience Maus IgG2a Blockierung 20 µg/ml 

anti-human TLR-4 Acris 

Antibodies 

 

Maus IgG2a FACS 30 µg/ml 

anti-human VEGFR-3 R&D Systems 

 

Ziege IgG Western Blot 0,2 µg/ml 

anti-human Vimentin R&D Systems 

 

Ziege IgG Western Blot 0,1 µg/ml 

anti-human Vincullin Sigma-Aldrich Maus IgG1 Western Blot 1:1000 

 

Maus IgG1  R&D Systems 

 

- - - 

Maus-IgG2a eBioscience 

 

- - - 

Ratten-IgG1 ReliaTech 

 

- - - 

Ratten-IgG2 ReliaTech 

 

- - - 

anti-Maus-IgG HRP Cell Signaling 

 

- Western Blot 1:1000 

anti-Maus IgG HRP Dako 

 

- Western Blot 1:1000 

anti-Ziege IgG HRP 

 

Dako - Western Blot 1:1000 

Alexa-Fluor 488        

Ziege α-Kaninchen IgG  

 

Invitrogen - Immunfluoreszenz 1:500 

PE Maus IgG2a  

 

BD 

Biosciences 

- FACS 10 µg/ml 

    - 
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Sambucus nigra  

Lektin-Agarosebeads 

 

EY 

Laboratories 

- Immunpräzipitation 

Maackia amurensis 

Lektin-Agarosebeads 

EY 

Laboratories 

- Immunpräzipitation - 

 

2.1.5 Enzyme 

Enzym Hersteller 

 

DreamTaq Polymerase Fermentas 

Hyaluronidase aus Rinderhoden (BTH) Sigma-Aldrich 

Hyaluronidase aus Streptomyces 

hyalurolyticus 

Sigma-Aldrich 

Super Script II Reverse Transkriptase Life Technologies 

α2-3,6,8,9-Neuraminidase, Arthrobacter 

ureafaciens 

Calbiochem, Darmstadt 

 

2.1.6 Zytokine und Inhibitoren 

Zytokin/Inhibitor Hersteller 

 

CLI-095 InvivoGen, San Diego, USA 

Human FGF-2 ReliaTech, Wolfenbüttel 

Human Interleukin-6 ReliaTech 

Human PDGF-BB ReliaTech 

Protease-Inhibitor-Mix HP SERVA  

Human TGF-β-1 ReliaTech 

Human TGF-β-2 ReliaTech 

Human TGF-β-3 ReliaTech 

Human VEGF-C ReliaTech 
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2.1.7 Primer 

Gen Referenz- 

sequenz 

Primersequenz (Forward und Reverse Primer) Amplifizierte 

Sequenz 

PDGFαR 

(human) 

NM_006206.4 5`- TGAAGGACGCCGCTTCCTTG-3` 

5`-AGAACGCAGGGTGGGAGCCA-3` 

1642-1660 

1900-1881 

PDGFβR 

(human) 

NM_002609.3 5`-TGCCGZGCAGCCCAATGAGG-3` 

5`-CTCTGGCTCCGGCTCACCT-3` 

3499-3518 

3724-3710 

HPRT 

(human) 

NM_000194.2 5`-CACATTGTAGCCCTCTGTGTGC-3` 

5`-GTTGAGAGATCATCTCCACCAATTAC-3` 

348-369 

538-513 

LYVE-1 

common 

 5`-GCATCTAACCCAGCGAGCAGTCCGTGTG-3  

LYVE-1 

WT 

 5`-GACACCTTTGCCATTCTTCCCACACC-3`  

LYVE-1 

Mut 

 5`-GCAGAGAGGGAGGAGG-3´  

Die Primersequenzen für die Genotypisierung der Balb/c.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J-Mäuse 

(LYVE-1 common, WT und Mut) stammten von: The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA. 

2.1.8 Kits 

Kit Nachweis Bezugsquelle 

 

Hyaluronsäure ELISA Kit Quantifizierung von HMW-

HA und sHA 

Echelon; Salt Lake City, 

USA 

 

2.1.9 Geräte und Verbrauchsmaterial 

Geräte/Verbrauchsmaterial Hersteller 

 

Amicon Zentrifugationsfilter Millipore, Schwalbach 

Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen 

Axiovert 200M fluo Zeiss 

β- Strahlungsmessgerät Wallac, Turku, Finnland 

Biofuge pico Zentrifuge Heraeus Instruments, Hanau 

Brutschrank (Primärzellen) APT.Line CB Binder, Tullingen 
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Brutschrank (Tumorzellen) Labotect C200 Labotect, Göttingen 

Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig 

Einschweißgerät Bosch, Karlsruhe 

Elektrophorese Kammern Thermo Scientific 

Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 

Erntegerät Tomtec, Hamden, USA 

FACS-Gerät BD Biosciences 

FACS-Röhrchen BD Biosciences 

Filme Fuji, Düsseldorf 

Filmentwicklungs-Kammer Dr.Goos Suprema, Heidelberg 

Glasfasermatte Wallac 

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 

Immobilion PVDF-Membran Millipore 

Kühlzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417R Eppendorf 

Magnetrührer MR 3000 Heidolph, Schwabach 

Megafuge 1.0 Zentrifuge Heraeus Instruments 

Megafuge 3.0R Zentrifuge Heraeus Instruments 

Nylon- Filter 40µm BD Biosciences 

Objektträger lab-tec Thermo Scientific 

PCR-Zykler Flexcycler Analytik Jena, Jena 

Pipettierhilfe accu-jet Brand, Wertheim 

Pipette 20µl Gilson, Middleton 

Pipette 200µl Gilson 

Pipette 1000µl Gilson 

Schüttler KS-15 Edmund Bühler, Hechingen 

Schwenker Heidolph Reax-2, Schwabach 

Spannungsgerät Power Pac 300 BioRAD 

Sterilbank   CleanAir, Woerden 

Vortex Genie-2 Scientific Industries, New York, USA 

Waage PM 300 Mettler-Toledo, Gießen 

Wasserbad Fried Electric, Haifa 

Zellkultur-Einsätze Ibidi, Martinsried 
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2.1.10 Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösungen 

 

Zusammensetzung 

Agarosegele 1,5% Agarose in TAE-Puffer; 0,3 µg/ml 

Ethidiumbromid 

ANDS-Lösung 0,051 g ANDS in 15% Essigsäure 

Blockierlösung 10% Ziegenserum; 1% BSA 

BSA-Puffer (1 l) 40 g BSA; 5 ml Tween 20; 100 ml 10 x TBS 

FACE-Gel-Laufpuffer 10 x 1,92 M Glycin; 0,25 M Tris pH 8,3 

FACE-Gel Probenpuffer 62 mM Tris pH 6,8; 20% Glycerin; 

Bromphenolblau 

FACS-Puffer PBS mit 2% FCS 

Fixierlösung 4% PFA in PBS 

Immunpräzipitations-Lysispuffer 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 1% NP-

40; 1:100 Protease-Inhibitoren 

Milchpuffer (1 l) 40 g Milchpulver; 5 ml Tween 20; 100 ml 10 x 

TBS 

NaCNBH4-Lösung 0,063 g in DMSO 

PBND-Puffer 50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl pH 8,5; 2,5 mM 

MgCl2 x 6 H2O; 0,1 mg/ml Gelantine; 0,45% 

NP-40; 0,45% Tween 20  

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 

1,4 mM KH2PO4 

Permeabilisierungs-Lösung 0,1% Triton-X-100; 1% BSA in PBS 

Probenpuffer 2 x (50 ml) 10 ml 10% SDS; 6,375 ml 1 M Tris HCl pH 6,8; 

5 ml Glycerol; 50 µl Bromphenolblau 

Pull-down-Lysis Puffer 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl;  

1% NP-40; 1:100 Protease-Inhibitoren 

SDS-PAGE-Laufpuffer 10 x (5 l) 151,5 g Tris Base; 721 g Glycin; 250 ml 20% 

SDS 

TAE-Puffer 50 x 40 mM Tris; 5,7% Essigsäure; 1 mM EDTA pH 

8,5 
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TBS pH 7,6 10 x (5 l) 151,5 g Tris Base; 400 g NaCl; HCl konz. => pH 

7,6 

TBST 0,1% Tween 20 in TBS 

Transferpuffer (3 l) 600 ml Methanol; 150 ml Westernblot-

Laufpuffer; 150 ml SDS-Laufpuffer 

Western-Blot-Puffer 10 x (5 l) 121 g Tris Base; 721 g Glycin; 25 ml 20% SDS 

Western Blot-Stripping-Lösung (100 ml) 6,25 ml Tris pH 6,8; 10 ml 20% SDS; 750 µl β- 

Mercaptoethanol 

 

2.1.11 Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung Medium Bezugsquelle/Literatur 

Humane LECs Humane 

Lymphendothelzellen 

aus Vorhaut 

EGM-2MV 

Medium 

Promocell 

Humane Perizyten  Spezialmedium ScienCell Research, 

Carlsbad 

Humane glatte 

Muskelzellen 

 Spezialmedium Lonza 

Humane 

mesenchymale 

Stromazellen 

 DMEM-Medium Karen Bieback, 

Mannheim 

4T1 Murine 

Brustkrebszellen 

DMEM- Medium Aslakson und Miller 

1992 

 

2.1.12 Mäusestämme: 

Stamm Quelle 

 

Balb/c.129S1-LYVE-1 ITG, Karlsruher Institut für Technologie 

Balb/c-Wildtyp ITG, Karlsruher Institut für Technologie 

B6.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J 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.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J-Mäusen 

Vor der Durchführung der Tumorimplantationsversuche wurde der Genotyp von denen aus 

der Züchtung von Wildtyp-Balb/c- und homozygoten B6.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J-Mäusen 

generierten Balb/c.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J-Mäuse bestimmt. 

2.2.1.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Mäuseschwänzen 

Zur Bestimmung des Genotyps wurde die DNA zuerst aus Stücken von Mäuseschwänzen 

isoliert. Hierfür wurden diese über Nacht in 200 µl PBND-Puffer bei 55 °C verdaut. 

Anschließend wurde der Verdau durch Erhitzen bei 95 °C für 10 min abgestoppt. Die Proben 

wurden abzentrifugiert und kurz gevortext.  

2.2.1.1.2 Genotypisierung von Mäusen mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Mit Hilfe spezifischer Primer lässt sich der Genotyp der Balb/c.129S1-LYVE-1-Mäuse 

bestimmen. Durch ihre spezifische Struktur binden Primer an definierte Abschnitte der 

isolierten genomischen DNA und legen somit die Amplifikation definierter DNA-Bereiche 

fest. Verfügt eine Maus über ein mutiertes LYVE-1-Gen (MUT), erfolgt die Amplifikation 

eines 400 bp großen Fragments, ist das Gen intakt, wird ein 500 bp großes Fragment 

amplifiziert (WT).  

Für jede zu analysierende Probe wurde ein Ansatz von 25 µl aus folgenden Komponenten 

gewählt: 10 pmol Primer Wildtyp oder Mutiert, 10 pmol Primer Common, 0,2mM dNTPs, 

0,25 µl DreamTaq Polymerase, 2,5 µl 10 x PCR-Puffer, 18 µl H2O und 3 µl Verdau. 

Die Genotypisierung erfolgte mittels eines PCR-Zyklers. Für die Amplifikation des LYVE-1- 

MUT-Gens erfolgte eine initiale Denaturierung bei 94 °C für 3 min, eine Denaturierung bei 

94 °C für 30 sec, das Annealing bei 62 °C für 1 min, die Elongation bei 72 °C für 1 min 

gefolgt von einer Endverlängerung bei 72°C für 2 min. Die Amplifikation des LYVE-1-WT-

Gens erfolgte bei einer initialen Denaturierung bei 94 °C für 3 min, einer Denaturierung bei 

94 °C für 3 min, einem Annealing bei 62 °C für 1 min, einer Elongation bei 72 °C für 1 min, 

gefolgt von einer Endverlängerung bei 72 °C für 2 min. Die PCR erfolgte jeweils für 30 

Zyklen. 
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2.2.1.1.3 Auftrennung von DNA durch Gelelektrophorese 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Größe erfolgt mittels 

Gelelektrophorese. Aufgrund der negativen Ladung des Phosphatrückgrats der DNA-Helix 

wandert diese im elektrischen Feld Richtung Anode. Je größer das Fragment, desto langsamer 

wandert dieses durch das Gel und das elektrische Feld, wodurch eine Größenauftrennung 

erfolgt. 

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 1,5%ige Agarosegele gegossen. Die 

berechnete Menge Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer gelöst und in der Mikrowelle bis zur 

vollständigen Lösung erhitzt. Nach dem Abkühlen unter fließendem Wasser wurde 0,3 µg/ml 

Ethidiumbromid hinzugegeben, die in die DNA interkaliert und der Visualisierung der 

Desoxyribonukleinsäuren im UV-Licht dient. Das flüssige Gel wurde in eine Kammer 

gegossen und ein Probenkamm eingesteckt. Nach dem Erkalten des Gels wurde der Kamm 

entfernt, die Kammer mit 1 x TAE-Puffer gefüllt, die Proben und 5 µl DNA-Marker geladen 

und eine Spannung von 80 V angelegt. Nach 1-1,5 h wurde das Gel unter dem UV-Licht 

begutachtet und fotografiert. 

2.2.2 Protein-Methoden 

2.2.2.1 Herstellen von Zellysaten zur Proteinanalyse 

Zur Herstellung von Lysaten aus eukaryotischen Zellen wurden diese im Zellkulturgefäß 1 x 

mit PBS gewaschen und mit PBS/5 mM EDTA bei 37 °C inkubiert, bis die Zellen mit 

Kulturmedium gut abzuspülen waren. Sollte der Zellüberstand analysiert werden, wurde 

dieser abgenommen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden zur 

Aufreinigung 2 µl Strataclean-Beads zum Überstand pipettiert und für 2 h bei 

Raumtemperatur (RT) rotiert. Danach wurden die Beads bei 965 g für 3 min abzentrifugiert, 

der Überstand abgenommen und die Beads in 100 µl 2 x Proben-Puffer aufgenommen. Die 

abgespülten Zellen wurden bei 301 g für 3 min zentrifugiert. Anschließend wurde die Zellzahl 

unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Nach anschließender Zentrifugation wurden die Zellen 

erneut bei 301 g für 3 min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und in einem definierten 

Volumen Probenpuffer aufgenommen, um eine Konzentration von 1x 106 Zellen/ml zu 

erhalten. Die Zellen wurden anschließend im Ultraschall aufgebrochen. Die Zelllysate können 

bei Bedarf bei -20 °C gelagert werden. 
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2.2.2.2 Vorbereiten der Proben für Gelelektrophorese 

Die für die Analyse vorgesehenen Zelllysate wurden für 10 min bei 95 °C aufgekocht. 

Abhängig von dem später verwendeten Antikörper war es notwendig, die Proben mit 100 mM 

DTT zu versetzen, das die Disulfidbrücken der Proteine spaltet. Nach dem Aufkochen wurden 

die Proben kurz abzentrifugiert und standen somit einer elektrophoretischen Analyse mittels 

SDS-PAGE zur Verfügung. 

2.2.2.3 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat- Polyacrylamidgelelektrophorese) 

Mit Hilfe der SDS-PAGE können Proteine unabhängig von ihrer nativen Ladung der Größe 

nach aufgetrennt werden. SDS ist ein anionisches Tensid, das durch seine starke negative 

Ladung die Eigenladung der Proteine überdeckt. Aufgrund der ihnen aufgezwungenen 

negativen Ladung wandern bei dieser Gelelektrophorese alle Proteine in Richtung Anode. 

Kleine Proteine wandern dabei im Gel schneller als größere Proteine. Durch Modifikation der 

Porengröße kann die Auftrennung der Proteine den gewünschten Erfordernissen angepasst 

werden. 

In der Regel besteht ein SDS-Gel aus einem Sammel- und einem Trenngel. Diese Gele 

unterscheiden sich bezüglich der Porengröße, der Salzkonzentration und des pH-Wertes. Mit 

Hilfe des Sammelgels soll eine einheitliche Lauffront der Proben erzielt werden, im Trenngel 

erfolgt anschließend die eigentliche Größenauftrennung der Proteine. 

Vor dem Gießen des Gels wurden die Glasplatten, die Spacer und die Kammer gründlich mit 

Wasser und 70% Ethanol gereinigt. Anschließend wurden die Spacer zwischen die beiden 

Glasplatten gelegt. Die Glasplatten samt Spacer wurden in eine Tüte überführt und in der 

Gießvorrichtung justiert. Dann wurde das Trenngel gegossen. 

Die Trenngele wurden jeweils in einem 30 ml Ansatz gegossen. Allen Gelen gemeinsam 

waren folgende Komponenten: 7,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 0,3 ml 10% SDS, 0,3 ml 10% APS 

und 0,018 ml TEMED. Für ein 8%iges Gel wurden 13,9 ml H20 und 8 ml Acrylamid-Mix, für 

ein 10%iges Gel 11,9 ml H2O und 10 ml 30% Acrylamid-Mix und für ein 15% Gel 6,9 ml 

H20 und 15 ml Acrylamid-Mix verwendet. 

Nach dem Gießen wurde das Trenngel mit 1 ml Isopropanol überschichtet. Nach der 

Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das Gel mehrfach mit 

Wasser gewaschen. Anschließend wurde das Sammelgel gegossen und auf das Trenngel 
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aufgetragen. Die Zusammensetzung des Sammelgels war bei allen durchgeführten SDS-

PAGEs gleich und bestand aus 6,8 ml H2O, 1,7 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 TEMED  und 0,01 ml Bromphenolblau. 

In das frisch gegossene Sammelgel wurde der Probenkamm eingeführt. Nach der 

vollständigen Polymerisation des Gels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in die 

Elektrophorese-Kammer überführt. Hier wurden die Probentaschen mit SDS-PAGE-

Laufpuffer gespült und die Kammer mit Puffer gefüllt. Die zu analysierenden Proben wurden 

in die Taschen gefüllt und ein Proteinmarker als Referenz geladen. Bei einer Spannung von 

50 V wurde nach ca. 1 h eine einheitliche Lauffront erreicht. Nach dem Übertritt vom 

Sammelgel zum Trenngel wurde die Spannung auf 120 V erhöht, wobei nach mehreren 

Stunden eine Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe erfolgte. 

2.2.2.4 Western Blot 

Der Western Blot ermöglicht es, Proteine, die mittels SDS-PAGE basierend ihrer Größen 

elektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine Membran zu überführen und dort spezifisch 

mittels Antikörpern zu detektieren. 

Beim Western Blot wurde das SDS-Gel auf eine dreifache Lage von 3 mm Whatman-Papier 

aufgelegt. Darauf wurde eine zuvor in Methanol aktivierte PVDF-Membran ausgelegt, gefolgt 

von einer weiteren Schicht aus Whatman-Papier. Sowohl die Ober- als auch die Unterseite 

dieser Lage wurde von einem Schwamm bedeckt. Das Whatman-Papier und die Schwämme 

wurden vor dem Gebrauch in Transferpuffer angefeuchtet. Während des Zusammenbaus des 

Blots musste sorgfältig darauf geachtet werden, dass vorhandene Luftblasen durch Ausrollen 

der Lagen entfernt wurden. Die Lage aus Schwamm, Whatman-Papier, SDS-Gel und 

Membran wurde in eine mit Transferpuffer gefüllte Elektrophorese-Kammer überführt. Der 

Transfer der Proteine vom Gel zur Membran erfolgte bei 300 V x h und 4 °C über Nacht. 

