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1. Zusammenfassung

Hintergrund: Das uveale Melanom ist der haufigste maligne intraokuldre Tumor im
Erwachsenenalter. Es existiert bis dato keine etablierte Therapie zur Behandlung der hdufigen
Metastasierung. Fur den Ubergang einer gutartigen L&sion in einen malignen Tumor sind
Angio- und Lymphangiogenese von besonderer Bedeutung. Entscheidende Faktoren dabei
sind die verschiedenen Liganden und Rezeptoren der VEGF-Familie sowie Neuropilin-2
(NRP2).

Fragestellung: Diese Forschungsarbeit untersucht den Einfluss von NRP2 auf die Expression
von VEGFC, VEGFD, VEGFR2 und VEGFR3. Insbesondere soll untersucht werden, ob durch
das Blockieren der Bindungsstelle fir VEGF an NRP2 die Expression der zuvor genannten
Proteine verandert wird, um das komplexe Zusammenspiel dieser Proteine bei der Entstehung

respektive Entwicklung uvealer Melanome besser verstehen zu kdnnen.

Material und Methoden: In vitro werden zwei Zelllinien eines uvealen Melanoms, eine mit
Monosomie 3 und eine mit Disomie 3, fur 2 Stunden und fur 24 Stunden mit einem die
Bindungsstelle fur VEGF blockierenden NRP2-Antikdrper versetzt. Die Expression von
VEGFC, -D, -R2 und -R3 wird anschlieBend anhand von Durchflusszytometrie und

semiquantitativer Proteinbestimmung ermittelt.

Ergebnisse: Die Expression aller vier untersuchten Proteine ist durch die Hinzugabe des
NRP2-Antikorpers nach zwei Stunden signifikant erhéht (p-Wert jeweils < 0,05). Nach 24
Stunden ist diese Erh6hung nicht mehr zu beobachten (p-Wert jeweils > 0,05). Es zeigt sich

kein signifikanter Unterschied zwischen der Zelllinie mit Monosomie und der mit Disomie.

Schlussfolgerungen: Ob der Einsatz eines inhibierenden NRP2-Antikdrpers und damit die
Beeinflussung der VEGF-Expression beim uvealen Melanom einen nitzlichen
therapeutischen Effekt haben kdnnte, misste durch ergdnzende in-vivo-Experimente gepriift
werden. Grundsétzlich sollte insbesondere vor dem Hintergrund verschiedener angiogener

Prozesse eine Multi-Target-Therapie in Erwagung gezogen werden.
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2. Einleitung

2.1 Das uveale Melanom
2.1.1. Epidemiologie

Das uveale Melanom ist mit einer Inzidenz von etwa 5 Krankheitsfallen auf 1 Million Einwohner
pro Jahr der haufigste maligne intraokulare Tumor im Erwachsenenalter in Deutschland.!?
Wahrend mit 83 % die grof3e Mehrheit aller uvealen Melanome in der Aderhaut entsteht, sind
nur etwa 13 % auf ihren Ursprung im Ziliarkdrper oder der Iris zurtickzufiihren.>*4 Die Gbrigen
4 % sind beziglich ihres Ursprungs nicht naher beschrieben.! Die Wahrscheinlichkeit, ein
uveales Melanom zu entwickeln, steigt mit héherem Lebensalter und erreicht ein Plateau nach
75 Jahren.?® Das mediane Erkrankungsalter in Deutschland liegt bei 67 Jahren, wobei Manner
etwas haufiger betroffen sind als Frauen.»?® Die Inzidenz uvealer Melanome folgt in Europa
einem Nord-Sud-Gefalle: Wahrend in sudlichen Landern Europas weniger als 2 Krankheitsfalle
pro 1 Million Einwohner pro Jahr auftreten, kdnnen in ndrdlichen Landern mehr als 8
Krankheitsfalle pro 1 Million Einwohner pro Jahr registriert werden.>”° Obwohl manche
Studien eine gleichbleibende Inzidenz Uiber mehrere Jahrzehnte beschreiben!®!!, zeigt eine
kurzlich erschienene Untersuchung aus Danemark eine Erhéhung der Inzidenz insbesondere
friher Tumorstadien'?. In Deutschland ist dieser Anstieg im Zeitraum von 1996 bis 2015 nicht

zu beobachten.?

2.1.2. Risikofaktoren

Zu den Risikofaktoren, die mit einem haufigeren Auftreten uvealer Melanome assoziiert sind,
zahltinsbesondere eine helle, eine blaue oder graue, Augenfarbe.** AuRerdem ist das Risiko
eines uvealen Melanoms bei der kongenitalen okularen Melanozytose, beim Vorliegen eines
Melanozytoms und beim BAP1-Tumorpradispositionssyndrom erhoht.*® Wahrend eine helle
Hautfarbe und eine Anfélligkeit fir Sonnenbréande ebenfalls Risikofaktoren darstellen, lasst
sich bei blonden beziehungsweise roten Haaren kein statistisch gesteigertes Auftreten uvealer
Melanome feststellen.*®* Die Wahrscheinlichkeit, ein uveales Melanom zu entwickeln, wird bei
Hellhautigkeit um den Faktor 200 gesteigert.? Dariiber hinaus gehéren haufige dysplastische
Néavi, Melanome der Haut und eine familiare Disposition zu den Risikofaktoren.'®’ Zwar ist
der Einfluss von UV-Strahlung bei der Entstehung kutaner, maligner Melanome von
entscheidender Bedeutung, allerdings wird der Effekt ebenjener vor allem bei den haufigeren
posterioren uvealen Melanomen aufgrund der Absorption durch weiter anterior gelegene