Nach dem erfolgten Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran wurde diese für 

mindestens 1 h bei RT mit Milchpuffer bzw. 1% BSA-Lösung inkubiert, um unspezifische 

Bindungen der später verwendeten Antikörper zu reduzieren. Danach erfolgte die Zugabe des 

Primärantikörpers, der in Milchpuffer oder BSA-Lösung und in einer geeigneten Verdünnung 

auf die Membran gebracht wird. Die Inkubation erfolgte in der Regel für 1 h bei RT. 

Anschließend wurde die Membran dreimal mit TBST gewaschen, um ungebundene 

Antikörper zu entfernen. Die Inkubation der Membran mit dem passenden HRP-gekoppelten 
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sekundären Antikörper erfolgte für 30 min bei RT. Nach weiteren Waschschritten wurde die 

Membran in eine Filmbox überführt. Durch Zugabe von ECL wurde eine chemische Reaktion 

eingeleitet, die es ermöglichte, die Proteine mit Hilfe eines ECL-Films zu detektieren. 

2.2.2.5 Strippen von Western-Blot Membranen 

Eine mit Proteinen geblottete Membran kann mehrmals mit verschiedenen Antikörpern 

inkubiert werden. Hierfür muss sie jedoch vor einer erneuten Antikörper-Inkubation gestrippt 

werden. Zu diesem Zweck wurde die Membran mit einer Stripping-Lösung für 20 min bei 55 

°C im Wasserbad behandelt. Zur vollständigen Entfernung der Stripping-Lösung wurde die 

Membran anschließend mindestens dreimal mit PBS gewaschen. 

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

Bei einer Immunpräzipitation können mit Hilfe spezifischer Antikörper aus einem 

Proteingemisch bestimmte Proteine isoliert werden. Die Identität und Quantität der Proteine 

kann anschließend mittels SDS-PAGE und Western Blot nachgewiesen und bestimmt werden. 

Bei der hier verwendeten Art der IP sollte untersucht werden, ob LYVE-1 durch die 

Modifikation mit Zuckerresten, was als Sialisierung bezeichnet wird, eine Veränderung in der 

Laufhöhe im SDS-PAGE aufweist.  

LECs wurden in 10 cm Schalen kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen 

zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurden die LECs mit je 750 µl Lysispuffer für 

30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann abgeschabt und zur vollständigen Lyse 

mehrmals durch eine Kanüle gezogen. Das Lysat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt und bei 17949 g für 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde entweder 

mit dem Enzym Neuraminidase aus Arthrobacter ureafaciens (125 mU/ml) inkubiert, das in 

der Lage ist, sialisierte Strukturen abzuspalten oder blieb unbehandelt. Nach einer Inkubation 

bei 37 °C für 1 h wurde entweder LYVE-1-Antikörper mit einer Konzentration von 3 µg/ml 

oder die passende Isotypkontrolle hinzugeben. Die IP erfolgte bei 4 °C über Nacht. Danach 

wurden zu jedem Ansatz 40 µl Protein-G-Agarose-Beads zum Markieren der LYVE-1- und 

Isotypkontroll-Antikörper hinzugegeben und bei 4 °C für 4 h inkubiert. Anschließend wurde 

bei 425 g für 3 min bei 4 °C zentrifugiert, dreimal mit Lysis-Puffer gewaschen und das Pellet 

in 50 µl Proben-Puffer aufgenommen. Die Proben wurden mittels 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 Zuckerstrukturen binden. Mit Hilfe dieser Eigenschaft 

sollte untersucht werden, ob und wie LYVE-1 bei den verwendeten LECs sialisiert ist. In 

diesem Versuch wurden Lektine aus Maackia amurensis (MAA) verwendet die spezifisch an 

α 2-3-gebundene sialisierte Endstrukturen binden. 

Für den Lektin-Pull-down-Assay wurden LECs wie in 2.2.2.6 beschrieben lysiert und 

Zellbruchstücke durch Zentrifugation entfernt. Das Lysat wurde für 1 h bei 37 °C mit dem 

Enzym Neuraminidase von Arthrobacter Ureafaciens inkubiert oder blieb unbehandelt. Diese 

Neuraminidase ist in der Lage, spezifisch Sialinsäurereste zu erkennen und abzuspalten. Nach 

erfolgter Neuraminidase-Behandlung wurden zu den Proben 40 µl immobiliserte MAA-

Lektine hinzugegeben. Der Lektin-Pull-down erfolgte für 4 h bei 4 °C. Anschließend wurden 

die Lektine bei 425 g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die Lektin-Beads wurden dreimal 

mit Lysis-Puffer gewaschen und in 50 µl Proben-Puffer resuspendiert. Die Analyse der 

Proben erfolgte mittels 8%igen SDS-PAGE und Western Blot.  

Um den Anteil an unsialiliertem LYVE-1 zu bestimmen, wurden die LECs lysiert und das 

Lysat mit Neuraminidase für 1 h bei 37 °C behandelt. Anschließend erfolgte ein MAA-Lektin 

Pull-down-Assay. Der Überstand der Proben wurde anschließend für eine LYVE-1-IP 

verwendet. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und Western Blot. 

2.2.2.8 FACS 

Mit Hilfe der FACS (Fluorescence-activated cell-sorting)-Analyse können verschiedene 

Eigenschaften von Zellen untersucht werden. Zum einen können die Granularität und 

Expression bestimmter Proteine auf der Oberfläche untersucht, zum anderen der Zellzyklus 

analysiert werden. Die zu untersuchenden Strukturen (DNA oder Proteine), werden dabei mit 

einem Farbstoff markiert. Bei der FACS-Messung werden die Zellen nacheinander durch ein 

dünnes Röhrchen in der FACS-Apparatur gedrückt und zu einem Laserstrahl weitergeleitet, 

der den Farbstoff anregt. 

Zur Untersuchung der Oberflächenexpression von Proteinen wurden die Zellen zuerst 

mehrmals mit PBS gewaschen und zur Ablösung mit 5 mM EDTA/PBS behandelt. Die 

abgelösten Zellen wurden bei 301 g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in PBS/ 

2% FCS aufgenommen. Pro Probe wurden 1 x 106 Zellen in ein well einer 96-well Platte 
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pipettiert. Zur Detektion von Oberflächenproteinen wurden die Zellen mit 100 µl einer 

Primärantikörper-Lösung für 1 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde bei 301 g für 3 min 

bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet dreimal mit PBS/ 2% FCS 

gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe des passenden, den Fluoreszenzfarbstoff-tragenden 

Sekundärantikörpers in 100 µl Volumen. Die Inkubation erfolgte für 30 min bei 4 °C. Danach 

wurden die Zellen abzentrifugiert, dreimal mit PBS/ 2% FCS gewaschen, in 500 µl PBS/ 2% 

FCS aufgenommen und in ein FACS-Analyseröhrchen überführt. Die Analyse der Proben 

erfolgte am FACS-Gerät. Als Kontrollen dienten sowohl ungefärbte Zellen als auch Zellen, 

die nur mit Sekundärantikörper oder Isotypkontrollen behandelt wurden. 

Neben der Untersuchung der Expression von Proteinen auf der Zelloberfläche lässt sich 

mittels FACS-Analyse auch der Zellzyklus von Zellen zum Zeitpunkt des Versuchs 

analysieren. Hierfür wurden Zellen mittels 5 mM EDTA/PBS–Lösung von der 

Zellkulturschale abgelöst und bei 301 g für 3 min und 4 °C abzentrifugiert. Anschließend 

wurden die Zellen mit 70% Ethanol über Nacht bei 4 °C fixiert. Am nächsten Tag wurden die 

fixierten Zellen abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Die Färbung der DNA 

erfolgte mit 20 µM Draq5 für 15 min. Anschließend erfolgte die Analyse des Zellzyklus 

mittels FACS-Messung. 

2.2.2.9 Immunfluoreszenz 

Die Immunfluoreszenz ermöglicht es, einzelne Strukturen und Proteine innerhalb und 

außerhalb von Zellen mittels Fluoreszenz-Farbstoffen und Lasermikroskopie sichtbar zu 

machen.  

Zur Analyse der Lokalisation und Expression intrazellulärer Proteine mittels 

Immunfluoreszenz wurden die Zellen auf 8-kämmerigen Objektträgern ausplattiert. Nach 

einer Stimulierung und dem Abschluss der gewünschten Inkubationszeit wurde das Medium 

abgesaugt und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 

4% PFA für 10 min bei RT. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen unter 

Verwendung einer Permeabilisierungs-Lösung (0,1% Triton-X-100 und 1% BSA) für 10 min 

bei RT permeabilisiert, um intrazelluläre Proteine später durch entsprechende Antikörper 

detektieren zu können. Zur vollständigen Entfernung der Permeabilisierungs-Lösung wurden 

die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zur Minimierung unspezifischer 

Antikörperbindungen wurden die Zellen mit einer Blockierlösung (10% Ziegenserum und 1% 
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BSA) für 1 h bei RT inkubiert. Die Lösung wurde dann abgesaugt und der Primärantikörper 

in der gewünschten Verdünnung in Blockierlösung aufgetragen. Die Inkubation erfolgte über 

Nacht bei 4 °C. Am nächsten Tag wurde die Lösung abgesaugt und die Zellen dreimal mit 

PBS gewaschen. Die Zugabe des passenden, mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten 

Sekundärantikörpers erfolgte in gewünschter Verdünnung in Blockierlösung. Eine 

Kernfärbung wurde mit 2 µg/ml DAPI und 10 µM Draq5 durchgeführt. Diese Inkubation 

erfolgte für 60 min bei RT im Dunkeln. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS 

gewaschen und die Objektträger mit Deckgläsern und PVA eingedeckelt. Die Analyse der 

Proben erfolgte mittels Lasermikroskopie. 

2.2.3 Methoden zur Produktion und Analyse von Zuckermolekülen 

2.2.3.1 Verdau von hochmolekularer Hyaluronsäure 

Hochmolekulare Hyaluronsäure (HMW-HA) wurde entweder mit einer Hyaluronidase aus 

Rinderhoden (BTH) oder dem Bakterium Streptomyces hyalurolyticus verdaut. 

Zur Gewinnung von Hyaluronsäurefragmenten (sHA) wurden 41,4 mg Healon in 0,3 M 

Natrium-Phosphat-Puffer pH 5,35 aufgenommen. Zur Verringerung der Viskosität und zur 

Erleichterung des enzymatischen Verdaus wurde die HMW-HA-Lösung mehrmals sonifiziert. 

Bei einem Verdau mit BTH wurde das Enzym in  einer Konzentration von 200 U/ml 

eingesetzt und der Ansatz für 6 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das Abstoppen des 

Verdaus erfolgte durch einen Hitzeschock für 15 min bei 95 °C. Der Verdau kann 

anschließend für kurze Zeit bei 4 °C gelagert werden, bei längeren Lagerungen sollte er bei -

20 °C aufbewahrt werden. 

Ein Verdau mit der bakteriellen Hyaluronidase aus Streptomyces hyalurolyticus (1 U/µl) 

erfolgte in 0,02 M Natriumacetatpuffer pH 6,0  für 6 h bei 60 °C. Die Reaktion wurde durch 

Erhitzen für 15 min auf 95 °C abgestoppt. 

2.2.3.2 Auftrennung von Hyaluronsäurefragmenten mittels Gelchromatographie 

Zur Größenauftrennung des HMW-Verdaus wurde eine Säulengelchromatographie 

durchgeführt. Dieses Verfahren basiert darauf, dass kleine HA-Fragmente in den 

Einbuchtungen des Säulenmaterials zurückgehalten werden, während größere Fragmente die 

Säule schneller passieren können. Durch Fraktionierung können somit sHA-Moleküle 

unterschiedlicher Größe voneinander separiert werden. 
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Als Säulenmaterial wurde das BioGel P-10 fine von BioRad verwendet. Nach einer 

Rehydrierung über Nacht wurde das Säulenmaterial mit 0,3 M Natriumphosphat-Puffer pH 

5,35 gewaschen und anschließend für mehrere Stunden entgast. Anschließend wurde das 

Säulenmaterial in die Säule gegossen und vor dem Gebrauch mit Puffer gewaschen. 

Schließlich wurde der HMW-HA-Verdau auf die Säule aufgetragen und mit Hilfe eines 

Fraktionensammlers fraktioniert. 

2.2.3.3 Bestimmen der Hyaluronsäurekonzentration in gesammelten Fraktionen 

Zur Bestimmung der sHA-Konzentration in den einzelnen Fraktionen wurde die optische 

Dichte (OD) bei λ = 210 nm gemessen. Als Standard diente HMW-HA.  

2.2.3.4 Bestimmung der Größe von Zuckermolekülen mittels FACE-Analyse 

Bei der FACE-Analyse (Fluorophorgestützte Kohlenhydratelektrophorese) handelt es sich um 

eine spezielle Form der Gelelektrophorese. Dabei wird sHA durch eine chemische 

Kopplungsreaktion zuerst mit dem Fluorophor 7-Amino-1,3-naphtalendisulfonsäure (ANDS) 

am reduzierenden Ende markiert und kann später mittels UV-Licht sichtbar gemacht werden. 

sHA und HA müssen vor der Analyse zuerst im Vakuumverdampfer für 2 h verdampft 

werden, um eine Verringerung des Volumens zu erzielen. Anschließend wurden die Proben in 

jeweils 5 µl 0,15 M ANDS- und NACNBH4- Lösung versetzt und die Kopplungsreaktion für 

16 h bei 37 °C durchgeführt. Danach wurden die Proben unter Vakuum für 1-2 h getrocknet 

und in 20 µl FACE-Gel Probenpuffer aufgenommen.  

Das für die FACE-Analyse verwendete Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammel- und 

einem Trenngel. Der 10 ml Ansatz für da Trenngel setzte sich aus 0,625 ml H2O, 8,125 ml 

40% Acrylamid, 1,25 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 30 µl 10% APS und 10 µl TEMED zusammen. 

Der 4 ml Ansatz für das Trenngel bestand aus 2,7 ml H2O, 0,8 ml 30% Acrylamid, 0,5 ml 1 M 

Tris pH 6,8, 20 µl 10% APS und 5 µl TEMED. 

Die Probentaschen wurden mit FACE-Gel-Laufpuffer gespült und die Proben aufgetragen. 

Anschließend wurde die Gelkammer mit kaltem Laufpuffer gefüllt und die Elektrophorese 

zuerst für 2 h bei 250 V durchgeführt, um eine einheitliche Lauffront der Proben zu bilden. 

Danach wurde die Elektrophorese bei 4 °C für 6 h bei 300 V fortgesetzt. Zur Dokumentation 

wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert. Als Marker dienten Fraktionen mit sHA-

Molekülen definierter Größe.  
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2.2.3.5 Bestimmen der Hyaluronsäurekonzentration in murinen Tumoren 

Zur Gewinnung interstitieller Tumorflüssigkeit (TIF) wurden Tumore zunächst zerkleinert. 

Mittels mehrerer Zentrifugationsschritte für 60 min bei 1841 g und 4 °C über einen 40 µm 

Nylon-Filter konnte die Tumorflüssigkeit gewonnen werden. Die TIF wurde nun auf einen 10 

kDa Amicon-Filter aufgetragen und für 60 min bei 17949 g bei 4 °C zentrifugiert. HA-

Fragmente kleiner als 26 Disaccharideinheiten (Ds) können den Filter passieren, größere 

Fragmente werden durch den Filter zurückgehalten. Die Konzentration der HA wurde mittels 

eines HA-ELISA-Kits (Echelon) nach den Anweisungen des Herstellers bestimmt.  

2.2.3.6 Aufbereitung der Hyaluronsäurefragmente für experimentellen Einsatz 

sHA wurde generell bei -20 °C in 0,3 M-Natriumphosphat-Puffer pH 5,35 gelagert. Vor der 

experimentellen Verwendung wurde die sHA gefällt. Hierfür wurde das 4-fache Volumen an 

100%igem Ethanol hinzugegeben und mindestens für 1 h bei -20 °C inkubiert. Anschließend 

wurden die Proben für 10 min bei 10621 g und 4 °C zentrifugiert, der Überstand abgenommen 

und das sHA-Pellet unter der Sterilbank über Nacht getrocknet. Am nächsten Tag wurde das 

Pellet im benötigten Volumen Medium resuspendiert. 

2.2.4 Zellkultur  

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C, 5% CO2, 21% O2 und 95% Luftfeuchtigkeit 

kultiviert. Bei primären humanen Lymphendothelzellen (LECs), humanen Perizyten (PCs), 

humanen glatten Muskelzellen (SMCs) und humanen mesenchymalen Stromazellen (MSCs) 

erfolgte die Kultivierung unter einer 5%igen O2-Atmosphäre. Kultivierte LECs wurden 

regelmäßig auf die Expression spezifischer Marker kontrolliert.  

2.2.4.1 Passagieren von Zellen 

Der Zustand und die Dichte der Zellen wurden regelmäßig unter einem Mikroskop 

beobachtet. Zum Splitten von Tumorzellen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal 

mit PBS gewaschen, und die Zellen durch Inkubation mit vorgewärmtem Trypsin abgelöst. 

Die Zellen wurden von dem Kulturgefäß abgespült, in ein Röhrchen überführt und für 3 min 

bei 301 g abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellen in frischem Medium 

resuspendiert und in der gewünschten Zelldichte in neue Kulturgefäße ausplattiert. 

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

Konfluenz zwischen 70-80% gesplittet werden. Hierfür wurde das Medium abgesaugt, die 
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Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit PBS/Trypsin/5 mM EDTA versetzt. Das 

Ablösen der Zellen wurde sorgfältig unter dem Lichtmikroskop beobachtet und die Zellen 

durch vorsichtiges Abspülen mit Medium von dem Kulturgefäß entfernt. Die LECs wurden 

anschließend für 3 min bei 301 g abzentrifugiert, in frischem Medium resuspendiert und in 

der gewünschten Zelldichte ausplattiert. 

2.2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die verwendeten Tumorzellen wurden nach dem Ablösen abzentrifugiert, der Überstand 

verworfen und in Einfriermedium (DMEM-Medium, 10% FCS, 1% Penicillin und 10% 

DMSO) resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend in Einfrierröhrchen überführt und bei 

-80 °C oder langfristig in flüssigem Stickstoff gelagert. LECs wurden in einem speziellen 

Medium eingefroren (FCS + 10% DMSO) und dauerhaft in flüssigem Stickstoff gelagert. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Die aufgetaute Zellsuspension 

wurde schnellstmöglich in 10 ml frisches Medium überführt, für 3 min bei 301 g 

abzentrifugiert und in frisches Medium überführt. Anschließend wurden die Zellen in ein 

Kulturgefäß ausgesät. Bei den empfindlicheren LECs wurde auf die Zentrifugation verzichtet 

und das DMSO-haltige Medium am nächsten Tag durch frisches Medium ersetzt. 

2.2.4.3 Bestimmen der Zellzahl 

Die Zellzahl einer Suspension wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer und eines 

Lichtmikroskops bestimmt. 50 µl der zu bestimmenden Zellsuspension wurden zur 

Bestimmung des Anteils toter Zellen mit 50 µl Trypan-Blau gemischt und zwischen die 

Zählkammer und einem Deckglas aufgetragen. Es wurden fünf innere vertikal verlaufende 

Kästchen ausgezählt und der erhaltene Wert mit 1 x 105 multipliziert. Alternativ können auch 

4 x 16 Kleinquadrate ausgezählt und der Wert mit 2 x 104 multipliziert werden. 

2.2.5 Zellkulturexperimente zur Funktionsanalyse von sHA im Prozess der 

Lymphangiogenese 

2.2.5.1 3H-Thymidin-Inkorporationsassay 

Mit Hilfe des 3H-Thymidin-Inkorporationsassays wurde die Proliferation von LECs in vitro 

bestimmt. Der Assay basiert auf der Fähigkeit proliferierender Zellen, 3H-gelabeltes 

Thymidin in ihre DNA einzubauen. Je stärker die Zellen proliferieren, desto mehr 3H-
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Thymidin wird in ihre DNA eingebaut. Dies bedeutet, dass eine hohe gemessene β-Strahlung 

mit einer erhöhten Proliferation der Zellen korreliert. 

Der Assay wurde stets in einer 96-well Platte durchgeführt. Die LECs wurden in einer Dichte 

von 1000 Zellen/well ausgesät und am nächsten Tag durch Zugabe von 50 µl Hungermedium 

(EBM-2-Medium; 1% Penicillin/Streptomycin)/well für 16 h gehungert. Am nächsten Tag 

wurde das Medium abgesaugt und durch frisches FCS-haltiges Kulturmedium und einen 

entsprechenden Stimulus ersetzt. Bei einer Behandlung mit blockierenden Antikörpern oder 

Inhibitoren wurden die Zellen für 1 h bei 37 °C mit diesen inkubiert und anschließend mit den 

Stimuli behandelt. Als Kontrolle dienten unstimulierte LECs, die mit Lösungsmittel, 

Isotypkontrollen oder HMW-HA behandelt wurden. Nach einer Inkubation von weiteren 72 h 

wurde in jede Probe 1 µCi 3H-Thymidin pipettiert. Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt, 

die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin für 30 min bei 37 °C behandelt. Die LECs 

wurden mit einem Erntegerät auf eine Filtermatte übertragen, wobei sie zerstört und ihre 3H-

Thymidin markierte DNA auf der Matte zurückgehalten wurde. Die durch das 3H emittierte β-

Strahlung wurde mittels Zugabe einer Sentilisationsflüssigkeit und eines β-Zählers gemessen 

und quantifiziert. 

2.2.5.2 Migrationsassay 

Hier sollte untersucht werden, inwiefern sHA die Migration von LECs beeinflusst. Bei diesem 

Migrationsassay handelt es sich um einen sogenannten „monolayer assay“, bei dem zwei 

konfluente Zellschichten durch einen künstlich erzeugten Spalt voneinander getrennt sind. 

Mittels Mikroskopie wurde die Fähigkeit der Zellen beobachtet, diesen Spalt zu schließen. 

Der Assay wurde im 12-well-Format durchgeführt. Zur künstlichen Herstellung zweier durch 

einen Spalt getrennten konfluenten Schichten von LECs wurden spezielle zweikammrige 

Inserts verwendet. In die beiden Kammern eines Inserts wurden 70 µl einer 7 x 105 Zellen/ml-

Zellsuspension pipettiert. In die äußeren Areale wurden 20.000 Zellen/cm2 pipettiert, um eine 

optimierte Kultivierung der LECs zu gewährleisten. Wichtig bei diesem Assay ist es, eine 

100% konfluente Zellschicht zu erhalten. 

Nach 24 h wurden nochmals 25 µl frisches Medium zu jeder Hälfte des Inserts gegeben. Am 

nächsten Tag wurde das Insert vorsichtig entfernt, die Zellrasen zweimal gründlich mit PBS 

gewaschen und sHA bzw. HMW-HA in der gewünschten Konzentration in Medium 

hinzugegeben.  
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Die Migration der Zellen wurde mittels Time-Lapse-Mikroskopie an einem Axiovert 200M 

fluo-Mikroskop dokumentiert, wobei jede Stunde Fotos geschossen wurden. Die Bestimmung 

der Migrationsrate erfolgte durch die AxioVision 4.7-Software. 

2.2.5.3 Gefäßbildung auf Matrigel 

Endothelzellen verfügen in vitro über die Fähigkeit, gefäßartige Strukturen zu bilden. In 

diesem Assay sollte untersucht werden, ob bzw. wie sHA diese Fähigkeit beeinflusst. Der 

Assay wurde im 24-well Format auf einer Matrigel-Matrix durchgeführt. 

Pro well wurden 400 µl einer Matrigellösung (3 mg/ml) pipettiert, die über Nacht bei 37 °C 

auspolymerisierte. Am nächsten Tag wurde das Matrigel mit PBS gewaschen und pro well 2 x 

105 LECs ausplattiert. Die Zellen wurden dann mit sHA bzw. HMW-HA in der gewünschten 

Konzentration behandelt und die Ausbildung gefäßartiger Strukturen wurde fotografisch 

dokumentiert. Zur Quantifizierung wurden die Verzweigungspunkte zwischen den sich 

gebildeten Strukturen ausgezählt. 

2.2.5.4 Untersuchung der durch Hyaluronsäurefragmente in LECs induzierten 

Signalwege 

Zur Untersuchung der Wirkung von sHA auf die Aktivierung bzw. Hemmung von zellulären 

Signalwegen in LECs wurde eine Reihe von Zeitreihen durchgeführt. LECs wurden für 

unterschiedlich lange Zeiträume mit verschiedenen Konzentrationen an sHA inkubiert, Lysate 

hergestellt und die Regulation von Signalmolekülen mittels SDS-PAGE und Western Blot 

untersucht.  

2.2.5.5 Untersuchung der Wirkung von Hyaluronsäurefragmenten und TGF-β auf die 

Expression lymphatischer Marker 

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

1, -2 oder -3 inkubiert, die Proteine im Überstand mit Strataclean-Beads aufkonzentriert und 

die Zellen mit Proben-Puffer lysiert. Bei einer Behandlung mit blockierenden Antikörpern 

wurden diese für 1 h bei 37 °C vor der Zugabe von sHA hinzugegeben. Die Proben wurden 

mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. 

Der Nachweis einer Prox-1-Expression erfolgte zusätzlich 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 Entnahme von Organen 

In 2-3 Monate alte Balb/c Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäuse wurden je 1 x 106 

metastasierende 4T1-Zellen subkutan implantiert. 

 Die Tumore wurden regelmäßig vermessen und das Volumen berechnet. Erreichte der Tumor 

eine Größe von 2 cm in einer Dimension wurden die Mäuse durch zervikale Dislokation 

getötet und der Primärtumor entnommen. Ein Teil des Primärtumors wurde für eine spätere 

RNA-Isolation bei -80 °C eingefroren, ein anderer Teil wurde in Einbettmedium für spätere 

histologische Analysen aufbewahrt. Aus dem Großteil des Tumors wurde mittels 

Zentrifugation die interstitielle Flüssigkeit gewonnen, die später auf ihre sHA- und HMW-

HA-Konzentration untersucht wurde (siehe 2.2.3.5). Zur Untersuchung des 

Metastasierungspotentials wurden die axillaren und inguinalen Lymphknoten entfernt, 

vermessen und eingebettet. Zusätzlich wurden die Lungen entnommen und die Anzahl der 

Metastasen mit Hilfe eines Binokular-Mikroskops bestimmt.
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3. Ergebnisse 

3.1 Untersuchung der Wirkung von sHA auf LECs in vitro 

In mehreren Studien konnten Effekte von sHA in vitro und in vivo auf die Proliferation und 

Migration verschiedenster Zelltypen bereits nachgewiesen werden (West und Kumar, 1989; 

Montesano et al., 1996; Rahmanian et al., 1997; Cui et al., 2009; Perng et al., 2011). Die 

Wirkung von sHA auf die Lymphangiogenese wurde bislang jedoch nicht analysiert und 

sollte in den folgenden Experimenten näher untersucht werden.   

3.1.1 Herstellung und Analyse von Hyaluronsäurefragmenten (sHA) 

Um die Wirkung von sHA auf das Verhalten von LECs untersuchen zu können, wurden 

zunächst HA-Fragmente enzymatisch hergestellt. Dazu  wurde eine Säuger-Hyaluronidase aus 

Rinderhoden (BTH) und eine Hyaluronidase aus Streptomyces hyalurolyticus verwendet. 

BTH spaltet HMW-HA wie humane Hyaluronidasen an β-1,4-glykosidischen Bindungen. Die 

bakterielle Hyaluronidase spaltet β-1,3-glykosidische Bindungen. Durch den Einsatz dieser 

beiden unterschiedlich agierenden Enzyme war es möglich, sHA mit N-Acetylglucosamin 

bzw. Glucuronsäure am reduzierenden Ende zu produzieren und auch den potentiellen Effekt 

dieser unterschiedlichen Endstrukturen auf das Verhalten der LECs zu untersuchen.  

 

Abbildung 1: Größenbestimmung von Hyaluronsäurefragmenten mittels FACE-Analyse.  

Hochmolekulare Hyaluronsäure wurde mit Hyaluronidase aus Rinderhoden (BTH) verdaut und 
gelchromatographisch aufgetrennt. Hyaluronsäurefragmente aus verschiedenen Fraktionen (36 und 47) 
und zuvor bereits erfolgreich verdaute HA wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff ANDS gekoppelt und 
mittels Polyacrylamidgelelektrophorese (FACE-Analyse) aufgetrennt. Die Größenzuordnung erfolgte 
durch die Verwendung eines zuvor etablierten Markers, hier vertreten durch Fraktion 55 mit sHA 
einer Größe von 8 Ds. 
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Nach Sonifizierung und dem enzymatischen Verdau der HMW-HA wurden die 

entsprechenden Ansätze auf eine Säule aufgetragen und mittels Gelchromatographie 

größenabhängig fraktioniert. Hierbei werden große Fragmente zuerst, kleinere sHA-Moleküle 

später eluiert. Danach wurde die Konzentration der Fraktionen photometrisch bestimmt, und 

die Größe der sHA mittels ANDS-Kopplung und FACE-Analyse bestimmt (Abbildung 1).   

3.1.2 sHA vermittelt einen biphasischen Effekt auf die Proliferation von LECs 

Um einen möglichen Effekt von sHA auf die Proliferation von LECs zu untersuchen, wurden 

primäre humane LECs für 96 h mit sHA behandelt. Dabei wurden sowohl unterschiedliche 

sHA-Konzentrationen und -Größen als auch sHA-Moleküle verwendet, die mittels BTH oder 

der bakteriellen Hyaluronidase aus Streptomyces hyalurolyticus aus HMW-HA generiert 

wurden. Auf diese Weise sollte sowohl eine mögliche Größen- und 

Konzentrationsabhängigkeit als auch der Einfluss der chemischen Struktur des reduzierenden 

Endes auf die Proliferation der LECs erfasst werden. Zur Quantifizierung wurde der Einbau 

von 3H-markierter DNA in proliferierende Zellen gemessen. 

Dabei zeigte sich, dass sHA aus einem BTH-HA-Verdau einen biphasischen Effekt auf die 

Proliferation von LECs hat. sHA-Moleküle einer Größe von 4-13 Ds und in einem 

Konzentrationsbereich von 1-10 µg/ml besaßen eine pro-proliferative Wirkung auf die LECs, 

während 3 Ds und HMW-HA keinen Effekt vermittelten (Abbildung 2A). Außerdem konnte 

zusätzlich ein anti-proliferativer Effekt bei hohen sHA-Konzentrationen ab 20 µg/ml 

festgestellt werden (Abbildung 2A).  

Wie die sHA aus einem HA-Verdau mit BTH induzieren auch durch bakterielle 

Hyaluronidase generierten sHA-Moleküle einen biphasischen Effekt auf die Proliferation der 

LECs (Abbildung 2B). Bei niedrigen sHA-Konzentrationen konnte eine pro-proliferative 

Wirkung beobachtet werden, während speziell bei den 4-7 Ds großen sHA-Molekülen bei 

Konzentrationen ab 20 µg/ml eine deutliche inhibitorische Wirkung zu erkennen war 

(Abbildung 2B). Dies spricht dafür, dass die unterschiedliche chemische Struktur des 

reduzierenden Endes der sHA-Moleküle keinen Einfluss auf deren pro- und anti-proliferativen 

Effekte besitzt. 
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Abbildung 2: Hyaluronsäurefragmente vermitteln einen größen- und konzentrationsabhängigen 
biphasischen Effekt auf die Proliferation von primären humanen LECs. 

Primäre humane LECS wurden für 96 h mit verschiedenen Konzentrationen und Größen von sHA 
behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und HMW-HA. Nach 72 h wurde zu den LECs 
1µCi 3H-Thymidin gegeben und nach weiteren 24 h wurden die Proben geerntet und die β-Strahlung 
gemessen. (A) LECs wurden mit verschieden großen sHA-Fragmenten eines Verdaus mit BTH oder 
unverdauter HMW-HA behandelt. Als Konzentrationen wurden 1, 2,5, 5, 10, 20 und 50 µg/ml 
eingesetzt. (B) LECs wurden mit sHA-Molekülen aus verschiedenen Fraktionen eines HA-Verdaus 
mit bakterieller Hyaluronidase aus Streptomyces hyalurolyticus behandelt. Als Konzentrationen 
dienten 1, 2,5, 10 und 20 µg/ml. (C) LECs wurden mit equimolaren Konzentrationen (0,5, 1, 5, und 15 
µM) von sHA aus einem Verdau mit BTH inkubiert. Alle Proben wurden in Triplikaten durchgeführt. 
Die Fehlerbalken repräsentieren Standardfehler.  

Durch den Einsatz equimolarer Konzentrationen sollte getestet werden, welche sHA-

Fragmente den stärksten Einfluss auf die Proliferation der LECs besitzen. Es stellte sich 

heraus, dass kleine sHA-Moleküle einen deutlich stärkeren pro-proliferativen Effekt 

hervorrufen als größere HA-Fragmente (Abbildung 2C). Außerdem ist sowohl bei kleinen als 
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auch bei großen sHA-Molekülen ein anti-proliferativer Effekt bei hohen Konzentrationen zu 

beobachten (Abbildung 2C). 

Aufgrund der starken pro-proliferativen Eigenschaften der kleineren sHA-Moleküle wurden 

für die weiteren Versuche sHA einer Größe von 4-10 Ds verwendet. 

3.1.3 sHA hemmt die Migration von LECs in vitro 

sHA kann die Migration von Blutendothelzellen stimulieren (Sattar et al., 1994; Gao et al., 

2008). Im Folgenden sollte die Wirkung von sHA auf das Migrationsverhalten humaner LECs 

in vitro untersucht werden. Hierfür wurde ein sogenannter „Monolayer assay“ durchgeführt. 

Dabei werden zwei konfluente Zellpopulationen durch einen künstlich hergestellten Spalt 

voneinander getrennt. LECs wurden für 12 h, 24 h und 36 h mit sHA bzw. HMW-HA 

behandelt und die Auswirkung dieser Behandlung auf das Schließen des Spaltes wurde 

untersucht. 

Im Gegensatz zu HMW-HA und niedrigen sHA-Konzentrationen hemmen hohe sHA- 

Konzentrationen die Migration von LECs in vitro signifikant (Abbildung 3). Dies spricht für 

eine konzentrationsabhängige Inhibierung der Migration durch sHA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Hohe sHA-Konzentrationen hemmen die Migration von LECs in vitro. 

Humane LECs wurden für 12, 24 und 36 h mit sHA oder HMW-HA (1, 5 und 30 µg/ml) behandelt. 
Das Schließen des zuvor künstlich hergestellten Spaltes zwischen den LECs wurde photographisch 
dokumentiert. Der prozentuale Anteil des ungeschlossenen Areals wurde quantifiziert. Fehlerbalken 
repräsentieren Standardfehler. * = p < 0,05; *** = p < 0,005. 
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3.1.4 sHA inhibiert die Gefäßbildung von LECs konzentrationsabhängig 

sHA kann die Ausbildung von Gefäßstrukturen durch Blutendothelzellen fördern (Rahmanian 

et al., 1997; Matou-Nasri et al., 2009). Hier sollte nun untersucht werden, ob sHA auch die 

Gefäßbildung von LECs beeinflusst. Dafür wurden in einem 2D Tubule-formation-Assay 

LECs auf einer Matrigelmatrix ausgesät, mit verschiedenen sHA-Konzentrationen behandelt 

und die Ausbildung von Gefäßstrukturen dokumentiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: sHA-Moleküle vermitteln einen konzentrationsabhängigen inhibitorischen Effekt 
auf die Bildung gefäßartiger Strukturen durch LECs in vitro.  

2D Tubule-formation-Assay zur Untersuchung des Effekts von sHA und HMW-HA auf die 
Gefäßbildung von LECs in vitro. Auf einer Matrigelmatrix ausplattierte LECs wurden für 5-7 h mit 
sHA und HMW-HA behandelt (1, 5, 20 und 30 µg/ml). Die Ausbildung der gefäßartigen Strukturen 
wurde photographisch dokumentiert. Zur Quantifizierung wurden die Verzweigungspunkte zwischen 
den gebildeten Strukturen ausgezählt. (A) Mit steigenden sHA-Konzentrationen ist eine deutliche 
Abnahme der Gefäßstrukturen zu erkennen, wobei der Effekt von HMW-HA deutlich geringer 
ausfällt. (B) Die Quantifizierung zeigt einen deutlichen signifikanten konzentrationsabhängigen 
inhibitorischen Effekt von sHA auf die Gefäßbildung von LECs auf Matrigel. Die Fehlerbalken 
repräsentieren den Standardfehler. * = p< 0,05; ** = p< 0,01; *** = p< 0,005. 
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Bei steigenden sHA-Konzentrationen war eine deutliche Abnahme der Ausbildung 

gefäßartiger Strukturen zu beobachten (Abbildung 4A und 4B). Eine Quantifizierung der 

Verzweigungspunkte zwischen den neugebildeten Gefäßstrukturen zeigte, dass HMW-HA 

ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf die LECs hat, diese jedoch deutlich schwächer 

ausfällt als der konzentrationsabhängige inhibitorische Effekt von sHA (Abbildung 4B). 

3.1.5 Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen G1-Arrest in LECs 

Offensichtlich beeinflusst sHA die Proliferation, Migration und die Ausbildung von 

Gefäßstrukturen von LECs  größen- und konzentrationsabhängig. Diese Prozesse werden 

stark durch den Zellzyklus der LECs reguliert. Daher sollte im Folgenden untersucht werden, 

wie sHA den Zellzyklus von LECs beeinflusst.  