Strukturen wie Cornea, Linse und Glaskorper als gering eingeschatzt.18-20
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2.1.3. Pathomechanismus

Bei der Entstehung uvealer Melanome sind bestimmte genetische und epigenetische
Veranderungen von Bedeutung.?! Zu diesen Veranderungen gehoren Mutationen oder
Amplifikationen von Protoonkogenen, Mutationen oder Deletionen von Tumor-
suppressorgenen sowie zytogenetische beziehungsweise chromosomale Aberrationen?t22,
die den Zellzyklus und den programmierten Zelltod in unterschiedlichem Male beeinflussen
und letztlich in einer unkontrollierten, klonalen Proliferation von Tumorzellen munden.?
Aufgrund wiederkehrender Mutationen wird davon ausgegangen, dass es fiir den Ubergang
einer benignen Lasion zu einem malignen uvealen Melanom der Kombination zweier zentraler

Veranderungen bedarf.?*

(1) Aktivierung des Gaqg-Signalweges

Zu den friihen Veranderungen in der Tumorigenese uvealer Melanome gehéren insbesondere
Mutationen der DNA-Sequenzen der G-Proteine GNAQ und GNA11, die den Gag-Signalweg
aktivieren.® Diese Mutationen sind in Giber 80 % aller uvealen Melanome zu finden.?>2¢ GNAQ
und GNA11l kodieren ag-Untereinheiten der G-Proteine, die normalerweise nur durch
Aktivierung ihrerseits eine Aktivierung intrazellularer Signalwege bewirken.?” Infolgedessen
kommt es durch die Stimulation der Phospholipase-p zu einer ibermafiigen Aktivierung des
MAP-Kinase- und des PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweges.?>%-3 AuRerdem sind der
Retinoblastom- und der p53-Signalweg in den meisten uvealen Melanomen funktionell
inaktiviert, was es den Tumorzellen ermdglicht, neue Zellzyklen einzuleiten.33* Zuséatzlich
scheint die Aktivierung des yes-associated protein (YAP) ein wesentlicher Faktor bei der

Entstehung uvealer Melanome zu sein.®

Zwar gelten Mutationen in GNAQ und GNA11 als initierender und wesentlicher Faktor bei der
Entstehung uvealer Melanome, doch sind diese Veranderungen allein nicht hinreichend, um
eine maligne Transformation zu bewirken.3® AuRerdem korrelieren Mutationen in GNAQ und
GNA11 weder mit der Prognose, der Klinik, dem histopathologischen Typ noch der Anzahl

weiterer Mutationen, die mit fortgeschrittenen uvealen Melanomen assoziiert sind .23’

(2) BSE-Verédnderung

Die jahrliche Rate der malignen Transformation eines choroidalen Navus in ein choroidales

Melanom liegt — unter der Annahme, dass alle choroidalen Melanome aus zuvor bestehenden
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Navi entstehen — bei 1 zu 8845.3® Aufgrund dieser kleinen Rate und dem Fakt, dass GNAQ-
und GNA1ll-Mutationen auch in uvealen Navi zu finden sind3%%°, bedarf es weiterer

Veranderungen, um eine solche maligne Transformation zu bewirken.?’

Drei dieser entscheidenden Veradnderungen werden durch das Akronym BSE
zusammengefasst: Inaktivierung von BAP1 sowie von Mutationen eines Splicing-Gens und
von EIF1AX.2*?" Im Gegensatz zu GNAQ und GNA1ll-Mutationen Kkorrelieren BSE-

Veranderungen mit der Metastasierungsrate.*%-4!

Die biallelische Inaktivierung von BAP1, das auf Chromosom 3 lokalisiert ist, tritt in etwa 50 %
aller uvealen Melanome auf und geht mit einer erhdhten Metastasierungsrate, einer frihen
Metastasierung und dementsprechend mit einer schlechteren Prognose einher.**42-4¢ Eines
der Allele geht haufig durch den kompletten Verlust eines Chromosoms 3 verloren, das andere
wird zumeist im Sinne eines two-hit-models durch Mutation inaktiviert.*” BAP1 beeinflusst als
nukleare, deubiquitinierende Hydrolase viele unterschiedliche Prozesse*®: Dazu gehdren unter
anderem die Kontrolle des Zellzyklus und des Zellwachstums, die DNA-Schaden-Reparatur

sowie die Regulation der Apoptose und der Genexpression.*84°

Auch eine Mutation von SF3B1, die in etwa 20 % aller uvealer Melanome gefunden werden
kann®°, spielt moglicherweise in der Atiopathogenese uvealer Melanome eine Rolle.?® SF3B1
kodiert als Splicing-Gen fiir einen wichtigen Bestandteil des SpleiRosoms.! Das fehlerhafte
SpleiBosom bewirkt die Produktion fehlerhafter mMRNA.>? Im Gegensatz zu Veranderungen von
BAP1 gehen uveale Melanome, die eine Mutation von SF3B1 aufweisen, mit einer spateren

Metastasierung und einer besseren Prognose einher 405153

Die dritte Veranderung, die in das Akronym BSE einfliel3t, ist eine Mutation im EIF1AX-Gen.
Dieses Gen kodiert ein fir die Anbahnung der Translation wesentliches Protein, indem es die
Rekrutierung der kleinen ribosomalen Untereinheit an das 5‘-Ende der mRNA vermittelt.?” Erst
dadurch wird ein Ablesen der mMRNA mdglich.%* Eine Mutation im EIF1AX-Gen geht mit einer
niedrigen Metastasierungsrate und einer — insbesondere im Vergleich zu Mutationen in BAP1