Zu diesem Zweck wurden LECs mit verschiedenen sHA-Konzentrationen behandelt, und die 

Verteilung der Zellen im Zellzyklus durchflusszytometrisch bestimmt. 

Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen G1-Arrest in LECs, während niedrige 

Konzentrationen und HMW-HA keinen Einfluss besitzen (Abbildung 5). Der durch sHA 

induzierte G1-Arrest steht im Einklang mit dem bei hohen sHA-Konzentrationen 

beobachteten anti-proliferativen Effekt. 

 

Abbildung 5: Hohe sHA-Konzentrationen induzieren einen G1-Arrest in LECs in vitro. 

Primäre humane LECs wurden für 48 h mit 5 oder 20 µg/ml sHA oder HMW-HA behandelt. Als 
Kontrolle dienten unbehandelte LECs. Die Zellzyklusverteilung der LECs wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt und quantifiziert. Fehlerbalken repräsentieren Standardfehler. *** = 
p< 0,005 
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3.1.6 sHA vermittelt eine additiven Effekt mit VEGF-C und FGF-2  

Die Lymphangiogenese wird durch verschiedene Faktoren reguliert. Zu den prominentesten 

pro-lymphangiogenen Faktoren zählen VEGF-C, FGF-2 und PDGF-BB (Jeltsch et al., 1997; 

Cao et al., 2004; Chang et al., 2004). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sHA 

möglicherweise zusammen mit VEGF-C, FGF-2 oder PDGF-BB einen additiven Effekt auf 

die Proliferation von LECs vermitteln. Dies könnte einen Aufschluss auf die Wirkungsweise 

von sHA bezüglich seiner pro-proliferativen Eigenschaften geben. 

Zu diesem Zweck wurden LECs mit verschiedenen pro-lymphangiogenen Faktoren in 

Kombination mit sHA behandelt. Hierbei wurden suboptimale Konzentrationen eingesetzt, 

um additive oder synergistische Effekte registrieren zu können. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: sHA vermittelt zusammen mit VEGF-C und FGF-2 einen additiven Effekt auf die 
Proliferation von primären humanen LECs.  

Primäre humane LECs wurden für 96 h mit verschiedenen Konzentrationen von sHA und pro-
lymphangiogenen Faktoren inkubiert. (A) Behandlung von LECs mit 5 bzw. 10 µg/ml sHA kombiniert 
mit einer Stimulation mit 100 bzw. 200 ng/ml VEGF-C. (B) Kombinierte Behandlung der LECs mit 1 
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µg/ml sHA und 10 ng/ml FGF-2. (C) Stimulation von LECs mit 5 µg/ml sHA und 10 ng/ml PDGF-
BB. Fehlerbalken repräsentieren Standardfehler. * = p< 0,05; ** = p< 0,01; *** = p< 0,005. 

Eine kombinierte Stimulation von LECs mit sHA und VEGF-C bzw. FGF-2 vermittelt einen 

additiven Effekt auf die Proliferation primärer humaner LECs (Abbildung 6A und 6B). Im 

Gegensatz hierzu ist bei einer Behandlung der LECs mit sHA und PDGF-BB keine additive 

Wirkung der Stimuli zu erkennen (Abbildung 6C). Dies legt den Schluss nahe, dass sHA 

seine pro-proliferative Wirkung unabhängig von VEGF-C und FGF-2 vermittelt. 

3.2 Identifizierung und Charakterisierung des Rezeptors für sHA auf humanen LECs 

Das Verhalten von LECs kann durch sHA in unterschiedlicher Weise beeinflusst werden. In 

dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, über welchen Rezeptor bzw. welche Rezeptoren 

diese Effekte vermittelt werden. 

3.2.1 CD44, TLR-4 und LYVE-1 werden auf der Oberfläche von LECs exprimiert 

Sowohl CD44, als auch TLR-4 können auf unterschiedlichen Zelltypen als sHA-Rezeptoren 

fungieren (Termeer et al., 2002; Taylor et al., 2004, 2007; Wang et al., 2011). Zur 

Bestimmung des potentiellen Rezeptors von sHA auf LECs wurde zunächst die Expression 

von CD44 und TLR-4 auf der Oberfläche von LECs mittels FACS-Messung analysiert. 

Aufgrund seiner hohen strukturellen Homologie zu CD44 und seiner möglichen Rolle in der 

HA-Bindung wurde außerdem die Expression von LYVE-1 auf LECs untersucht. 

Die Expression von CD44, TLR-4 und LYVE-1 auf der Oberfläche der LECs konnte mittels 

FACS-Messung bestätigt werden (Abbildung 7). 

 

Abbildung 7: CD44, TLR-4 und LYVE-1 sind auf der Oberfläche humaner LECs exprimiert. 

Primäre humane LECs wurden mit spezifischen Antikörpern gegen CD44, TLR-4 und LYVE-1 
gefärbt, und die Expression der Oberflächenmoleküle mittels 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, die für die sHA-vermittelten Effekte 

verantwortlich sind, wurden LECs mit entsprechenden Konzentrationen an sHA und 

spezifischen blockierenden Antikörpern gegen LYVE-1, CD44 und TLR-4 behandelt. Zudem 

kam der spezifische TLR-4-Signaltransduktionsinhibitor CLI-095 zum Einsatz.  

Eine Blockade von LYVE-1 führte zu einer Aufhebung des pro-proliferativen Effekts 

niedriger sHA-Konzentrationen (Abbildung 8A und 8B). Allerdings wurde der inhibitorische 

Effekt hoher sHA-Konzentrationen nicht durch diese Blockade beeinflusst (Abbildung 8A 

und 8B).  

Sowohl die Blockade der Rezeptoren CD44 und TLR-4 als auch die Inhibierung der TLR-4- 

Signaltransduktionskaskade durch CLI-095 hatten keinen Effekt auf die 

konzentrationsabhängige pro-proliferative oder inhibitorische Wirkung von sHA auf LECs 

(Abbildung 8C-8E). Somit vermittelt der lymphatische Marker LYVE-1 die pro-proliferative 

Wirkung von sHA auf LECs, während CD44 und TLR-4 an diesem 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-Antikörpern, einer entsprechenden Isotypkontrolle 
und sHA behandelt, und ihre Proliferation durch den Einbau von 3H-Thymidin analysiert. (B) LECs 
wurden mit monoklonalen LYVE-1 blockierenden mAB 3A-Antikörpern, einer entsprechenden 
Isotypkontrolle und sHA behandelt und ihre Proliferation mittels 3H-Thymidininkorporationsassays 
bestimmt. (C) LECS wurden mit blockierenden anti-CD44-Antikörpern, einer entsprechenden 
Isotypkontrolle und sHA behandelt, und ihre Proliferation durch den Einbau von 3H-Thymidin 
analysiert. (D) LECs wurden mit blockierenden anti-TLR-4-Antikörpern, einer entsprechenden 
Isotypkontrolle und sHA behandelt, und ihre Proliferation in 3H-Thymidininkorporationsassays 
bestimmt. (E) LECs wurden mit dem TLR-4 spezifischen Signaltransduktionsinhibitor CLI-095 und 
sHA behandelt, und ihre Proliferation durch den Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. Fehlerbalken 
repräsentieren Standardfehler. 

3.2.3 Analyse des Sialisierungstatus von  LYVE-1  

Glykosilierungen spielen eine wichtige Rolle in der Regulierung von Bindungen zwischen 

Rezeptoren und Liganden. LYVE-1 weist verschiedene Modifizierungen der extrazellulären 

Domäne mit Zuckermolekülen auf (Nightingale et al., 2009). Es handelt sich dabei vor allem 

um O-Glykosilierungen und Modifikationen mit Sialinsäureresten an der Stammregion von 
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LYVE-1 (Nightingale et al., 2009). Diese Sialisierung ist zelltypspezifisch und kann die 

Bindung von HMW-HA regulieren (Nightingale et al., 2009).  

LYVE-1 wurde in Blockierungsversuchen als Mediator des pro-proliferativen Effekts von 

niedrigen sHA-Konzentrationen identifiziert (Abbildung 8A und 8B). Die Sialisierung von 

LYVE-1 könnte neben der Bindung von HMW-HA auch die Interaktion mit sHA 

beeinflussen. Aus diesem Grund wurde im Folgenden der Sialisierungsstatus von LYVE-1 auf 

LECs untersucht. 

In einem ersten Versuch wurden LEC-Lysate mit dem Enzym Neuraminidase aus 

Arthrobacter ureafaciens  inkubiert. Diese Neuraminidase ist in der Lage, spezifisch 

Sialinsäurereste abzuspalten. Nach der enzymatischen Reaktion wurde mit dem Lysat eine 

LYVE-1-Immunpräzipitation durchgeführt. Die Behandlung des LEC-Lysats mit 

Neuraminidase führte zu einer Reduktion der molekularen Masse von LYVE-1 im SDS-

PAGE (Abbildung 9A), was dahingehend interpretiert werden kann, dass die Neuraminidase 

Sialinsäurereste von LYVE-1 abspaltet und sich somit das Molekulargewicht von LYVE-1 

sichtbar verringert. Die Behandlung des LEC-Lysats mit Neuraminidase, gefolgt von einem 

Pull-down-Experiment mit sialinsäurespezifischen Lektinen aus Maackia Amurensis (MAA), 

führte im SDS-PAGE zu einem Verschwinden der LYVE-1-Bande, die in unbehandelten 

Lysaten detektierbar war (Abbildung 9B). Dies ist ein weiterer Beleg für die Sialisierung von 

LYVE-1. Um den Anteil an sialilierten LYVE-1-Molekülen an der Gesamtmenge von LYVE-

1 auf den verwendeten LECs zu bestimmen, wurden LEC-Lysate mit Neuraminidase 

behandelt und ein Pull-down-Assay mit MAA-Lektinen und daran anschließend eine LYVE-

1-IP durchgeführt (Abbildung 9C). Hierbei konnte gezeigt werden, dass offensichtlich alle der 

sichtbaren LYVE-1 Moleküle auf den LECs in sialisierter Form vorlagen (Abbildung 9C). 
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Abbildung 9: Das Gros der LYVE-1-Moleküle auf der Oberfläche von LECs ist sialisiert. 

(A) Primäre humane LECs wurden lysiert und die Zellreste mit Neuraminidase aus Arthrobacter 
ureafaciens behandelt, oder blieben unbehandelt. Anschließend erfolgte eine LYVE-1-IP. Als 
Kontrolle dienten unbehandelte Lysate und Isotypkontrollantikörper. (B) LEC-Lysat wurde mit 
Neuraminidase behandelt. Danach erfolgte ein Pull-down Assay mit immobilisierten Lektinen aus 
Maackia amurensis (MAA) um spezifisch sialisierte Moleküle zu binden. Unbehandelte Lysate 
fungierten als Kontrolle (C) LEC-Lysate wurden mit Neuraminidase behandelt oder blieben 
unbehandelt. Nach einem durchgeführten MAA-Lektin Pull-down wurde der Überstand der Proben für 
eine LYVE-1-IP verwendet. Alle Proben wurden im SDS-PAGE und Western Blot mit LYVE-1 -
spezifischen Antikörpern analysiert. (N. = Neuraminidase-Behandlung); (MAA = Behandlung mit 
immobilisierten MAA-Lektinen) 

 

3.2.4 Auf LECs kann LYVE-1 nicht als Corezeptor für PDGFβRs fungieren 

Es wird berichtet, dass LYVE-1 durch eine Komplexbildung mit PDGFβR und β-Catenin an 

der Regulierung des lymphatischen Flusses beteiligt, wobei LYVE-1 als Corezeptor von 

PDGFβR fungiert (Boensch et al., 1999; Hou et al., 2011, 2012). Um zu überprüfen, ob 

LYVE-1 seine Funktion in der sHA-vermittelten Lymphangiogenese als Corezeptor von 

PDGFβR oder PDGFαR vermittelt, wurde die Expression dieser Rezeptoren auf RNA- und 

Proteinebene untersucht.  
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Weder PDGFβR noch PDGFαR werden auf der RNA- oder der Proteinebene von LECs 

exprimiert (Abbildung 10A und 10B). Somit kann eine Corezeptorfunktion von LYVE-1 für 

die PDGF-Rezeptoren auf den LECs ausgeschlossen werden. Dies bestätigt eine zentrale 

Rolle von LYVE-1 als Rezeptor in der sHA-vermittelten Lymphangiogenese. 

 

 

Abbildung 10: PDGFβR und PDGFαR werden weder auf Proteinebene noch auf RNA-Ebene in 
LECs exprimiert. 

(A) Primäre humane LECs und mesenchymale Stromazellen (MSCs) wurden mit anti-PDGFαR- bzw. 
PDGFβR-Antikörpern oder entsprechenden Isotypkontrollen inkubiert. Die Expression der beiden 
Oberflächenrezeptoren wurde mittels FACS-Analyse bestimmt. (B) Mittels RT-PCR wurde die 
Expression von PDGFαR, PDGFβR und PDGF-BB in drei verschiedenen Lots von LECs untersucht. 
Als Kontrolle dienten Perizyten (PCs), mesenchymale Stromazellen (MSCs) und glatte Muskelzellen 
(SMCs). HPRT fungierte als Ladekontrolle. 

3.3 Untersuchung der molekularen Wirkungsweise niedriger sHA-Konzentrationen  

In den zuvor durchgeführten Experimenten konnte gezeigt werden, dass niedrige 

Konzentrationen von sHA in einem Bereich von 1-5 µg/ml pro-proliferativ auf humane LECs 

wirken. Im Folgenden sollte das Augenmerk darauf gerichtet werden, welche molekularen 

Mechanismen und Signalwege diesen stimulatorischen Effekt von sHA vermitteln. 

3.3.1 Der pro-proliferative Effekt von sHA ist unabhängig von IL-6 

Das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-6 (IL-6) reguliert neben Immunprozessen auch 

Angiogenese und Lymphangiogenese. Sowohl im Tumorkontext als auch bei 

Entzündungsreaktionen ist IL-6 in der Lage, die Neubildung von Lymphgefäßen zu 

induzieren (Yao et al., 2006; Botto et al., 2011; Fiorentini et al., 2011; Shinriki et al., 2011). 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass sHA in der Lage ist, die Expression von IL-6 in 
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humanen Chondrozyten zu induzieren (Campo et al., 2010). Interessanterweise induziert sHA 

in niedrigen Konzentrationen die Expression von IL-6 auch in humanen LECs (Schmaus, 

Doktorarbeit, 2011). Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob der pro-proliferative 

Effekt niedriger sHA-Konzentrationen über den pro-lymphangiogenen Faktor IL-6 vermittelt 

wird.   

Zu diesem Zweck wurden 3H-Thymidin-Inkorporationsexperimente durchgeführt, in denen 

LECs mit neutralisierenden anti-IL-6-Antikörpern und sHA behandelt wurden.  

IL-6 stimulierte dabei die Proliferation humaner LECs signifikant und 

konzentrationsabhängig (Abbildung 11A). Die Behandlung der LECs mit blockierenden anti-

IL-6-Antikörpern führte zu einem deutlichen Rückgang der IL-6-induzierten Proliferation der 

Zellen (Abbildung 11A). Der konzentrationsabhängige pro-proliferative Effekt von sHA wird 

durch eine Präinkubation der LECs mit blockierenden IL-6-Antikörpern nicht beeinflusst 

(Abbildung 11B). Der pro-proliferative Effekt niedriger sHA-Konzentrationen ist demnach 

trotz induzierter IL-6-Expression unabhängig von diesem Zytokin. 

 

Abbildung 11: IL-6 besitzt keinen Einfluss auf die pro-proliferative Wirkung von sHA. 

(A) Primäre humane LECs wurden in 3H-Thymidininkorporationsassays mit blockierendem anti-IL-6- 
Antikörper oder einer entsprechenden Isotypkontrolle inkubiert. Anschließend wurden die LECs für 
96 h mit 100 bzw. 250 ng/ml IL-6 inkubiert. (B) LECs wurden für 1 h mit blockierendem anti-IL-6- 
Antikörper oder einer entsprechenden  Isotypkontrolle inkubiert. Anschließend wurden die LECs für 
weitere 96 h mit 1, 5 bzw. 30 µg/ml sHA behandelt. Die Fehlerbalken repräsentieren den 
Standardfehler. * = p< 0,05. 
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3.3.2 Identifizierung der von sHA in LECs regulierten Zellsignalwege 

Zum besseren Verständnis der Wirkungsweise von sHA auf das Verhalten von LECs sollte 

untersucht werden, welche Zellsignalwege durch sHA in LECs reguliert werden. Im Rahmen 

der sHA-vermittelten Aktivierung von Immunzellen, der Angiogenese oder im Tumorkontext 

konnten bereits mehrere Zellsignalwege identifiziert werden, die durch sHA aktiviert werden. 

sHA vermittelt die Reifung und Zytokinexpression von dendritischen Zellen und 

Makrophagen über die Aktivierung des ERK-Signalweges unter Beteiligung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB (Termeer et al., 2000, 2002; Horton et al., 2002). Eine 

Behandlung von Endothelzellen mit sHA führt zudem zu einer Aktivierung des ERK-

Signalweges unter Beteiligung der Proteinkinase C. Eine Blockade der sHA-induzierten und 

CD44-abhängigen ERK-Aktivierung inhibiert hingegen die Proliferation der Endothelzellen 

(Slevin et al., 1998). 

Zur Identifizierung der in LECs durch sHA induzierten Signalwege wurden die Zellen mit 

sHA inkubiert und in Zeitreihen mögliche Anstiege oder Abnahmen am Anteil 

phosphorylierter Signalmoleküle untersucht. 

Die Behandlung von LECs mit einer pro-proliferativen sHA-Konzentration von 5 µg/ml 

führte zu keiner sichtbaren Regulation der Expression der untersuchten Signalmoleküle 

(Abbildung 12A). Gelegentliche leichte Regulationen konnten nicht bestätigt werden. Die 

Inkubationszeiten wurden bis auf mehrere Stunden ausgeweitet, doch konnten auch dort keine 

zuverlässigen und reproduzierbaren Veränderungen in der Anzahl der phosphorylierten 

Signalmoleküle beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 12A: Untersuchung der Regulierung von Signalmolekülen in LECs nach einer 
Behandlung mit sHA.  

Primäre humane LECs wurden für 0, 1, 5, 10 und 30 min mit 5 µg/ml sHA inkubiert oder blieben 
unbehandelt. Nach der Stimulierung wurden die Zellen lysiert und das Lysat mittels SDS-PAGE und 
Western Blot analysiert. Die Primärantikörper wurden in optimierten Konzentrationen über Nacht bei 
4 °C in 1% BSA-Lösung inkubiert. Die Inkubation mit dem 1:1000 verdünnten HRP-gekoppelten 
Sekundärantikörper erfolgte für 30 min bei RT. Als Kontrolle dienten unbehandelte LECs. 

Der NF-κB-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei sHA-induzierten Effekte in einer Reihe 

von verschiedenen Prozessen (Fitzgerald et al., 2000; Horton et al., 2002; Termeer et al., 

2002). Die mögliche Aktivierung des NF-κB-Signalweges durch sHA, in deren Folge eine 

Translokation von NF-κB vom Zytoplasma in den Kern stattfindet, wurde durch 

Immunfluoreszenztechniken untersucht. 

Während die Behandlung von LECs mit LPS die Translokation von NF-κB vom Zytoplasma 

in den Nukleus induziert (Abbildung 12B), konnte weder bei niedrigen sHA-Konzentrationen 
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von 1 und 5 µg/ml noch bei 30 µg/ml eine entsprechende Translokation beobachtet werden 

(Abbildung 12B). 

 

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

Primäre humane LECs wurden mit 10 µg/ml LPS oder 0, 1, 5 und 30 µg/ml sHA behandelt. 
Anschließend wurden die LECs gewaschen, fixiert und permeabilisiert. Die Zellkerne wurden mittels 
DAPI angefärbt, die Detektion von NF-κB p65 erfolgte durch spezifische Antikörper. In der linken 
Spalte sind die Kernfärbungen, in der Mitte die Färbung von NF-κB p65 und rechts die Merge-
Aufnahmen zu erkennen. 
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3.4 Untersuchung der Wirkungsmechanismen hoher sHA-Konzentrationen  

Hohe sHA-Konzentrationen ab 20 µg/ml wirken inhibitorisch auf die Proliferation und 

Migration von LECs, hemmen die Ausbildung gefäßartiger Strukturen und beeinflussen den 

Zellzyklus durch Induktion eines G1-Arrests. Im Folgenden sollte untersucht werden, welche 

molekularen Mechanismen diese inhibitorischen Effekte vermitteln und welchen zusätzlichen 

Einfluss hohe sHA-Konzentrationen auf LECs haben.  

3.4.1 Der anti-proliferative Effekt von sHA wird durch TGF-β vermittelt  

Hohe sHA-Konzentrationen führen zu einer Hochregulierung von TGF-β-1, -2 und -3 in 

LECs auf RNA- und Proteinebene (Schmaus, Doktorarbeit, 2011). TGF-β spielt eine wichtige 

Rolle im Kontext von Tumoren, Wundheilung und Lymphödemen und besitzt anti-

lymphangiogene Wirkung (Clavin et al, 2008; Oka et al., 2008; Avraham et al., 2010a; Liao et 

al., 2011; Suzuki et al., 2012). Aufgrund seiner anti-lymphangiogenen Wirkungsweise und 

seiner möglichen Rolle in der Vermittlung des inhibitorischen Effekts hoher sHA-

Konzentrationen auf das Verhalten von LECs sollte die Wirkung der TGF-β-Isoformen 1, 2 

und 3 auf die Proliferation humaner LECs untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden 

LECs entweder mit den drei Isoformen behandelt oder TGF-β durch entsprechende 

Antikörper neutralisiert und die Auswirkung dieser Inhibierung auf die Proliferation der LECs 

analysiert.  

 

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

(A) Primäre humane LECs wurden für 96 h mit 0, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3 und 10 ng/ml TGF-β-1, -2 
und -3 inkubiert. (B) LECs wurden für 1 h mit 20 µg/ml pan-anti-TGF-β-Antikörper inkubiert, gefolgt 
von einer Inkubation mit 0, 1, 2,5, 5, 10 und 30 µg/ml sHA für 96 h. Der Einfluss auf die Proliferation 
wurde durch 3H-Thymidininkorporation getestet. Fehlerbalken repräsentieren Standardfehler. 
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Alle drei TGF-β-Isoformen wirken konzentrationsabhängig anti-proliferativ (Abbildung 13A). 

Im Kontext von sHA führte die Neutralisierung von TGF-β durch einen pan-anti-TGF-β-

Antikörper bei gleichzeitiger Behandlung mit sHA zu einer deutlichen Reduktion des 

inhibitorischen Effekts hoher sHA-Konzentrationen (Abbildung 13B). Dies legt nahe, dass die 

hemmende Wirkung von sHA durch die durch hohe sHA-Konzentrationen induzierte TGF-β-

Expression vermittelt wird.  

3.4.2 TGF-β induziert eine Herrunterregulierung lymphatischer Marker in LECs 

TGF-β-1 ist in der Lage in primären Endothelzellen eine Endotheliale-Mesenchymale-

Transition (EndoMT) zu induzieren. Diese geht mit einer morphologischen Veränderung der 

Zellen, einer Herrunterregulierung endothelialer oder lymphatischer Marker und einer 

Hochregulierung mesenchymaler Marker einher (Zeisenberg et al., 2007; Clavin et al., 2008). 

Aufgrund der Fähigkeit hoher sHA-Konzentrationen, die Expression von TGF-β-1, -2 und 3- 

in LECs zu induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011), sollte im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht werden, ob die drei TGF-β-Isoformen 1, 2 und 3 in der Lage sind, eine EndoMT in 

LECs zu induzieren. Diese könnte sich in der Herrunterregulierung der lymphatischen Marker 

Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3 und der Hochregulierung des lymphatischen Markers 

Vimentin wiederspiegeln. Zusätzlich wurde untersucht, ob TGF-β-1, -2 und -3 in der Lage 

sind, die für eine EndoMT-typische morphologische Veränderung der LECs zu induzieren. 

Hierfür wurden die LECs in einer Zeitreihe von mehreren Tagen mit verschiedenen 

Konzentrationen von TGF-β-1, -2 und -3 behandelt. Die Expression der lymphatischen und 

mesenchymalen Marker wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht. Zusätzlich 

wurde die Morphologie der LECs im Laufe der Behandlung dokumentiert. 

Nach 72 h Behandlung ist verglichen mit den unbehandelten LECs eine deutliche 

Herrunterregulierung von Prox-1 und LYVE-1 durch die drei TGF-β-Isoformen zu erkennen, 

wobei TGF-β-2 dabei über die stärkste Wirkung verfügte (Abbildung 14A). Bei einer 

Behandlung von höheren TGF-β-3 Konzentrationen ist allerdings eine deutliche Induktion der 

LYVE-1-Expression zu erkennen (Abbildung 14A). Die Expression des lymphatischen 

Markers VEGFR-3 war zu diesem Zeitpunkt unverändert (Abbildung 14A). Neben der 

Herrunterregulierung von Prox-1 und LYVE-1 konnte keine Regulierung der Vimentin-

Expression festgestellt werden (Abbildung 14A). 
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Abbildung 14A: TGF-β-1, -2 und -3 besitzen einen Einfluss auf die Expression von Prox-1 und 
LYVE-1 in primären humanen LECs. 

Primäre humane LECs wurden für 72 h mit 0, 10, 20 und 30 ng/ml TGF-1, -2 und -3 behandelt. Die 
Zellen wurden anschließend lysiert und die Expression von Prox-1, LYVE-1, VEGFR-3 und Vimentin 
wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Vincullin diente als Ladekontrolle. 

Um zu untersuchen, ob eine längere Inkubation der LECs mit den drei TGF-β-Isoformen 

einen Effekt auf die Expression von VEGFR-3 und Vimentin besitzen, wurden die Zellen für 

100 h mit TGF-β-1, -2 und -3 behandelt. 

 

Abbildung 14B: Die Behandlung von LECs mit TGF-β-2 führt zu einer Herrunterregulierung 
von VEGFR-3. 

Primäre humane LECs wurden für 100 h mit 0, 10, 20 und 30 ng/ml TGF-β-1, -2 und -3 behandelt. 
Die Expression von VEGFR-3 und Vimentin wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot 
untersucht. Vincullin diente als Ladekontrolle. 
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Im Gegensatz zu einer Behandlung von 72 h kann nach 100 h eine Herrunterregulierung von 

VEGFR-3 registriert werden, die am stärksten bei einer Inkubation mit TGF-β-2 ausfällt 

(Abbildung 14B). Die Expression des mesenchymalen Markers Vimentin war auch zu diesem 

späteren Zeitpunkt unverändert (Abbildung 14B). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zusätzlich untersucht werden, ob TGF-β-1, -2 und -3 eine im 

Zusammenhang mit einer EndoMT häufig anzutreffende morphologische Veränderung der 

LECs von einem endothelialen zu einem fibroblastenähnlichen Phänotyp induzieren können. 

Hierfür wurden die LECs für 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen der drei TGF-β-

Isoformen behandelt und die Morphologie der LECs dokumentiert. 

Die Behandlung der LECs mit verschiedenen Konzentrationen von TGF-β-1, -2 und -3 führte 

nur zu einer geringen Veränderung der Zellmorphologie, wobei bei TGF-β-2 noch der stärkste 

Effekt zu beobachten war (Abbildung 14C). Bei früheren und späteren Zeitpunkten wurden 

ebenfalls keine deutlichen morphologischen Veränderungen festgestellt (Daten nicht gezeigt). 

 

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

Primäre humane LECs wurden für 72 h mit 0, 10, 20 und 30 ng/ml TGF-β-1, -2 und -3 inkubiert.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle drei TGF-β-Isoformen, die durch hohe 

sHA-Konzentrationen in LECs induziert werden (Schmaus, Doktorarbeit 2011), in der Lage 

sind, die Expression der lymphatischen Marker negativ zu regulieren (Abbildung 14A und 



Ergebnisse__________________________________________________________________________________________________ 

                                                                                         75 

 

14B). Die Wirkung von TGF-β-1, -2 und -3 auf die Morphologie der LECs fiel hingegen 

schwach aus (Abbildung 14C). 

3.4.3 Hohe sHA-Konzentrationen führen zu einem Verlust der Expression 

lymphatischer Marker 

Eine Behandlung von LECs mit sHA führt zu einer konzentrationsabhängigen 

Hochregulierung von TGF-β-1, -2 und -3 auf der RNA- und Proteinebene (Schmaus, 

Doktorarbeit 2011). Eine erhöhte TGF-β-Expression bewirkt eine verringerte Proliferation 

und Migration von LECs (Clavin et al., 2008; Oka et al., 2008). Zudem wird durch TGF-β 

eine EndoMT induziert, die mit der Herrunterregulierung lymphatischer Marker und 

morphologischen Veränderungen der LECs einhergeht (Oka et al., 2008; Clavin et al., 2008). 

Im Folgenden wurde die Wirkung hoher sHA-Konzentrationen, auf die Morphologie und die 

Markerexpression von LECs näher untersucht. 

 

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

LECs wurden für 96 h mit 0, 1, 5 und 30 µg/ml HMW-HA oder sHA behandelt und ihre Morphologie 
analysiert.  

Im Gegensatz zur HMW-HA und niedrigen sHA-Konzentrationen führte die Behandlung mit 

hohen sHA-Konzentrationen zu einer deutlichen Veränderung der Morphologie der LECs von 

einem endothelialen zu einem fibroblastenähnlichen Phänotyp (Abbildung 15A). Diese 

Veränderung wurde nach 48 Stunden sichtbar (Daten nicht gezeigt). Dies könnte ein Indiz für 

eine durch sHA-induzierte EndoMT sein und für einen Verlust der lymphatischen Identität 

der Zellen sprechen 
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Der entscheidende Regulator für die lymphatische  Identität ist Prox-1 (Wigle und Oliver, 

1999; Wigle et al., 2002; Lee et al., 2009). Um zu testen, ob die sHA-induzierten 

morphologischen Veränderungen auch mit einer veränderten Expression von Prox-1 

einhergehen, wurden LECs erneut mit unterschiedlichen Konzentrationen an sHA behandelt 

und mittels Immunfluoreszenz analysiert. 

 

Abbildung 15B: sHA induziert in hohen Konzentrationen eine Herrunterregulierung des 
lymphatischen Markers Prox-1. LECs wurden für 96 h mit 0, 1, 5 und 30 µg/ml sHA inkubiert. 
Danach wurden die LECs fixiert, permeabilisiert und mit 1 µg/ml anti-Prox-1 Antikörper inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellkerne der LECs mit DAPI angefärbt und die Expression von Prox-1 
mittels Lasermikroskopie untersucht. 

Die Behandlung von LECs mit hohen sHA-Konzentrationen führte in der Tat zu einer starken 

Abnahme an Prox-1-positiven Zellen und einer deutlichen Änderung der Morphologie der 

LECs, während bei unbehandelten Zellen und niedrigen sHA-Konzentrationen keine 

Veränderungen beobachtet werden konnten (Abbildung 15B).  
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Um den Einfluss von sHA auf die Expression weiterer lymphendothelialer Marker zu testen, 

wurden LECs mit steigenden sHA-Konzentrationen behandelt und die Expression von 

VEGFR-3, Prox-1, LYVE-1 und Vincullin mittels Western Blot untersucht. Zur 

Untersuchung, ob die durch hohe sHA-Konzentrationen vermittelte Herrunterregulierung der 

lymphatischen Marker über TGF-β vermittelt wird, dessen regulative Wirkung bereits 

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 14A und 14B), wurden die LECs zusätzlich mit 

blockierenden bzw. neutralisierenden pan-anti-TGF-β-Antikörpern präinkubiert.   

Die Expression der lymphatischen Marker VEGFR-3, Prox-1 und LYVE-1 wird durch sHA 

konzentrationsabhängig reguliert. Bei niedrigen sHA-Konzentrationen konnte eine leichte 

Hochregulierung von VEGFR-3, Prox-1 und LYVE-1 beobachtet werden, während bei hohen 

sHA-Konzentrationen nahezu keine Expression dieser Moleküle mehr nachzuweisen war 

(Abbildung 15C). Die durch sHA-induzierte Abnahme der Expression von VEGFR-3, Prox-1 

und LYVE-1 in LECs wird jedoch nicht über TGF-β oder LYVE-1 vermittelt. Eine 

Neutralisierung oder Inhibierung dieser Moleküle besaß keinen Einfluss auf die Regulation 

der Markerexpression auf LECs durch sHA (Abbildung 15D) 

Abbildung 15C und 15D: Hohe sHA-Konzentrationen induzieren LYVE-1- und TGF-β- 
unabhängig die Herrunterregulierung der lymphatischen Marker VEGFR-3, Prox-1 und 
LYVE-1. (C) LECs wurden für 96 h mit 0, 1, 5 und 30 µg/ml sHA behandelt. Die Lysate wurden 
mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die Expression der lymphatischen Marker VEGFR-3, Prox-1 
und LYVE-1 untersucht. Vincullin diente als Ladekontrolle. (D) LECs wurden entweder mit 20 µg/ml 
blockierendem anti-LYVE-1-Antikörper, 20 µg/ml pan-anti-TGF-β-Antikörper, einer entsprechenden 
Isotypkontrolle inkubiert oder blieben unbehandelt. Danach wurden die LECs für 96 h mit 0, 1, 5 und 
30 µg/ml sHA behandelt. Die Expression von VEGFR-3, LYVE-1 und Prox-1 wurde mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert. Vincullin diente als Ladekontrolle. 
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3.5 Untersuchung der Relevanz von LYVE-1 im Tumorkontext 

3.5.1 Kreuzung der B6.129S1-Lyve1tm1Lhua/J-Mäuse auf einen genetischen Balb/c-

Hintergrund 

Die Mutation des LYVE-1-Gens erfolgte durch die Entfernung eines Teils von Exon 2, Intron 

2, Exon 3 und Intron 3 (Huang et al., 2006). Durch die Verwendung eines spezifischen 

Zielvektors kam es zu einer Leserasterverschiebung im murinen LYVE-1-Gen. Der 

verwendete Zielvektor wurde mittels Elektroporation in embryonale Mausstammzellen 

transfiziert. Erfolgreich geschaffene Klone wurden anschließend in C57/BL/6J-Blastozysten 

injiziert. Durch anschließende Verpaarungen über mehrere Generationen entstanden die 

B6.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J-Mäuse (Huang et al., 2006). 

Die ursprünglichen B6.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J-Mäuse verfügen bis auf eine leicht erhöhte 

Strömungsgeschwindigkeit der Lymphflüssigkeit über keine phänotypischen Auffälligkeiten 

(Huang et al., 2006). Ob diese Anomalität auch bei den Balb/c.129S1-LYVE-1-Mäusen 

vorliegt, wurde nicht überprüft. Im Allgemeinen verfügen die Balb/c.129S1-LYVE-1-Mäuse 

im Vergleich zu Balb/c-Wildtypmäusen über keinen auffälligen Phänotyp. 

Zur Durchführung der Tumortransplantationsversuche wurden die B6.129S1-Lyve1 tm1Lhua/J- 

Mäuse auf einen genetischen Balb/c-Hintergrund gekreuzt. Homozygote B6.129S1-Lyve1 
tm1Lhua/J-Mäuse wurden mit Balb/c-Wildtyp-Mäusen verpaart. Die daraus resultierende F1-

Generation heterozygoter Tiere wurde erneut mit Balb/c-Wildtyp-Mäusen bis zur F6-

Generation verpaart. Schließlich wurden heterozygote Tiere der F6-Generation miteinander 

verpaart, wobei die homozygoten Tiere für die Tumorinjektionsversuche verwendet wurden. 

Während der Verpaarungen und Zucht homozygoter Wildtyp- und Balb/c.129S1-LYVE-1- 

KO-Mäuse wurde der Genotyp mittels einer PCR-gestützten Analyse bestimmt. Für die 

Tierversuche wurden Mäuse in einem Alter von 8-12 Wochen verwendet. 

3.5.2 Injektion von murinen 4T1-Brustkrebszellen in LYVE-1-KO-Mäuse 

Lymphangiogenese spielt eine zentrale Rolle bei der Metastasierung. Die Tumor-induzierte 

Lymphangiogenese und die damit einhergehende Zunahme der Lymphgefäßdichte korreliert 

mit der Metastasierung in regionale Lymphknoten und Organe und geht mit einer schlechten 

Prognose für die Patienten einher (Karpanen et al., 2001; Mandriota et al., 2001; Skobe et al., 

2001; Hoshida et al., 2006; Su et al., 2006).  
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sHA kann Lymphangiogenese ex vivo und in vivo beeinflussen (Schmaus, Quagliata, Bauer et 

al.; in Vorbereitung). Im Folgenden wurde untersucht, ob LYVE-1 eine Rolle bei der 

Metastasierung muriner Tumorzellen spielt. Zu diesem Zweck wurden LYVE-1-KO-Mäusen 

mit murinen 4T1-Brustkrebszellen implantiert. 4T1-Zellen sind hochmetastatisch und befallen 

bevorzugt Lymphknoten, Lunge und Leber  (Aslakson und Miller, 1992). Sie produzieren in 

vivo sHA in einer Konzentration von bis zu 1 µg/ml, also in einer Konzentration, die in vitro 

und ex vivo die Lymphangiogenese fördert (Schmaus, Doktorarbeit 2011).  

Das Wachstum von 4T1-Tumoren in den Balb/c Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäusen 

unterschied sich nicht signifikant (Abbildung 16A). Zusätzlich konnte bestätigt werden, dass 

auch in diesem Experiment sowohl die Tumore der Wildtyp- als auch die der LYVE-1-KO-

Mäuse sHA in pro-proliferativen Konzentrationen von 1 µg/ml produzieren (Abbildung 16B). 