— sehr guten Prognose einher.%6

(3) Chromosomale Aberrationen

Es gibt neben den genetischen Mutationen typische chromosomale Aberrationen, die mit dem
Auftreten uvealer Melanome vergesellschaftet sind. Diese Veranderungen kdnnen durch
unterschiedliche Techniken detektiert werden*’5"8 wobei das gene expression profiling

(GEP) die aktuell favorisierte Untersuchungsmethode darstellt.?
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Zu den typischen chromosomalen Veranderungen uvealer Melanome gehort ein Verlust von
1p, 3, 69, und 9p sowie ein Zuwachs von 1g, 6p und 8q.>°% Besonders hervorzuheben ist
dabei der Wegfall eines der Chromosomen 3. Diese Monosomie 3, die in etwa der Halfte aller
uvealen Melanome Dbeobachtet werden kann, Kkorreliert signifikant mit dem
Metastasierungsrisiko, der Wiedererkrankungswahrscheinlichkeit nach Therapie und
dementsprechend mit der Uberlebensprognose.* %163 AuRer der Monosomie 3 gehen ein
Zugewinn von Chromosom 8 und ein Verlust von Chromosom 1 mit einer schlechten Prognose
einher.®4® Zusatzlich korrelieren eine Monosomie 3 und eine Polysomie 8g mit weiteren
tumorspezifischen Eigenschaften, die ihrerseits mit einer Abnahme des progressionsfreien
Uberlebens signifikant korrelieren: groRer Basaldurchmesser des Tumors, Beteiligung des
Ziliarkorpers, hohe Mitoseaktivitat, ein epitheloider Zelltyp und closed matrix loops.®® Im

Gegensatz dazu ist ein Zugewinn des Chromosoms 6 mit einer guten Prognose verbunden 6768

Aus den genetischen und chromosomalen Verdnderungen lasst sich eine dichotome
Einteilung molekularer Subtypen des uvealen Melanoms ableiten, mit deren Hilfe das
Metastasierungsrisiko des Tumors beurteilt werden und folglich eine Prognoseabschatzung

erfolgen kann.z347:69

Tabelle 1: Molekulare Subtypen des uvealen Melanoms 327:63.70.71

mMRNA GEP Schlussel-Mutation Chromosom 3 Metastasierungsrisiko
Klasse 1 EIF1AX Disomie Niedrig

Klasse 1 SF3B1 Disomie Intermediar

Klasse 2 BAP1 Monosomie Hoch

2.1.4. Diagnostik und Therapie

Um die Diagnose eines uvealen Melanoms stellen zu kdnnen, finden viele verschiedene
Untersuchungstechniken Anwendung. Dazu gehdren unter anderem die direkte und die
indirekte Ophthalmoskopie, die Sonographie mit A- und B-Bild, die optische
Koharenztomographie (OCT), die Fundusautofluoreszenz und die Indocyaningriin-
Fluoreszenz-Angiographie.®>?® Fortgeschrittene Tumoren konnen mit den beschriebenen
ophthalmologischen Methoden zuverlassig diagnostiziert werden.”? In unklaren Fallen kann
dariber hinaus eine diagnostische Abklarung durch Tumorbiopsie mit anschlieRender
immunbhistologischer und zytogenetischer Aufbereitung erwogen werden.” Die friihzeitige und
korrekte Diagnosestellung ist insbesondere deshalb von herausragender Bedeutung, weil
derzeit nur durch diese die Prognose und Uberlebenswahrscheinlichkeit begiinstigend

beeinflusst werden kénnen.®
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Zur Behandlung uvealer Melanome stehen unterschiedliche Therapieformen zur Verfligung.
In aufsteigender Invasivitat werden lasergestiitzte Therapien, Radiotherapien und chirurgische
Therapien unterschieden.” Es konnte gezeigt werden, dass die Brachytherapie als weltweit
anerkannte Standardtherapie der besonders invasiven Enucleatio Bulbi beziglich des
Gesamtiberlebens nicht unterlegen ist.'*’*"> Zudem scheinen teletherapeutische Methoden
im Vergleich zur Brachytherapie im Hinblick auf das Gesamtiiberleben dhnliche Ergebnisse zu
erzielen’®’’, sodass die jeweilige Interventionsauswahl patientenindividuell an den
Lokalbefund (beispielsweise Tumorprominenz, Basaldurchmesser, Beteiligung der Makula
und Papillennéhe), den Allgemeinzustand, die Komorbiditaten und die Patientenpraferenz

angepasst werden kann.’®7®

Unabhangig von der gewahlten Methode erfolgt die Therapie uvealer Melanome primar in
einem kurativen Ansatz.® Dabei definiert die lokale Tumorkontrolle den Therapieerfolg.® Zwar
hat diese lokale Tumorkontrolle einen prognostischen Einfluss®8!, jedoch hat die Entwicklung
der Behandlungsoptionen hin zu weniger invasiven Verfahren weiterhin keinen Effekt auf die
Gesamtilberlebensrate??, da von einer Mikrometastasierung ausgegangen wird, die bereits