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen konnte bezüglich der 

Lymphknotenvolumen registriert werden. Bei LYVE-1-KO-Mäusen waren die ipsilateralen 

axillaren Lymphknoten verglichen mit den Wildtyp-Mäusen signifikant verkleinert 

(Abbildung 16C). Dies könnte ein Hinweis auf eine Rolle von LYVE-1 in der lokalen 

Lymphknotenmetastasierung sein. Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 

Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäusen bezüglich der Anzahl sichtbarer Lungenmetastasen 

nachgewiesen werden (Abbildung 16D).  

 

 

 

 

 



Ergebnisse__________________________________________________________________________________________________ 

                                                                                         80 

 

Abbildung 16: LYVE- 1 besitzt eine Rolle in der lokalen Lymphknotenmetastasierung.                        
(A) 4T1-Zellen wurden subkutan in Balb/c-Wildtyp (n = 7) und LYVE-1-KO (n = 5)-Mäuse injiziert 
und das Wachstum der Tumoren verfolgt. (B) Aus den Tumoren von Balb/c-Wildtyp (n = 5) und 
LYVE-1-KO (n = 5)-Mäusen wurde die interstitielle Flüssigkeit extrahiert und die sHA-Konzentration 
in der TIF mittels HA-ELISA bestimmt. (C) Die inguinalen und axillaren Lymphknoten wurden aus 
den Balb/c-Wildtyp (n = 5) und LYVE-1-KO (n = 3)-Mäusen entfernt und ihr Volumen bestimmt. (D) 
Die Anzahl der makroskopisch sichtbaren Lungenmetastasen von Balb/c-Wildtyp (n = 7) und LYVE-
1- KO (n = 5)-Mäusen wurde bestimmt. * = p < 0,05. Fehlerbalken repräsentieren Standardfehler
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4. Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten niedermolekulare Fragmente des 

Glykosaminoglykans Hyaluronsäure (sHA) als neue Klasse bislang unbekannter 

lymphangiogener Faktoren charakterisiert werden. Die lymphangiogene Wirkung von sHA ist 

konzentrations- und größenabhängig. Der pro-proliferative Effekt von sHA wird über LYVE-

1, der anti-proliferative Effekt hoher sHA-Konzentrationen über die Expression von TGF-β 

vermittelt. Neben der hemmenden Wirkung hoher sHA-Konzentrationen konnte zusätzlich 

eine Abnahme der Expression lymphatischer Marker und eine deutliche Veränderung der 

Zellmorphologie beobachtet werden. Im Tumorkontext konnte erstmals gezeigt werden, dass 

LYVE-1 eine Rolle bei der Metastasierung in die lokalen Lymphknoten spielt. 

4.1 Bestätigung der pro-proliferativen Eigenschaften von sHA in vitro durch eine sHA-

vermittelte Lymphangiogenese ex vivo und in vivo 

Niedrige sHA-Konzentrationen vermittelten in vitro einen signifikanten pro-proliferativen 

Effekt auf LECs (Abbildung 2A-C). Die pro-lymphangiogene Wirkung dieser sHA-

Konzentrationen konnte zusätzlich ex vivo im LRA nachgewiesen werden. Eine Behandlung 

von 5 µg/ml sHA induzierte unter Verwendung des Ductus Thoracicus ein signifikantes 

Auswachsen der Lymphgefäße (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Die intradermale Injektion von 

sHA in Mäuse stimulierte die Lymphangiogenese in der Haut (Quagliata, Doktorarbeit 2011). 

Zusätzlich konnte eine Induktion der Lymphangiogenese in regionalen Lymphknoten 

beobachtet werden, ein Indiz dafür, dass sHA nicht nur lokal, sondern auch regional pro-

lymphangiogen wirkt (Quagliata, Doktorarbeit 2011).  

Niedrige sHA-Konzentrationen von 1-5 µg/ml, die in vitro die Migration und Gefäßbildung 

von LECs hemmen (Abbildung 3 und 4A und 4B), entfalten ihre inhibitorische Wirkung ex 

vivo und in vivo somit nicht. Eine Erklärung für die scheinbare Diskrepanz zwischen den in 

vitro und ex vivo bzw. in vivo  Daten könnte in der unterschiedlichen Komplexität und Dauer 

der Experimente zu finden sein. Die Wirkung von sHA könnte durch andere Zelltypen wie 

Perizyten oder Immunzellen beeinflusst oder zeitlich eng reguliert werden. Eine potentielle, 

früh stattfindende inhibitorische Wirkung von sHA auf die Migration und Gefäßbildung kann 

dennoch prinzipiell ex vivo und in vivo nicht ausgeschlossen werden. Solch eine Inhibierung 

könnte den LECs einen zeitlichen Spielraum für eine gesteigerte Proliferation geben und das 

z.B. in der Wundheilung beobachtete verspätete Einsetzen der Lymphangiogenese im 
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Vergleich zur Angiogenese teilweise erklären (Paavonen et al., 2000; Nakao et al., 2011; 

Baluk et al., 2005). Eine dauerhafte Inhibierung der Migration und Gefäßbildung von LECs 

durch niedrige sHA-Konzentrationen kann durch die pro-lymphangiogene Wirkung dieser 

Konzentrationen ex vivo und in vivo allerdings nahezu ausgeschlossen werden.  

4.2 Vergleich der Effekte von sHA auf die Proliferation, Migration und Gefäßbildung 

von LECs und BECs 

Die angiogene Wirkung von sHA auf Blutendothelzellen ist bereits seit einiger Zeit bekannt 

(West und Kumar, 1989; Rahmanian et al., 1997; Matou-Nasri et al., 2009; Gao et al., 2010). 

Vergleicht man die im Rahmen dieser Arbeit präsentierten Daten in Bezug auf LECs mit der 

Wirkung von sHA auf die Proliferation von Blutendothelzellen (BECs), gibt es einige 

Parallelen. Wie bei LECs bewirken kleine sHA-Moleküle auch bei BECs eine stärkere 

Proliferation als große HA-Fragmente (West et al., 1985; West und Kumar, 1989; Gao et al., 

2008; Cui et al., 2009). Zusätzlich konnte bei BECs ebenfalls eine konzentrationsabhängige 

biphasische Wirkung der sHA-Moleküle nachgewiesen werden (West et al., 1985; West und 

Kumar, 1989). Deutliche Unterschiede wurden jedoch hinsichtlich der Dosisempfindlichkeit 

der Endothelzellen auf sHA festgestellt. Die Breite der pro-proliferativen sHA-

Konzentrationen reichte bei BECs von 1-150 µg/ml und ist damit deutlich größer als die in 

dieser Arbeit bei LECs beobachteten 1-5 µg/ml. Eine Inhibierung der Proliferation von LECs 

wurde bereits bei Konzentrationen ab 20 µg/ml beobachtet (Abbildung 2A), während eine 

anti-proliferative Wirkung von sHA auf die BECs erst ab deutlich höheren Konzentrationen 

verzeichnet werden konnte.  

Die physiologische Bedeutung dieser erhöhten Sensitivität der LECs gegenüber sHA könnte 

in der Regulierung des unterschiedlichen zeitlichen Verlaufs der Lymphangiogenese und 

Angiogenese bei der Wundheilung zu finden sein. In diesem Prozess kann eine leichte 

zeitliche Verzögerung der Lymphangiogenese im Vergleich zur Angiogenese beobachtet 

werden (Paavonen et al., 2000). Es ist durchaus vorstellbar, dass bei hohen sHA-

Konzentrationen, wie sie höchstwahrscheinlich temporär und lokal bei Entzündungen oder 

Wundheilungsprozessen auftreten, die Lymphangiogenese zunächst gehemmt, die 

Angiogenese jedoch gefördert wird. Mit der Abnahme der Entzündungsreaktion könnte es zu 

einem Abfall der sHA-Konzentration führen, die für eine Induktion der Proliferation von 

BECs nicht mehr ausreicht, die Proliferation der LECs jedoch stimulieren könnte.  
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Im Gegensatz zu ihren pro-proliferativen Wirkungen konnte bei niedrigen Konzentrationen ab 

5 µg/ml eine Inhibierung der Migration und Gefäßbildung beobachtet werden (Abbildung 3 

und 4A und 4B). In BECs hingegen fördert sHA unter vergleichbaren Bedingungen sowohl 

die Migration als auch die Gefäßbildung in vitro (Rahmanian et al., 1997; Gao et al., 2008; 

Matou-Nasri et al., 2009). Eine Inhibierung dieser Prozesse konnte auch bei Verwendung 

höherer sHA-Konzentrationen nicht beobachtet werden (Rahmanian et al., 1997; Gao et al., 

2008). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass sHA die Migration und Gefäßbildung 

von LECs und BECs in vitro unterschiedlich beeinflusst. Zusätzlich könnten diese 

Beobachtungen einen weiteren Beleg für eine erhöhte Sensitivität der LECs gegenüber sHA 

verglichen mit BECs darstellen. 

4.3 LYVE-1 als Rezeptor für sHA  

Die Bindung von sHA an CD44 und TLR-4 konnte bereits auf einer Reihe unterschiedlicher 

Zelltypen nachgewiesen werden (Teder et al., 2002; Termeer et al., 2002; Jiang et al., 2005; 

Matou-Nasri et al., 2009). Durch die in dieser Arbeit präsentierten Daten wird allerdings 

ersichtlich, dass weder CD44 noch TLR-4 eine Rolle in der sHA-vermittelten 

Lymphangiogenese spielen. Die Blockierung von CD44 und TLR-4 auf LECs hatte weder 

einen Effekt auf die pro-proliferative Wirkung niedriger sHA-Konzentrationen, noch auf die 

anti-proliferative Wirkung hoher sHA-Konzentrationen (Abbildung 8C-E). Zusätzlich konnte 

ex vivo unter Verwendung des Ductus thoracicus aus CD44- und TLR-4-KO-Mäusen gezeigt 

werden, dass die pro-lymphangiogene Wirkung von sHA unabhängig von CD44 oder TLR-4 

ist (Schmaus, Doktorarbeit 2011).  

Vielmehr konnte gezeigt werden, dass LYVE-1 eine zentrale Rolle in der sHA-vermittelten 

Lymphangiogenese spielt. Während sHA in der Lage war, Lymphangiogenese in Gefäßen von 

Wildtypmäusen zu induzieren, konnte bei Gefäßen aus LYVE-1-KO-Mäusen keine pro-

lymphangiogene Wirkung von sHA beobachtet werden (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Die 

pro-lymphangiogene Wirkung von sHA wird über LYVE-1 vermittelt (Abbildung 8A und 

8B). Die Blockierung von LYVE-1 auf der Oberfläche von LECs hob den pro-proliferativen 

Effekt niedriger sHA-Konzentrationen auf (Abbildung 8A und 8B). Der anti-proliferative 

Effekt hoher sHA-Konzentrationen blieb von einer LYVE-1-Blockierung allerdings unberührt 

(Abbildung 8A und 8B). Dies legt den Schluss nahe, dass der inhibitorische Effekt hoher 

sHA-Konzentrationen durch die Expression von TGF-β über einen weiteren, bis dato nicht 
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bekannten Rezeptor oder durch andere Prozesse wie eine Internalisierung von sHA vermittelt 

wird. 

Die Bindung von HMW-HA an LYVE-1 auf der Oberfläche von LECs wird durch 

Modifikationen der extrazellulären Domäne von LYVE-1 mit negativ-geladenen 

Sialinsäureresten blockiert (Nightingale et al., 2009). Der pro-lymphangiogene Effekt von 

sHA wird jedoch über LYVE-1 vermittelt, was den Schluss nahe legt, dass sHA im Gegensatz 

zur HMW-HA in der Lage ist, mit LYVE-1 zu interagieren. Um ein besseres Verständnis der 

Interaktion von LYVE-1 mit sHA zu erlangen, wurde der Sialisierungstatus von LYVE-1 auf 

dermalen LECs untersucht. Durch den Einsatz einer Sialinsäure-spezifischen Neuraminidase 

und Lektinen wurde eine Sialisierung von LYVE-1 nachgewiesen (Abbildung 9A und 9B). 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass alle der erkennbaren LYVE-1-Moleküle in sialisierter 

Form vorliegen (Abbildung 9C). Bei den hier verwendeten LECs wurde eine Modifizierung 

von LYVE-1 mit α 2,3-gebundenen Sialinsäureresten nachgewiesen, während auf anderen 

LECs eine Modifizierung mit α 2,3- und α 2,6-gebundenen Zuckerresten festgestellt wurde 

(Nightingale et al., 2009). Die Sialisierung von LYVE-1 ist damit offenbar nicht nur 

zelltypspezifisch reguliert, sondern unterliegt auch Modifikationen innerhalb desselben 

Zelltyps. Diese Modifikationen könnten vom Ursprung der LECs abhängig sein oder durch 

Kulturbedingungen der Zellen beeinflusst werden. 

Die Sialisierung von LYVE-1 ist in der Lage, die Bindung von HMW-HA an LYVE-1 durch 

sterische Hinderungen oder Ladungsabstoßungen zu inhibieren (Nightingale et al., 2009). Die 

Suche nach einem Stimulus, der diese inhibitorischen Glykosilierungen aufhebt, blieb in vivo 

bislang erfolglos (Jackson, 2009). sHA-Moleküle könnten allerdings aufgrund ihrer 

geringeren Größe und der damit einhergehenden Umgehung der Sialinsäure-vermittelten 

sterischen Hinderung mit LYVE-1 interagieren und die Proliferation der LECs regulieren. Je 

geringer die Größe der sHA, desto leichter sollte eine Interaktion mit sHA und LYVE-1 

möglich sein. Dies könnte ein Grund dafür sein, weshalb kleine sHA-Moleküle einen 

stärkeren proliferativen Effekt auf die LECs besaßen als größere HA-Fragmente (Abbildung 

2C). In einem Bindungsexperiment konnte gezeigt werden, dass aufgrund des Aufbaus des 

LYVE-1-Link-Moduls, 4 Ds die kleinste sHA-Größe darstellen, die an ein immobilisiertes 

LYVE-1-Fusionsprotein binden kann (Banerji et al., 2010). Dieses Ergebnis deckt sich mit 

der Beobachtung, dass 4 Ds die kleinste sHA-Größe darstellte, die in der Lage war, die 

Proliferation von LECs zu beeinflussen (Abbildung 2A). Kleinere sHA-Moleküle einer Größe 
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von 3 Ds sind demnach zu klein, um mit LYVE-1 interagieren zu können und verfügen sehr 

wahrscheinlich deshalb über keine proliferative Wirkung (Abbildung 2A). LYVE-1 könnte 

somit über seine Sialisierung und die dadurch vermittelte größenabhängige HA-Bindung die 

Wirkung von HA auf LECs regulieren. 

LYVE-1-KO-Mäuse weisen einen normalen Phänotyp auf und es konnten keine 

Abweichungen in der Lymphgefäßstruktur, dem Migrationsverhalten dendritischer Zellen 

oder dem Level von HA im Blut der Tiere festgestellt werden (Gale et al., 2007). Auch bei 

Hypersensitivitätsreaktionen der Haut und der Implantation von Melanomzellen fanden sich 

keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäusen (Gale et al., 2007). Diese 

Beobachtungen stehen im Einklang mit der in dieser Arbeit beschriebenen Relevanz von 

LYVE-1 bei der sHA-induzierten Lymphangiogenese. In gesundem Gewebe sind nur sehr 

geringe Mengen an sHA detektierbar, wodurch ein Fehlen des sHA-Rezeptors LYVE-1 nicht 

zu phänotypischen Auffälligkeiten führen sollte (Schmaus und Klusmeier, unveröffentlichte 

Daten). Zusätzlich findet Lymphangiogenese in adulten Organismen vor allem bei 

pathologischen Prozessen statt (Alitalo und Carmeliet, 2002; Alitalo, 2011). Die von Gale et 

al. in LYVE-1-KO-Mäusen induzierten pathologischen Prozesse wie die 

Hypersensitivitätsreaktion und das Wachstum von Melanomzellen könnten auch ohne eine 

signifikante Produktion von sHA ablaufen. So konnte z.B. bei murinen 66cl4- und 67NR- 

Zellen ein sHA-unabhängiges Tumorwachstum und Metastasierung nachgewiesen werden 

(Daten nicht gezeigt). Somit können mit dem beobachteten normalen Phänotyp von LYVE-1-

KO-Mäusen unter physiologischen und den von Gale et al. induzierten pathologischen 

Prozessen keine Rückschlüsse auf eine fehlende Relevanz von LYVE-1 in der sHA-

vermittelten Lymphangiogenese gezogen werden.  

4.4. LYVE-1 fungiert nicht als Corezeptor von PDGFβR auf primären LECs 

Hou et al. zeigten, dass LYVE-1 durch eine Komplexbildung mit PDGFβR und β-Catenin an 

der Regulierung des lymphatischen Flusses beteiligt zu sein scheint, wobei LYVE-1 als 

Corezeptor von PDGFβR fungiert (Boensch et al., 1999; Hou et al., 2011, 2012). Um zu 

überprüfen, ob LYVE-1 seine Funktion in der sHA-vermittelten Lymphangiogenese als 

Corezeptor von PDGFαR oder PDGFβR vermittelt, wurde die Expression dieser Rezeptoren 

auf den verwendeten dermalen LECs untersucht. Weder auf RNA- noch auf Proteinebene 

konnte die Expression von PDGFαR oder PDGFβR nachgewiesen werden (Abbildung 10A 

und 10B). Eine Corezeptorfunktion von LYVE-1 für diese beiden Rezeptoren kann somit 
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ausgeschlossen werden, was die Bedeutung von LYVE-1 als den Hauptrezeptor für sHA in 

der sHA-vermittelten Lymphangiogenese unterstreicht.  

PDGF-BB ist ein pro-lymphangiogener Faktor, der die Lymphangiogenese in vitro, in vivo 

und im Tumorkontext induzieren kann (Cao et al., 2004). Seine lymphangiogene Wirkung 

vermittelt PDGF-BB dabei über die Bindung an seine Rezeptoren PDGFαR und PDGFβR 

(Cao et al., 2004; Heldin und Westermark, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass sHA und PDGF-BB keine additive Wirkung auf die Proliferation von LECs 

besaßen, obwohl jeder Stimulus für sich einen Einfluss hatte (Abbildung 6C). Dies könnte ein 

Hinweis dafür sein, dass die pro-lymphangiogene Wirkung von sHA über eine Beteiligung 

von PDGF-BB vermittelt wird. Um dies näher zu untersuchen, könnte PDGF-BB neutralisiert 

und die Auswirkung dieser Inhibierung auf die sHA-vermittelte Lymphangiogenese 

untersucht werden. Ex vivo induziert PDGF-BB im LRA unter Verwendung des Ductus 

thoracicus aus Wildtyp-und LYVE-1-KO-Mäusen das Auswachsen lymphatischer Gefäße 

(Schmaus, unveröffentlichte Daten). Somit ist die pro-lymphangiogene Wirkung von PDGF-

BB, im Gegensatz zu sHA, unabhängig von LYVE-1. Die beobachtete pro-lymphangiogene 

Wirkung von PDGF-BB auf LECs ist somit unabhängig von PDGFαR, PDGFβR und LYVE-

1. Wie lässt sich dieses Ergebnis interpretieren? Zum einen ist Expression von  PDGFαR und 

PDGFβR im Ductus thoracicus bislang nicht genauer analysiert. Diese Rezeptoren könnten 

dort entweder auf den LECs oder Perizyten exprimiert sein und somit PDGF-BB binden. Des 

Weiteren könnte die Expression von  PDGFαR und PDGFβR von bislang unbekannten 

Kulturbedingungen abhängig sein und so variabel reguliert werden. Zusätzlich könnte die pro-

lymphangiogene Wirkung von PDGF-BB über einen weiteren, bis dato noch unbekannten 

zusätzlichen Rezeptor vermittelt werden. Dieser könnte, beim Fehlen der klassischen PDGF-

BB-Rezeptoren PDGFαR und PDGFβR, deren Funktion übernehmen und die pro-

lymphangiogenen Eigenschaften von PDGF-BB vermitteln. 