Jahre vor der Behandlung des Primartumors stattgefunden habe82%4,

2.1.5. Metastasierung

In einer Studie, in die 8.033 Krankheitsfalle eines uvealen Melanoms eingegangen sind,
wurden 10 Jahre nach Diagnosestellung Metastasen bei Beteiligung der Iris in 7 % dieser
Falle, bei Ziliarkorperbeteiligung in 33 % dieser Falle und bei Aderhautmelanomen in 25 %
dieser Falle beobachtet.® Die Metastasierung wird am haufigsten in der Leber beobachtet8687;
sie kann sich aber auch in der Lunge, den Lymphknoten, den Knochen, der Haut und dem
Gehirn manifestieren.® Darliber hinaus kénnen auch lymphatische Metastasen bei sekundarer
extraskleraler Tumorausdehnung vorkommen.®®® Das mediane Uberleben im Falle einer

Metastasierung ist mit Werten zwischen 3,6 und 12,5 Monaten vergleichsweise kurz.%1-%

Die Wahrscheinlichkeit, Metastasen zu entwickeln, hangt wesentlich von der Grol3e
beziehungsweise dem Basaldurchmesser des Tumors ab.8°" Dabei spielt die biallellische
Inaktivierung von BAP1 eine entscheidende Bedeutung*?: je groRer der Tumor, desto hoher
die Anzahl an BAP1-mutierten Zellen*4%, Zusatzlich konnte in einer Studie gezeigt werden,
dass sich das Genom von Primartumoren und Metastasen weder durch neue
Treibermutationen noch durch andere wesentliche Mutationen unterscheidet.®® Darlber
hinaus konnte keine BAP1-Inaktivierung wéahrend der Progression uvealer Melanome mit
einem BAP1-Wildtyp festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass BAP1 zwar essenziell fur

die Tumorigenese, nicht aber fiir den Fortschritt der Metastasierung ist.*®
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Es gab in der Vergangenheit unterschiedliche Versuche, die Uberlebenswahrscheinlichkeit
und das progressionsfreie Uberleben uvealer Melanome hinsichtlich einer Metastasierung

positiv zu beeinflussen. Dazu gehtéren sowohl lokale als auch systemische Ansatze.

Weil sich die Metastasierung uvealer Melanome in tber 90 % der Félle in der Leber
manifestiert, kann in besonderen Fallen die chirurgische Resektion einzelner exponierter
Metastasen angedacht werden.® Auch andere Ansatze wie die Radiofrequenzablation, die
Radioembolisation, die stereotaktische Bestrahlung oder auch die intrahepatische Gabe von
Chemotherapeutika kénnen einen positiven Einfluss zumindest auf das krankheitsfreie

Uberleben bieten.100-102

Ein vielversprechender systemischer Ansatz zur Behandlung metastasierter uvealer
Melanome war der Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Ipilimumab (anti-CTLA-4-
Antikérper), Nivolumab (anti-PD-1-Antikoérper) oder Pembrolizumab (anti-PD-1-Antikdrper).
Jener revolutionierte die Therapie und die Prognose fortgeschrittener kutaner Melanome
geradezu.'®1%3 Beim uvealen Melanom konnte ein Nutzen dieser Immuninhibitoren bisher
allerdings nicht gezeigt werden.1®*1% Auch die systemische Anwendung verschiedener
Chemotherapeutika, die beim malignen Melanom eingesetzt werden, konnte das

Gesamtiberleben beim metastasierten uvealen Melanom nicht steigern.106-108

Es werden derzeit einige Studien durchgeflihrt, deren Ziel eine Verbesserung der Prognose
fortgeschrittener beziehungsweise metastasierter uvealer Melanome ist und die auf
unterschiedliche Weise bestimmte zellulare Mechanismen adressieren.'® So werden neben
weiteren Studien, die andere immuntherapeutische Ansétze verfolgen, auch epigenetische

Therapien und DNA-Reparaturverfahren getestet, 01109

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das metastasierte uveale Melanom trotz grof3er
Bemuhungen und trotz des Fortschritts hin zu bulbuserhaltenden Therapieoptionen mit einer
infausten Prognose einhergeht, da es weiterhin keine etablierte Therapie zur Behandlung
fortgeschrittener metastasierter uvealer Melanome gibt.%>'% Nach derzeitigem Forschungs-
stand sind Friherkennung und rechtzeitige Therapieeinleitung die einzigen Instrumente,

welche die Prognose und damit die Lebenserwartung positiv beeinflussen kénnen.??

2.2  Angio- und Lymphangiogenese

Die gezielte Beeinflussung von Gefal3en im Zusammenhang mit Tumoren wird seit mehreren
Jahrzehnten erforscht. Die fundamentale Uberzeugung, dass ein Tumor nicht ber die
Grenzen der Diffusion von Sauerstoff und N&hrstoffen hinaus aus den BlutgefaRen wachsen

kann (etwa 1-2 mm), wird seit den Siebzigerjahren vertreten !
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Neben genetischen und epigenetischen Veranderungen, welche die maligne Transformation
einer benignen Zelle in eine unkontrolliert wachsende Tumorzelle urséachlich bestimmen, sind
weitere Schritte zur Ausbildung eines malignen Tumors vonnoten. 12113 Insoweit werden sechs
Schlusselmerkmale (hallmarks of cancer) unterschieden, welche die Ausbildung und
Progression eines Tumors erméglichen. Dazu gehért unter anderem die anhaltende Angio-
und Lymphangiogenese, die eine dauerhafte Proliferation neuer GefalRe aus zuvor

bestehenden GeféRen beschreibt.**4*°

Zellen sind grundsétzlich auf eine ausreichende Zufuhr von Blut zur Versorgung mit Sauerstoff
und Nahrstoffen und zum Abtransport von Stoffwechselprodukten angewiesen.!’ Sich schnell
teilende Tumorzellen sind ebenfalls dergestalt auf diese essenzielle Versorgung angewiesen,
dass ein Mangel an adaquater Blutzufuhr das Wachstum und das Potential zur Metastasierung

beschrankt. 18

Wahrend das Gefalisystem im Erwachsenenalter physiologisch — mit wenigen Ausnahmen —
eine ruhende Einheit darstellt und die Angiogenese als streng kontrollierter Prozess auftritt, ist
dieses System beim Auftreten maligner zellularer Prozesse derart gestort, dass es zur

unkontrollierten Ausbildung neuer GefaRe kommt 118119

Der Beginn der tumoreigenen Angio- und Lymphangiogenese, auch als angiogenic switch
bezeichnet, kann je nach Tumorart und Tumormikroumgebung in unterschiedlichen Stadien
des Tumorwachstumsprozesses auftreten.!**12° Die Induktion des angiogenic switch hangt
davon ab, wie schwer die physiologische Balance zugunsten pro-angiogener Faktoren
gegenlber anti-angiogenen Faktoren verlagert wird. Zu den Induktoren gehéren Hypoxie, die

Aktivierung von Onkogenen und die Mutation von Tumorsuppressorgenen.t?

Das tumoreigene Gefalisystem unterscheidet sich signifikant von dem physiologischen
GefalRsystem. Zu den Unterschieden gehdren eine aberrante Gefal3struktur, ein abnormaler,
teilweise oszillierender Blutfluss, eine erhohte Permeabilititt und eine verzdgerte
Maturation.'?212 Die irregularen Merkmale des tumoreigenen GefaRsystems sind auf die
unverhaltnismalige Expression von pro-angiogenen Faktoren zurlckzufihren. Zu den
wichtigsten aktivierenden Molekilen gehéren der vascular endothelial growth factor (VEGF),
der fibroblast growth factor (FGF), der platelet-derived growth factor (PDGF) und der epidermal
growth factor (EGF).*2*

2.3 Die VEGF-Familie

Die VEGF-Familie ist im Hinblick auf physiologische und pathologische Angio- und
Lymphangiogenese eine zentrale Molekilgruppe.'?® Sie umfasst sechs Unterformen: VEGFA,
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VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE und den placental growth factor (PGF). Bei diesen handelt
es sich um sekretierte, endothelspezifische, homodimere Glykoproteine.'?® 1983 erstmalig
identifiziert, gilt VEGFA, von dem durch differenzielles Spleilen eines einzelnen Gens
verschiedene Isoformen generiert werden konnen, als essenzielles Protein fir die
Proliferation, das Uberleben, die Migration und die Durchlassigkeit von Endothelzellen 125127.128
Es sind drei verschiedene VEGF-Rezeptoren (vascular endothelial growth factor receptor,
VEGFR) bekannt, an welche die VEGF-Subtypen an der Zelloberflache binden: VEGFR1,
VEGFR2 und VEGFR3. Diese sind Tyrosinkinase-Rezeptoren, die aus einer extrazellularen
Region, einer transmembranen Helix und einer zytoplasmatischen Tyrosinkinase bestehen.
Durch die Bindung eines Liganden an die extrazellulare Region kommt es zur Dimerisierung
der Rezeptoren und folglich zur Aktivierung eines nachgeschalteten Signalwegs.*?®* Wahrend
VEGFA und VEGFB hauptsachlich VEGFR1 und VEGFR2 an BlutgefaRendothelzellen binden,
binden VEGFC und VEGFD vor allem VEGFR2 an BlutgefdRendothelzellen und VEGFR3 an
Lymphendothelzellen.**°

2.3.1. VEGFC

VEGFC wurde 1996 erstmalig als VEGFR2 und VEGFR3 bindender Ligand identifiziert.*3!
VEGFC als Prapropeptid unterscheidet sich von VEGFA und VEGFB dadurch, dass es N- und
C-terminale Doméanen enthalt, die wahrend und nach der Sekretion aus Endothelzellen
proteolytisch gespalten werden.'® Diese Prozessierung zur reifen Form eines etwa 40 kDa
schweren Homodimers, deren Kontrollmechanismus auf molekularer Ebene weiterhin unklar
ist, erhdht die Affinitat fir VEGFR3 um ein Vielfaches.'® VEGFR2 kann lediglich die
ausgereifte Form von VEGFC binden.'*® Grundsatzlich ist die Affinitat von VEGFC fir VEGFR2
schwéacher als fir VEGFR3, sodass von einem geringeren Effekt auf die Angiogenese
ausgegangen wird.’®** Die ausgereifte Form von VEGFC induziert Mitose, Migration und

Uberleben von Endothelzellen.3°

VEGFC ist als Vermittler der lymphatischen Entwicklung von essenzieller Bedeutung wahrend
der Embryogenese. Die Ausschaltung beider VEGFC-Allele in einem Mausexperiment fiihrte
zur fehlenden Ausbildung von LymphgefaRen und aufgrund der Flissigkeitsansammlung in
den Geweben zum pranatalen Tod.'® Die Endothelzellen differenzierten sich zwar entlang der
lymphatischen Zelllinie, es bildeten sich allerdings keine suffizienten LymphgefaRRe. Es sind
beide VEGFC-Allele flr eine regelrechte Entwicklung des LymphgefaRsystems vonndten. So
entwickelten Mause mit nur einem intakten VEGFC-Allel eine Hypoplasie der Lymphgefalde
der Haut und Lymphddeme, was darauf hindeutet, dass auch die Konzentration von VEGFC
fur die regelrechte Ausbildung des LymphgefaRsystems entscheidend ist'*¢. VEGFC ist jedoch
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im Gegensatz zu seinen Rezeptoren VEGFR2 und VEGFR3 fiir die Entwicklung von

BlutgefalRen nicht unerlasslich.*?’