4.5 Die  molekulare Wirkungsweise niedriger sHA-Konzentrationen  

Lymphangiogene Faktoren können die Lymphangiogenese entweder direkt oder indirekt über 

die Hochregulierung weiterer Faktoren regulieren. Neben VEGF-C verfügen auch PDGF-BB, 

IGF-1/-2 und das Wachstumshormon GH über einen direkten Wirkmechanismus (Karpanen et 

al., 2001; Karkkainen et al., 2004; Kataru et al., 2009; Cao et al., 2004; Björndahl et al., 2005; 

Banziger-Tobler et al., 2008). Die pro-lymphangiogene Wirkung von COX-2, IL-17 und EPO 
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wird hingegen über die Hochregulierung von VEGF-C vermittelt (Su et al., 2004; Chen et al., 

2010; Lee et al., 2011).  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass sHA seine lymphangiogene 

Wirkung unabhängig von VEGF-C und FGF-2 vermittelt. So zeigte sHA einen additiven 

Effekt mit VEGF-C und FGF-2 auf die Proliferation von LECs (Abbildung 6A und 6B). 

Dieses Ergebnis konnte im LRA ex vivo bestätigt werden. Suboptimale Konzentrationen von 

VEGF-C und sHA zeigten dort eine additive Wirkung auf das Auswachsen der Lymphgefäße 

(Schmaus, Doktorarbeit 2011). Zusätzlich induzierte sHA keine Expression von VEGF-C in 

LECs in vitro (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Während eine Behandlung von BECs mit sHA 

zu einer Hochregulierung des pro-angiogenen Faktors VEGF-A führte (Cui et al., 2009), 

konnte eine Inkubation von LECs mit sHA keine Expression pro-lymphangiogener Faktoren 

wie IGF-1, Ang-1/-2 oder FGF-2 induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Somit verfügt 

sHA offenbar über einen direkte pro-lymphangiogene Wirkungsweise, während die 

Angiogenese zum Teil durch sHA aber auch indirekt durch VEGF-A gefördert werden 

könnte.  

Das Zytokin IL-6 stimuliert die Proliferation von LECs (Abbildung 11a; Fiorentini et al.; 

2011). Zusätzlich ist bekannt, dass sHA die Expression von IL-6 in humanen Chondrozyten 

stimuliert (Campo et al., 2010). Die Behandlung von LECs mit sHA induzierte eine 

konzentrationsabhängige Hochregulierung von IL-6, mit einem Maximum an IL-6 bei 

niedrigen sHA-Konzentrationen (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Um eine Rolle von IL-6 in 

der Vermittlung des pro-proliferativen Effekts niedriger sHA-Konzentrationen zu 

untersuchen, wurde in Proliferationsassays IL-6 neutralisiert, was allerdings keine 

Auswirkung auf den pro-proliferativen Effekt niedriger sHA-Konzentrationen hatte 

(Abbildung 11B). Dies spricht dafür, dass die pro-proliferative Wirkung niedriger sHA-

Konzentrationen auf LECs unabhängig von IL-6 reguliert wird. Um jedoch eine endgültige 

Aussage über die Relevanz von IL-6 in der sHA-vermittelten Lymphangiogenese machen zu 

können, sollten noch weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Zum einen könnte die 

Aktivität des von den LECs produzierten und sezernierten IL-6 untersucht werden. Hierbei 

könnte es sich um eine noch inaktive Form handeln, die eventuell erst im Laufe der 

Lymphangiogenese aktiviert wird. Zusätzlich sollte die Wirkung von IL-6  in der sHA-

vermittelten Lymphangiogenese ex vivo untersucht werden. Im LRA könnte eine sHA-

Behandlung mit einer Präinkubation des Ductus thoracicus mit blockierenden IL-6- 
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Antikörpern kombiniert werden und ein möglicher Einfluss dieser IL-6-Neutralisation auf das 

Auswachsen der Lymphgefäße analysiert werden. 

Die Behandlung verschiedener Zelltypen mit sHA induziert eine Reihe unterschiedlicher 

intrazellulärer Signalwege. Die Inkubation von Blutendothelzellen mit niedrigen sHA- 

Konzentrationen führte zur Aktivierung des ERK-Signalweges, was essentiell für die 

angiogenen Eigenschaften der Zellen ist (Slevin et al., 1998, 2002). Eine weitere zentrale 

Rolle in der Vermittlung sHA-induzierter Effekte spielt der NF-κB-Signalweg. In Immun- 

und Tumorzellen führte eine Behandlung mit sHA zu einer Aktivierung und Translokation 

des Transkriptionsfaktors NF-κB in den Zellkern (Fitzgerald et al., 2000; Suzuki et al., 2002; 

Termeer et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche Zellsignalwege 

durch eine Behandlung mit sHA in LECs aktiviert werden. In Zeitreihen wurde die 

Expression von Signalmolekülen, die bereits in anderen Zelltypen als Vermittler von sHA 

identifiziert wurden, wie z.B. ERK oder NF-κB, in mit sHA behandelten LECs untersucht. 

Zusätzlich wurde die Suche auf Moleküle, wie z.B. ATF-2 oder p38, die bisher in diesem 

Zusammenhang noch nicht beschrieben wurden, ausgedehnt. Die Behandlung der LECs mit 

sHA erstreckte sich von wenigen Minuten bis mehrere Stunden, womit ein großes Zeitfenster 

abgedeckt wurde. Es konnte bislang allerdings kein Zellsignalweg oder Signalmolekül 

identifiziert werden, das durch eine Behandlung mit niedrigen sHA-Konzentrationen in LECs 

zuverlässig und reproduzierbar aktiviert wurde (Abbildung 12A und 12B). In parallel 

durchgeführten Proliferationsexperimenten wurde die Wirkung der sHA auf die LECs 

kontrolliert, womit auszuschließen ist, dass die fehlende Aktivierung der untersuchten 

Zellsignalwege auf eine mangelnde biologische Aktivität der sHA-Moleküle zurückzuführen 

ist. Zusätzlich wurden die LECs sowohl in Hunger- als auch in Normalmedium kultiviert, um 

einen optimalen Effekt der sHA zu gewährleisten.  

Der pro-proliferative Effekt von sHA wird über den lymphatischen Marker LYVE-1 reguliert 

(Abbildung 8A und 8B). Da über die signalgebende Funktion dieses Rezeptors keine 

Erkenntnisse vorliegen, könnte nach einer Behandlung der LECs mit sHA in einem nächsten 

Schritt LYVE-1 isoliert, und die Phosphorylierung des Rezeptors näher untersucht werden. 

Dies könnte einen Aufschluss darüber geben, ob und welche Aminosäureste von LYVE-1 

intrazellulär phosphoryliert und damit aktiviert wurden. Basierend auf diesen Analysen 

könnten weitere Signalmoleküle näher untersucht werden. Mittels Massenspektroskopie 

könnten weitere Interaktionspartner von LYVE-1 identifiziert werden, die Aufschluss über 
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mögliche Signalwege geben könnten. Eine weitere Möglichkeit, sHA-vermittelte Signalwege 

in LECs zu untersuchen, wäre die Durchführung von Microarray-Analysen. Da jedoch noch 

kein genaues zeitliches Fenster für die Wirkung von sHA in LECs abzulesen ist, könnte sich 

diese Analyse als sehr aufwendig erweisen.    

LECs sind in der Lage, HMW-HA zu internalisieren, wobei dieser Effekt unabhängig von 

LYVE-1 ist (Johnson et al., 2007). Es ist entsprechend zwar denkbar, dass sHA wie HMW-

HA internalisiert wird, intrazellulär an potentielle Rezeptoren binden und das Verhalten der 

LECs regulieren könnte, eine LYVE-1-unabhängige Wirkung auf die Signaltransduktion der 

LECs ist allerdings eher unwahrscheinlich, da die pro-lymphangiogene Wirkung von sHA 

über eine extrazelluläre Interaktion mit LYVE-1 vermittelt wird (Abbildung 8A und 8B). 

Außerdem können sHA-Moleküle, die kovalent auf nanostrukturierten Oberflächen gekoppelt 

wurden, die Proliferation von LECs beeinflussen. Diese sHA-Moleküle können aufgrund ihrer 

Kopplung an der Oberfläche nicht internalisiert werden, verfügen dennoch über eine pro-

proliferative Wirkung (Böhm, Wegner, Schön, Bauer et al., unveröffentlichte Daten). 

Demnach ist eine mögliche Internalisierung von sHA wahrscheinlich nicht essentiell für die 

pro-proliferative Wirkung an LECs, könnte allerdings eine Rolle bei der Vermittlung des anti-

proliferativen Effekts hoher sHA-Konzentrationen spielen. 

4.6 Die Wirkungsweise hoher sHA-Konzentrationen 

Hohe sHA-Konzentrationen ab circa 20 µg/ml beeinflussen das Verhalten von LECs auf 

mehreren Ebenen. Proliferation, Migration und die Ausbildung gefäßartiger Strukturen von 

LECs werden signifikant inhibiert (Abbildung 2A-C, 3 und 4). Zusätzlich führt die 

Behandlung mit hohen sHA-Konzentrationen zu einem G1-Arrest im Zellzyklus der LECs 

(Abbildung 5) und die Zellen reagieren mit morphologischen Veränderungen und einer 

Herrunterregulierung der lymphatischen Marker LYVE-1, Prox-1 und VEGFR-3 (Abbildung 

15A-C). Welche molekularen Vorgänge vermitteln diese durch hohe sHA-Konzentrationen 

beobachteten Effekte auf das Verhalten und die Identität der LECs? Und wie verhält es sich 

mit der physiologischen Relevanz hoher sHA-Konzentrationen? 

Auf- und Abbau von HA sind sehr dynamische Prozesse. Innerhalb eines Tages wird etwa ein 

Drittel der Gesamtmenge an HMW-HA im Organismus abgebaut (Fraser et al., 1981). Der 

Abtransport der HA erfolgt dabei unmittelbar über die Lymphbahnen, um eine Akkumulation 

der bioaktiven sHA-Moleküle in Geweben zu verhindern (Fraser und Laurent, 1989). In 
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gesundem Gewebe sind nur Spuren von sHA  (wenige ng/ml) zu detektieren, während aus der 

interstitiellen Flüssigkeit verschiedener Tumore sHA in einer Konzentration von bis zu 6 

µg/ml isoliert werden konnte (Klusmeier und Schmaus, unveröffentlichte Daten). Die in 

Tumoren gemessenen sHA-Konzentrationen reichen aus, um die Proliferation von LECs in 

vitro zu stimulieren und die Lymphangiogenese ex vivo und in vivo zu fördern (Bauer et al., in 

Vorbereitung). Höhere sHA-Konzentrationen konnten bislang in vivo nicht nachgewiesen 

werden, ihre Relevanz unter pathologischen Bedingungen kann jedoch nicht vollständig 

ausgeschlossen werden. So könnten in Prozessen mit verstärkter HA-Abbaurate, wie in 

Entzündungsreaktionen, Wundheilungsprozessen oder Tumorwachstum, durch Störungen im 

sHA-Abtransport durchaus lokal hohe sHA-Konzentrationen von über 20 µg/ml existieren. 

Nach operativen Eingriffen, bei denen es zu Beschädigungen an lymphatischen Gefäßen 

kommt, sind häufig Lymphödeme in den betroffenen Gliedmaßen zu verzeichnen (Alitalo, 

2011). Hier könnte es, aufgrund des Lymphstaus, zu einer Akkumulation der HA-Fragmente 

kommen. In Kollaborationen mit der Universitätsmedizin Mannheim wird von unserer 

Arbeitsgruppe zurzeit Lymphödemflüssigkeit von Patienten gesammelt, die anschließend auf 

ihre sHA-Konzentration hin untersucht werden soll. In Lymphödemflüssigkeit von Patienten 

und Mäusen wurde eine erhöhte TGF-β-1-Expression nachgewiesen, die stets mit einer 

Inhibierung der Lymphangiogenese einherging (Avraham et al., 2010a, 2010b). sHA induziert 

in LECs konzentrationsabhängig die Expression der anti-lymphogenen TGF-β-Isoformen 1, 2 

und 3 (Schmaus, Doktorarbeit 2011). In Lymphödemen könnte somit eine Verbindung 

zwischen potentiell erhöhten sHA-Konzentrationen und den bereits nachgewiesenen hohen 

TGF-β-1-Konzentrationen bestehen.  

Von TGF-β-1 ist bekannt, dass es sowohl in vitro als auch in vivo anti-lymphangiogene 

Wirkung besitzt (Clavin et al., 2008; Oka et al., 2008; Avraham et al., 2010a, 2010b). Davon 

sind alle Prozesse der Lymphangiogenese wie Proliferation, Migration und Gefäßbildung 

betroffen (Clavin et al., 2008; Oka et al., 2008; Avraham et al., 2010a, 2010b). Im Rahmen 

dieser Arbeit wurde neben einer anti-proliferativen Wirkung von TGF-β-1 erstmals auch eine 

konzentrationsabhängige hemmende Wirkung von TGF-β-2 und -3 auf die Proliferation von 

LECs beschrieben (Abbildung 13A). Im Hinblick darauf, dass sHA konzentrationsabhängig 

die Hochregulierung von TGF-β-1, -2 und -3 induzieren kann (Schmaus, Doktorarbeit 2011), 

könnte die in den funktionellen Experimenten beobachtete hemmende Wirkung hoher sHA-

Konzentrationen auf die anti-lymphangiogene Wirkung der induzierten TGF-β-Isoformen 

zurückzuführen sein. Entsprechend führte die Neutralisierung der TGF-β-Isoformen durch 
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blockierende Antikörper zu einer Verstärkung des pro-proliferativen Effekts niedriger sHA-

Konzentrationen und einer signifikanten Reduktion der anti-proliferativen Wirkung hoher 

sHA-Konzentrationen (Abbildung 13B). Neben der anti-proliferativen Wirkung hoher sHA-

Konzentrationen könnte auch die bereits bei niedrigen sHA-Konzentrationen beobachtete 

Inhibierung der Migration und Gefäßbildung durch TGF-β vermittelt werden. sHA ist in der 

Lage, bereits in niedrigen Konzentrationen die Expression von TGF-β-1, -2 und -3 in LECs zu 

stimulieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Um die Relevanz von TGF-β in der durch sHA-

induzierten Inhibierung der Migration und Gefäßbildung weiter zu untersuchen, könnten 

LECs in Migrationsassays und Tubule formation Assays mit neutralisierenden pan-TGF-β-

Antikörpern behandelt werden. Falls TGF-β neben der anti-proliferativen Wirkung ebenfalls 

für die Hemmung der Migration und Gefäßbildung verantwortlich sein sollte, sollte diese 

Inhibierung durch den Einsatz der TGF-β-Antikörper abgeschwächt oder aufgehoben werden.  

Die Behandlung von LECs mit hohen sHA-Konzentrationen führte zu einem signifikanten 

Anstieg an Zellen in der G1-Phase (Abbildung 5). Dieser könnte ebenfalls durch TGF-β 

vermittelt werden, da dieses Zytokin in der Lage ist, einen G1-Arrest in Endothelzellen und 

anderen Zelltypen zu induzieren (Petritsch et al., 2000; Mukherjee et al., 2010). Der 

induzierte G1-Arrest könnte zum Teil eine Erklärung für den bei hohen sHA-Konzentrationen 

beobachteten anti-proliferativen Effekt sein (Abbildung 2A). Jedoch übertrifft das Ausmaß 

des anti-proliferativen Effekts die Induktion des G1-Arrests durch hohe sHA-Konzentrationen 

in LECs deutlich. Dies könnte ein Hinweis dafür sein, dass die bei hohen sHA-

Konzentrationen auftretende anti-proliferative Wirkung nicht nur durch einen G1-Arrest, 

sondern womöglich noch durch weitere Mechanismen wie Apoptose vermittelt wird.   

Hohe sHA-Konzentrationen induzierten eine auffällige morphologische Veränderung von 

LECs (Abbildung 15A). Während die Zellen bei niedrigen sHA-Konzentrationen ihren 

endothelialen Phänotyp beibehielten, wurde bei hohen sHA-Konzentrationen ein Wandel zu 

einer fibroblastenähnlichen Morphologie beobachtet. Auch die Behandlung von LECs mit 

TGF-β führte bereits nach einigen Stunden zu einer deutlichen Veränderung der 

Zellmorphologie (Avraham et al., 2010b). Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch eine 

Behandlung mit den TGF-β-Isoformen 1, 2 und 3 jedoch nur geringfügige Änderungen in der 

Morphologie der LECs registriert werden, was unter Umständen auf eine geringere 

Sensitivität der LECs zurückzuführen sein könnte (Abbildung 15C). Um eine Verbindung 

zwischen sHA und TGF-β näher zu untersuchen, könnten die Auswirkungen einer TGF-β-
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Blockade auf die durch hohe sHA-Konzentrationen vermittelten morphologischen 

Veränderungen untersucht werden. 

Eine Behandlung mit hohen sHA-Konzentrationen bewirkte eine Herrunterregulierung der 

lymphatischen Marker Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3 in LECs (Abbildung 15B und 15C). 

Im Hinblick darauf, dass hohe sHA-Konzentrationen die Expression von TGF-β-1, -2 und -3 

in LECs induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011), ist es interessant zu erwähnen, dass TGF-

β-1 eine wichtige Funktion in der Regulation der sogenannten Endothelialen-Mesenchymalen 

Transition (EndoMT) besitzt (Zeisberg et al., 2007; Clavin et al., 2008). Diese ist durch einen 

Verlust lymphatischer Marker, eine Hochregulierung mesenchymaler Marker und eine 

Veränderung des endothelialen zu einem fibroblastenähnlichen Phänotyp gekennzeichnet 

(Oka et al., 2008; Avraham et al., 2010b; Zeisberg et al., 2007; Clavin et al., 2008). 