Eine weitere physiologische Bedeutung hat VEGFC als zentraler Mediator des
Lymphgefal3systems bei einer Entzindungsreaktion, indem es die Immunfunktion und die
Leukozytenwanderung steuert.’*” Dabei wird die Transkription von VEGFC, dessen Promoter

NF-xB Bindungsstellen enthalt, durch proinflammatorische Zytokine aktiviert.13813

Hinsichtlich pathologischer Prozesse wird VEGFC nicht nur bei Erkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis, sondern auch bei malignen Tumoren eine zentrale Rolle
zugesprochen.'* VEGFC kann sowohl durch die Erhéhung der Permeabilitat von
LymphgefaRen als auch Uber neues LymphgefalRwachstum eine Invasion von Tumorzellen

und damit eine intralymphatische Streuung von Tumorzellen ermoglichen. 3314

Es wird eine signifikante Korrelation zwischen der VEGFC Expression und der Dichte von
LymphgefaRen beschrieben.**? Dariiber hinaus ist bekannt, dass die VEGF-Konzentration bei
einer Vielzahl von Malignomen, darunter Schilddrisen-, Prostata-, Magen-, Dickdarm- und
Lungenkarzinom, signifikant mit der Lymphknotenmetastasierung korreliert.}4247 Es konnte
aufRerdem in einer tierexperimentellen Studie gezeigt werden, dass durch die Neutralisierung
von VEGFC mithilfe der systemischen Uberexpression von lIslichem VEGFR3 die

LymphgefaRbildung und die Lymphknotenmetastasierung gehemmt wird.48

2.3.2. VEGFD

VEGFD wurde ursprtnglich in der Maus als c-fos-induced growth factor (FIGF) beschrieben,
der die Zelltransformation und maligne Progression von Tumoren stimulieren kann.'#® 1997
wurde dieser durch molekulares Klonen im Menschen identifiziert und aufgrund seiner
strukturellen Ahnlichkeit zur VEGF-Familie als VEGFD bezeichnet.**° Wie auch VEGFC bindet
VEGF an VEGFR2 und VEGFR3 und aktiviert diese.

VEGFD wird primér als Prékursorprotein synthetisiert, das neben einer zentralen,
rezeptorbindenden VEGF-Homologie-Domé&ne (VHD) lange N- und C-terminale Propeptide
enthalt.’®* Das Prakursorprotein wird anschlieRend zu einer bioaktiven, nicht-kovalenten,
dimeren Form prozessiert, die eine stark erhdhte Affinitat fur VEGFR2 und VEGFR3 im

Vergleich zum Prakursorprotein hat.%!

VEGFD ist strukturell eng mit VEGFC verwandt. Die VHDs von VEGFC und VEGFD, die bei
beiden um N- und C-terminale Propeptide erweitert werden, sind in ihren

Aminosaurensequenzen zu 61 % identisch.’® Aus den Ahnlichkeiten im Hinblick auf
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Gesamtstruktur und Rezeptorbindung folgt ihre Einordnung als Untergruppe innerhalb der
VEGF-Familie.?3!

Die physiologische Rolle von VEGFD ist dabei noch nicht abschlieRend geklart. VEGFD wird
sowohl im vaskuldren Endothel als auch im Herz, in der Lunge, den Skelettmuskeln sowie im
Dick- und Dunndarm exprimiert.’®2-15* Einerseits ist VEGFD als potenter angiogenetischer
Faktor beschrieben, der die Migration und Proliferation von Endothelzellen in vitro und in vivo
stimulieren kann.'®® Andererseits konnte gezeigt werden, dass die transgene Uberexpression
von VEGFD lediglich eine lymphatische Hyperplasie und nicht die Neubildung von Blutgefal3en
induziert.'> DarlUber hinaus zeigen VEGFD-defiziente Mause im Tiermodell keine
pathologischen Veranderungen des Lymphsystems, was darauf hindeutet, dass VEGFD keine
wichtige Rolle in der Lymphangiogenese spielt oder dass VEGFC, mithin auch ein anderer,
bisher unbekannter aktivierender VEGFR3-Ligand, VEGFD wahrend der Entwicklung

kompensieren kann.°®

Auch die Bedeutung von VEGFD hinsichtlich krankhafter Ver&nderungen und bei der
Tumorigenese ist nicht in Ganze verstanden. Dass VEGFD in der Lage ist, die Bildung von
LymphgefaBen im Tumor zu induzieren, ist bekannt.*®” Dartiber hinaus fihrt die Expression
von VEGFD in Tumorzellen zur Ausbreitung des Tumors auf Lymphknoten, die in einer
experimentellen Studie durch einen VEGFD spezifischen Antikorper blockiert werden
konnte.'®” Die Autoren identifizieren VEGFD aufgrund ihrer Beobachtung als ein Molekiil, das

den Prozess der metastatischen Ausbreitung maRgeblich bestimmt.>’