Ergänzend dazu konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass TGF-β-1, -2 und -3 in 

pathologisch relevanten Konzentrationen (Shim et al., 1999; Klusmeier, unveröffentlichte 

Daten) in der Lage sind, eine Herrunterregulierung der lymphatischen Marker Prox-1, LYVE-

1 und VEGFR-3 in LECs zu induzieren (Abbildung 14A und 14B). Hierbei verfügte TGF-β-2 

über die stärkste Wirkung, was erstaunlich ist, da dieses Molekül in diesem Zusammenhang 

bislang noch nicht beschrieben wurde (Abbildung 14A und 14B). Bei einer Behandlung mit 

hohen TGF-β-3-Konzentrationen ist ein Anstieg der Expression von Prox-1 und LYVE-1 zu 

verzeichnen (Abbildung 14A). Dies sollte näher untersucht werden, ist eine Hochregulierung 

lymphatischer Marker durch eine TGF-β-3-Behandlung bislang noch nicht dokumentiert 

worden.  Interessanterweise konnte zusätzlich gezeigt werden, dass ein Verlust der Expression 

lymphatischer Marker nicht zwangsläufig mit einem Anstieg mesenchymaler Marker wie 

Vimentin einhergeht (Abbildung 14A und 14B).  

Trotz der durch hohe sHA-Konzentrationen induzierten TGF-β-Expression und des 

nachgewiesenen Potentials der drei TGF-β-Isoformen, die Expression lymphatischer Marker 

negativ zu beeinflussen (Abbildung 14A und 14B), konnte gezeigt werden, dass die 

Herrunterregulierung von Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3 durch sHA allerdings unabhängig 

von TGF-β ist (Abbildung 15D). Somit ist es wahrscheinlich, dass zwei unabhängige 

Mechanismen existieren, die die Expression lymphatischer Marker negativ beeinflussen 

können. Die durch hohe sHA-Konzentrationen induzierte TGF-β-Expression vermittelt somit 

zwar den anti-proliferativen Effekt von sHA auf die LECs (Abbildung 13B), besitzt jedoch 

höchstwahrscheinlich keinen Effekt auf die Markerexpression. Um eine Rolle von TGF-β in 
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der sHA-vermittelten Herrunterregulierung lymphatischer Marker endgültig ausschließen zu 

können, sollte ex vivo und in vivo eine Behandlung mit hohen sHA-Konzentrationen erfolgen, 

und die Auswirkung einer TGF-β-Blockade auf eine sHA-vermittelte Herrunterregulierung 

der lymphatischen Marker untersucht werden.  

Einen möglichen Vermittler in der sHA-induzierten Herrunterregulierung lymphatischer 

Marker könnte der pro-lymphangiogene Faktor Angiopoetin-2 (Ang-2) darstellen. Es konnte 

gezeigt werden, dass hohe sHA-Konzentrationen eine deutliche Herrunterregulierung von 

Ang-2 in LECs induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Ang-2 spielt durch die 

Sensibilisierung der lymphatischen Gefäße gegenüber pro-inflammatorischer Stimuli eine 

wichtige Rolle in der Induktion der Lymphangiogenese (Yan et al., 2012). In der embryonalen 

Lymphangiogenese verfügt Ang-2 zudem über eine wichtige Funktion bei der Definierung 

und Differenzierung der lymphatischen Zellen (Shimoda, 2009). Die durch sHA-induzierte 

Herrunterregulierung der Ang-2-Expression könnte somit eine Erklärung für den bei hohen 

sHA-Konzentrationen beobachteten Verlust der Expression von Prox-1, LYVE-1 und 

VEGFR-3 liefern. Zum anderen könnte die Inhibierung der Proliferation, Migration und 

Gefäßbildung durch hohe sHA-Konzentrationen zusätzlich auf eine durch sHA-induzierte 

niedrige Ang-2-Expression zurückgeführt werden. Um eine mögliche Rolle von Ang-2 in der 

sHA-vermittelten Regulation der lymphatischen Markerexpression näher zu untersuchen, 

könnte in vitro zum einen analysiert werden, ob eine Neutralisierung von Ang-2 eine 

Reduktion von Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3 induziert. Zum anderen könnte getestet 

werden, ob eine Behandlung mit Ang-2 die Herrunterregulierung der lymphatischen Marker 

verhindert.  

Neben einer sHA-induzierten Expression von TGF-β-1, -2 und -3 in LECs konnte zusätzlich 

eine sHA-vermittelte Expression von TGF-β-1 und -3 in Fibroblasten beobachtet werden 

(David-Raoudi et al., 2008). Fibroblasten spielen als Teil des Tumorstromas durch 

Ausschüttung pro-tumoraler Faktoren, wie z.B. TGF-β, eine essentielle Rolle in der 

Tumorprogression (Cai et al., 2012). Die Wirkung von TGF-β auf die Tumorprogression ist 

ambivalent. So verfügt dieses Zytokin in prämalignen oder frühen Phasen über eine anti-

tumorale, in späteren Phasen der Tumorentwicklung jedoch über pro-tumorale Wirkung (Xie 

et al., 2002; Massague et al., 2008). In der interstitiellen Flüssigkeit von Tumoren konnten 

bisher nur niedrige Konzentrationen von bis zu 6 µg/ml nachgewiesen werden (Schmaus, 

Doktorarbeit 2011). Bereits diese niedrigen sHA-Konzentrationen waren in vitro aber bereits 
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in der Lage, die Expression von TGF-β-1, -2 und -3 in LECs in geringem Ausmaß zu 

induzieren (Schmaus, Doktorarbeit 2011). Im Tumorkontext wären diese niedrigen sHA-

Konzentrationen höchstwahrscheinlich in der Lage, die Expression von TGF-β in LECs und 

anderen Stromazellen induzieren, was, abhängig vom Status der Tumorentwicklung, entweder 

pro-tumorale oder anti-tumorale Wirkungen hätte. Im Laufe der Tumorprogression könnten 

bedingt durch die zunehmende Tumormasse Störungen im Lymphfluss auftreten, die lokal 

eine Akkumulation von sHA bewirken könnten. Diese erhöhten sHA-Konzentrationen wären 

dann in der Lage, lokal die Expression von TGF-β in LECs, tumor-assoziierten Fibroblasten, 

Tumorzellen und anderen Stromazellen in deutlich höheren Konzentrationen zu induzieren. 

Diese erhöhten TGF-β-Konzentrationen könnten die Tumorprogression weiter unterstützen 

und durch die Induktion einer EMT Prozesse wie die Metastasierung fördern. So konnte 

gezeigt werden, dass ein erhöhtes TGF-β-1 Level im Serum von Patienten mit Colorektal-

Karzinomen mit einer erhöhten Invasivität der Tumorzellen und einer gesteigerten 

Metastasierung einhergeht (Shim et al., 1999). 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass hohe sHA-Konzentrationen durch die 

Induktion einer morphologischen Veränderung in LECs (Abbildung 15A), verbunden mit 

einer deutlichen Herrunterregulierung der lymphatischen Marker Prox-1, LYVE-1 und 

VEGFR-3 (Abbildung 15B und 15C) eine Rolle in der Induktion einer EndoMT besitzen 

könnten. Die genauen Mechanismen müssen allerdings noch untersucht werden, konnte doch 

gezeigt werden, dass der Verlust der Markerexpression in LECs unabhängig von TGF-β 

erfolgt (Abbildung 15D). 

4.7 LYVE-1 im Kontext sHA produzierender Tumore 

Die pro-proliferative Wirkung von sHA auf die Lymphangiogenese wird über LYVE-1 

vermittelt. In der tumorinterstitiellen Flüssigkeit (TIF) von 4T1-Tumoren finden sich pro-

proliferativ wirksame sHA-Konzentrationen von ca. 1 µg/ml (Schmaus, Doktorarbeit 2011). 

Welche Rolle spielt LYVE-1 im Kontext des murinen 4T1-Tumormodells? 

Bei der vergleichenden Analyse der sHA-Konzentration in der TIF von 4T1-tragenden 

Wildtypmäusen und LYVE-1-KO-Tieren konnte in beiden Fällen eine Konzentration von ca. 

1 µg/ml nachgewiesen werden (Abbildung 16B). Das Fehlen von LYVE-1 hat also keinen 

Einfluss auf die Produktion oder den Abtransport von sHA im Tumor. Beim Tumorwachstum 

konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen den Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäusen 
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beobachtet werden (Abbildung 16A). Aufgrund seiner Rolle in der Regulation des 

Lymphflusses hätte ein Fehlen von LYVE-1 den Abtransport der Tumorflüssigkeit und somit 

den hydrostatischen Druck innerhalb des Tumors beeinflussen können (Hou et al., 2011, 

2012). Hieraus resultierend hätte man eine Veränderung im Tumorwachstum verglichen mit 

Wildtypmäusen erwarten können.  

LYVE-1 wird hauptsächlich auf lymphatischen Gefäßen exprimiert, eine Expression auf 

einem Subtyp von Makrophagen konnte aber ebenfalls nachgewiesen werden (Schledzewski 

et al., 2006). Makrophagen spielen als Teil des Tumorstromas durch Sezernierung 

verschiedenster Faktoren eine wichtige Rolle bei der Steuerung des Tumorwachstums 

(Fukuda et al., 2012). Basierend auf den nahezu identischen Tumorwachstumskurven der 

Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäuse lässt sich mutmaßen, dass LYVE-1-positive Makrophagen 

entweder nicht am Tumorwachstum beteiligt sind oder eine fehlende Expression von LYVE-1 

auf der Oberfläche dieser Zellen keinen Einfluss auf ihr Verhalten im Tumorkontext hat. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass LYVE-1 keinen Einfluss auf das 

Tumorwachstum von 4T1-Zellen hat. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass sich das 

Wachstum von Melanomen und Lungenkarzinomen in Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäusen 

nicht signifikant unterscheidet (Gale et al., 2007).  

Auch in puncto Lungenmetastasierung konnten keine Unterschiede zwischen 4T1-tragenden 

Wildtyp- und LYVE-1-KO-Mäusen festgestellt werden (Abbildung 16D). Dies ist der erste 

Tierversuch der zeigt, dass LYVE-1 keinen Einfluss auf die Metastasierung zu vom 

Primärtumor entfernten Organen hat.  Um eine genauere Aussage über die Relevanz von 

LYVE-1 in der systemischen Metastasierung treffen zu können, könnten weitere 

Tumorzelllinien in LYVE-1-KO– und Wildtypmäuse injiziert werden.  

Die ipsilateralen axillaren Lymphknoten der 4T1-tragenden LYVE-1-KO-Mäuse waren 

signifikant kleiner als der Lymphknoten der Wildtypmäuse (Abbildung 16C). Dabei könnte es 

sich um invasive Tumorzellen oder eine durch den Tumor induzierte entzündliche Reaktion 

handeln. Aufgrund der hohen Metastasierungsrate der 4T1-Zellen kann jedoch mit einiger 

Wahrscheinlichkeit von einer Lymphknotenmetastasierung ausgegangen werden. Ein Fehlen 

von LYVE-1 scheint somit entweder Entzündungsreaktionen oder die Metastasierung zu 

regionalen Lymphknoten zu hemmen. 
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4.8 sHA in der lymphangiogenen Therapie 

Lymphangiogenese spielt eine zentrale Rolle bei Entzündungsreaktionen, Lymphödemen und 

der Tumormetastasierung (Alitalo und Carmeliet, 2002; Sleeman und Thiele, 2009; Albrecht 

und Christofori, 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit sHA ein neuer, bislang 

unbekannter lymphangiogener Faktor identifiziert und seine Wirkungsweise beschrieben. Es 

stellt sich nun die Frage, ob und wie die Eigenschaften von sHA genutzt werden können, um 

im Rahmen einer lymphangiogenen Therapie gezielt das Wachstum von Lymphgefäßen nach 

Bedarf zu fördern oder zu hemmen.  

sHA vermittelt einen größen- und konzentrationsabhängigen Effekt auf funktionale 

Eigenschaften von LECs. Welche chemischen Strukturen oder funktionellen Gruppen der 

sHA-Moleküle diese Wirkungen vermitteln, ist noch nicht abschließend geklärt. Im Rahmen 

einer Kollaboration mit dem Institut für Organische Chemie am Karlsruher Institut für 

Technologie und dem Max-Planck-Institut für Intelligente Systeme sollen aus einem sHA-

Grundbaustein sHA-Derivate mit unterschiedlichen Schutzgruppen synthetisiert werden, die 

gezielt deprotektiert werden können. Einige dieser modifizierten sHA-Moleküle wurden 

bereits auf ihre biologische Aktivität getestet. Thiolierte sHA-Moleküle sind trotz ihrer 

chemischen Modifizierung am reduzierenden Ende in der Lage, einen biphasischen Effekt auf 

die Proliferation von LECs zu vermitteln, vergleichbar mit nativer sHA (Daten nicht gezeigt). 

Hieraus kann man schließen, dass das reduzierende Ende der sHA-Moleküle nicht für die 

Vermittlung des biphasischen Effektes verantwortlich ist. Mit der gezielten Modifikation 

weiterer funktioneller Gruppen sollen in der Zukunft die chemischen Strukturen identifiziert 

werden, die den lymphangiogenen Effekt von sHA vermitteln. Die Fähigkeit der 

modifizierten sHA-Moleküle, die Lymphangiogenese in vivo zu beeinflussen, soll durch eine 

Injektion in mit 4T1-Zellen implantierten Mäuse untersucht werden. Modifizierte sHA-

Moleküle, die im Vergleich mit nativer sHA eine verringerte biologische Aktivität aufweisen, 

könnten um die Bindung an LYVE-1 konkurrieren und somit möglicherweise als Inhibitor 

eingesetzt werden. Zusätzlich könnten solche sHA-Moleküle mit Hyaluronidasen 

interagieren, und als eine Art Hemmstoff fungieren. Solche sHA-Inhibitoren könnten auch in 

vivo bei der anti-lymphangiogenen Tumortherapie Verwendung finden, indem sie die 

Lymphangiogenese hemmen und somit die Metastasierung invasiver Tumorzellen reduzieren 

könnten. Modifizierte sHA-Moleküle mit deutlich erhöhter biologischer Aktivität könnten bei 

der Behandlung von Lymphödemen Verwendung finden. Ihre Verabreichung könnte gezielt 
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die Lymphangiogenese stimulieren, den Abtransport der gestauten Lymphflüssigkeit dadurch 

fördern und das Abschwellen der betroffenen Körperregionen ermöglichen.  

Neben der chemischen Struktur eines Liganden spielt auch dessen räumliche Anordnung eine 

wichtige Rolle bei der Effektivität der rezeptorvermittelnden Signalübertragung. Die 

räumliche Anordnung thiolierter Peptide auf einer nanostrukturierten Oberfläche beeinflusst 

die Ausbildung fokaler Adhäsionsstrukturen (Arnold et al., 2009). Zusätzlich konnte gezeigt 

werden, dass die räumliche Anordnung von sHA-Molekülen einen Einfluss auf das Verhalten 

CD44-exprimierender Tumorzellen besitzt (Kaindl et al., 2012). Durch eine gezielte 

räumliche Orientierung und Ausrichtung von sHA-Molekülen könnte auch das Verhalten von 

LECs gesteuert werden. In einer Kooperation mit dem Max-Planck-Institut für Intelligente 

Systeme werden nanostrukturierte Oberflächen entworfen, die gezielt mit sHA-Derivaten 

modifiziert werden können. Diese mit sHA-gekoppelten Oberflächen sollen in Form von 

Implantaten in der lymphangiogenen Therapie eingesetzt werden. Ein Vorteil dieser 

Oberflächen wäre eine durch die Kopplung an die Implantate ermöglichte langfristige 

Darbietung von sHA-Molekülen im gewünschten Gewebe, eine optimierte Ausrichtung der 

sHA-Moleküle zueinander und zu ihren zellulären Rezeptoren sowie die Möglichkeit zur 

Verwendung chemisch modifizierter sHA-Derivate. Nanostrukturierte Hydrogele könnten 

zusätzlich als bioabbaubare Gerüststrukturen eingesetzt werden, wobei die Modifizierung 

dieser Hydrogele mit sHA zu einer gezielten und dosierten Freisetzung von sHA in das 

umgebende Gewebe führen könnte. 

Durch eine über Thiol-Gruppen vermittelte Kopplung der sHA-Moleküle an Goldnanopartikel 

können die HA-Fragmente in genau definierten Abständen zueinander auf den Oberflächen 

positioniert werden. Zur Verringerung unspezifischer Bindungen von Proteinen oder Zellen 

an die Oberflächen werden diese mit Polyethylenglykol (PEG) beschichtet. Die Beschichtung 

der nanostrukturierten Glasoberflächen mit zyklischen RGD-Peptiden (cRGD) führt zu einer 

erhöhten Bindungsspezifität von LECs an die Oberflächen. Die Interaktion der cRGD-Peptide 

wird über β1-Integrine vermittelt, die an der Oberfläche der LECs exprimiert werden (Daten 

nicht gezeigt). An nanostrukturierte Glasoberflächen gekoppelte sHA-Moleküle können 

zudem die Proliferation von LECs beeinflussen. Mit zunehmendem Abstand der sHA-

Moleküle zueinander ist ein Anstieg in der Adhäsion und Proliferation der Zellen zu 

verzeichnen (Daten nicht gezeigt). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die durch sHA-

induzierte Proliferation von LECs nicht über eine Internalisierung von sHA vermittelt wird. 
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Zudem besitzt die räumliche Anordnung der sHA-Moleküle einen Einfluss auf ihre 

proliferativen Eigenschaften.    

Die Wirkung lymphangiogener Faktoren kann durch die Verabreichung löslicher 

Rezeptorglobuline aufgehoben werden (He et al., 2002; Krishnan et al., 2003; Burton et al., 

2008b). Eine Inhibierung der Wirkung von sHA könnte durch die Verwendung eines 

löslichen LYVE-1-Rezeptorglobulins erreicht werden. LYVE-1-Rezeptorglobuline sollten in 

vivo fähig sein, im Tumorkontext oder in Entzündungsreaktionen entstandene sHA-Moleküle 

zu binden und damit zu neutralisieren. Im 4T1-Tumormodell konnte bisher keine Wirkung 

dieser LYVE-1-Rezeptorglobuline auf die Metastasierung oder das Tumorwachstum 

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Um diese Daten allerdings umfassend interpretieren 

zu können, sollten die Bindungseigenschaften und Sialisierungen der LYVE-1-

Rezeptorglobuline jedoch noch genauer charakterisiert werden.  

In dieser Arbeit konnten niedermolekulare Hyaluronsäurefragmente als neue lymphangiogene 

Faktoren identifiziert und charakterisiert werden. Abhängig von ihrer Konzentration sind sie 

in der Lage, die Eigenschaften und die Identität von LECs zu beeinflussen. Die molekularen 

Wirkungsweisen dieser HA-Fragmente wurden beschrieben, wobei noch eine Reihe von 

Untersuchungen nötig ist, um das vollständige Potential dieser Moleküle in der Behandlung 

pathologischer Prozesse zu erschließen.  
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FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2 
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GH Growth Hormone 
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HMW-HA High Molecular Weight Hyaluronic Acid 

HoxD8 Homeobox Protein D8 

HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1 

HRP Horseradish peroxidase 

HUVECs Human Vascular Endothelial Cells 

Hyal Hyaluronidase 

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule-1 

IGF-1/-2 Insulin-like Growth Factor-1/-2 

IL-11 Interleukin-11 

IL-17 Interkeukin-17 

IL-6 Interleukin-6 

Il-8  Interleukin-8 
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JNK1/3 c-Jun N-terminal Kinasen 1/3 
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Sox-18 SRY-related HMG-box protein-18 

Src Cellular und sarcoma 
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