In einer anderen Studie, welche die Expression von VEGFD und VEGFR3 in Proben gesunder
Darmschleimhaut und kolorektalen Karzinomen untersuchte, konnte eine héhere Expression
von VEGFD in den Proben kolorektaler Karzinome nachgewiesen werden.'*® Die Hohe der
VEGFD-Expression Kkorreliert mit der Wahrscheinlichkeit, Lymphknotenmetastasen oder
Tumorrezidive zu entwickeln.'®® AuRRerdem konnte VEGFD als unabh&ngiger prognostischer
Faktor sowohl fur das krankheitsfreie als auch das Gesamtiiberleben bestimmt werden.*%® In
der Studie konnte keine Korrelation zwischen der VEGFD-Expression und der Dichte der
MikrogefaRe nachgewiesen werden.'*® Daher wird nur eine geringe Rolle von VEGFD fiir die
Angiogenese, dafur aber eine zentrale fir die Lymphangiogenese und die lymphatische

Metastasierung angenommen. %8

Demgegentiber konnte in anderen Untersuchungen, beispielsweise beim Adenokarzinom der
Lunge, beim Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses oder beim Magenkarzinom, eine
niedrigere VEGFD-Expression in Proben des Tumorgewebes verglichen zu gesundem
Gewebe nachgewiesen werden 147159160 7ysatzlich wird eine Korrelation zwischen einer

erhohten VEGFC-Expression, einer reduzierten VEGFD-Expression und dem Auftreten von

20



Lymphknotenmetastasen beschrieben.}4"1*® Dass durch die Reduktion von VEGFD den
potenteren Angiogenesefaktoren VEGFA und VEGFC eine verstarkte Bindung an ihren
Rezeptoren ermoglicht wird, ist eine der diskutierten Erklarungen fir diesen

Zusammenhang.16°

2.3.3. VEGFR2

VEGFR2 besteht, wie auch VEGFR1, aus sieben extrazellularen, homologen Immunglobulin-
Doménen, einer einzelnen Transmembranregion und einer intrazellularen Tyrosinkinase-
Domane, die durch eine eingefligte Kinase-Doméane getrennt wird.'** VEGFR2 wird daher
auch als kinase-insert domain receptor (KDR) oder fetal liver kinase (FLK-1) bezeichnet.1®?
VEGFR2 bindet VEGFA, VEGFC und VEGFD. Die Expression von VEGFR?2 ist autoreguliert,
die Liganden regulieren die Expression von VEGFR2 hoch.®®* Neben Endothelzellen wird
VEGFR2 auf neuronalen Zellen, retinalen Vorlauferzellen, Osteoblasten, Megakaryozyten und

hamatopoetischem Stammzellen exprimiert.164

Wahrend der Embryogenese wird VEGFR2 vom primitiven Endoderm, Angioblasten, in den
Blutinseln und angiogenen GefaBen exprimiert.'®® Mause, bei denen das VEGFR2-Gen
deletiert wurde, versterben aufgrund der fehlenden Ausbildung von Blutinseln, des
embryonalen GefaRsystems und der hamatopoetischen Stammzellen.'®®1%” Wahrend die
VEGFR2-Expression in adulten Endothelzellen der Blutgefale herunterreguliert wird, wird sie
im Endothel der angiogenen BlutgefaRe wieder hochreguliert.1®® Es wurde in vivo gezeigt, dass
die Sequestration von VEGFR2 zu einer Herunterregulierung von VEGFR2 und zur Apoptose
einiger Endothelzellen fuhrt.*%° Darliber hinaus ist eine Interaktion von VEGFR2 mit vascular
endothelial cadherin, einem Zell-Adhasionsmolekil, und Integrin bei der Integrin-abhangigen

Migration von Endothelzellen bekannt.17017t

2.3.4. VEGFRS3

VEGFR3, auch als fms-like tyrosine kinase 4 (FLT4) bekannt, bindet VEGFC und
VEGFD.'3152 VEGFR3 hat im Gegensatz zu VEGFR2 nur sechs homologe Immunglobulin-
Domanen, da die fiinfte nach der Biosynthese proteolytisch abgespalten wird.'”? Die
resultierenden Polypeptidketten bleiben Uber eine Disulfidbriicke verbunden. Durch
alternatives Spleil3en entstehen beim Menschen eine kurze und eine lange Isoform von

VEGFR3, die sich in ihren C-Termini und in ihrer biologischen Aktivitat unterscheiden.'

Wahrend VEGFR3 in der Entwicklungsphase auf allen Endothelien vorhanden ist, beschrankt

sich die Prasenz von VEGFR3 im adulten Organismus auf lymphatische Endothelzellen und
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wenige, fenestrierte BlutgefaR-Endothelzellen.’417® Es konnte gezeigt werden, dass VEGFR3
in Endothelzellen, die Kontakt zu glatten Muskelzellen haben, herunterreguliert wird.1’® Dies
deutet darauf hin, dass VEGFR3 in sich entwickelnden Gefal3systemen eine wichtige Rolle

einnimmt, aber mit der Reifung der GefaRe tberflissig wird.1’®

Tatsachlich konnte die essenzielle Rolle von VEGFR3 in der Entwicklung des embryonalen
Herz-Kreislauf-Systems gezeigt werden: So ist die gezielte Inaktivierung des fir VEGFR3
kodierenden Gens durch eine fehlerhafte Entwicklung der BlutgefaRe im Mausmodell schon
im frthembryonalen Stadium letal.’” Zwar traten Vaskulogenese und Angiogenese auf, aber
die groRen Gefalle mit defekten Lumen waren abnormal organisiert, was zu
Flussigkeitsansammlungen unter anderem im Herzbeutel und zu kardiovaskuldrem Versagen
fuhrte.!”” Fehlmutationen in VEGFR3 werden beim Menschen darlber hinaus mit
angeborenen hereditaren Lymphodemen in Verbindung gebracht.!’® Bei einer Vielzahl von
Tumoren, etwa dem Mammakarzinom, dem Melanom und dem Pankreaskarzinom, ist ein
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von VEGFR3, damit insbesondere der
Lymphangiogenese, und einer gesteigerten Migrations- sowie Invasionsrate und damit auch

der Tumorprogression beschrieben.179-181

2.4  Neuropilin-2

Neuropilin (NRP) wurde 1987 erstmalig in Xenopus-Nervengewebe gefunden.'® NRP ist ein
Typ-I-Transmembranprotein und dient als Rezeptor sowohl fir Semaphorin, das an der
axonalen Wegfindung beteiligt ist, als auch fiir VEGF und vermittelt damit die Entwicklung von
Blut- und LymphgefaRen.t83184 Die Rolle von NRP ist die eines Regulators und Modulators.*?®
Neben neuronalem Gewebe (Neuronen und Glia) und vaskularem Gewebe (Blut- und
Lymphendothelzellen) wird NRP unter anderem auch in Herz, Lunge, Leber, Niere, Darm,

Skelettmuskel und Knochen in unterschiedlichem MaRe exprimiert.*

Es gibt zwei Unterformen von NRP, Neuropilin-1 (NRP1) und Neuropilin-2 (NRP2), die sich in
ihrer zentralen Funktion hinsichtlich der neuronalen und vaskularen Entwicklung und in ihrer
chemischen Grundstruktur dhneln.'¢ So gliedert sich die Primarstruktur beider Subtypen in
vier Domanen: eine al/a2-Domane, eine bl/b2-Doméne, eine c-Doméane und eine d-
Domane.'®" Letztere enthalt den transmembranen und kurzen zytoplasmatischen Anteil X8
Wahrend die al/a2-Domane tUber CUB (complement C1r/C1s, Uegf, Bmpl) die Interaktion von
NRP mit Semaphorin und Plexin vermittelt, interagiert die bl/b2-Domane Uber die
Koagulationsfaktoren FV/FVIII mit VEGF. Die c-Doméane fordert tber MAM (meprin, A5,
receptor protein tyrosine phosphatase mu) die fir die Vermittiung der transmembranen

Signaltransduktion notwendige Bildung von Dimeren und Oligomeren.’®” Die selektive
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Erfassung und Bindung von Semaphorinen oder VEGF an NRP1 und NRP2 ermdglicht eine
unterschiedliche  biologische  Wirkung auf die Entwicklung von Blut- und

LymphgefaRendothelzellen.8

NRP2 wurde erstmalig 1997 entdeckt.'® Das NRP2-Gen, das auf Chromosom 2¢33.3
lokalisiert ist, ist 116 kb lang und besteht aus 17 Exons.'® Es sind zwei sekundare Subtypen
von NRP2 beschrieben, die zwischen der c-Domane und dem transmembranen Anteil
divergieren.®® NRP2 wird hauptsachlich auf Lymphendothelzellen exprimiert und bindet
VEGFC und VEGFD.

Wie VEGFR3 kann NRP2 VEGFC und VEGFD als Liganden direkt binden.'®! Die geradlinigen
Epitope von VEGFC und VEGFD, die ein proteolytisch freigesetztes C-terminales Arginin
aufweisen, binden selektiv an die b1-Domane von NRP2.1%2 Zwar konnte aufgrund dieser
selektiven Bindung von einer unabhéngigen Signalfunktion von NRP2 ausgegangen werden,
allerdings fehlen NRP2 die klassischen enzymatischen Domanen, die fir eine direkte
Signaltransduktion erforderlich sind.**® AuRerdem hat es mit etwa 40 Aminosauren ein nur

kurzes intrazellulares Segment, welches kein adaquates Kinase-Signal erzeugen kann.®

Die Rolle von NRP2 wird als Co-Rezeptor von VEGFR3 verstanden. Dabei ist der genaue
Wirkmechanismus der NRP-Funktion bei der VEGF-VEGFR-Signallbertragung noch nicht
vollstandig geklart. Die VEGFR- und NRP-Bindungsstellen auf VEGF sind unabhangig
voneinander. VEGF kann daher als Vernetzer dienen, um NRP2 in einen Heterokomplex mit
VEGR3 zu rekrutieren.'** Die Bindung von NRP2 an den Liganden fiihrt zur Internalisierung
von NRP2 zusammen mit VEGFR3, was zu einer erhdhten Affinitat von Lymphendothelzellen
gegeniuber dem VEGFC-Gradienten wahrend der lymphatischen Entwicklung fuhrt und die

VEGFC-induzierte lymphatische Sprossung zusammen mit VEGFR3 vermittelt.1%

Eine hohe Expression von NRP2 in verschiedenen Entwicklungsstadien von Tumoren,
insbesondere bei der Lymphangiogenese und der lymphatischen Metastasierung, ist
bekannt.1%51%7 Veranderungen in der Expression von NRP2 stehen im engen Zusammenhang
mit histopathologischen Merkmalen, wie beispielsweise Apoptose, Malignitat, Metastasierung
und Rezidivierung verschiedener Tumore.’®*1% Darliber hinaus korreliert eine NRP2-
Uberexpression mit dem klinischen Stadium, der Metastasierungsrate und damit einer
schlechten Prognose bei vielen fortgeschritten Tumoren, wie etwa beim Mammakarzinom,
kolorektalem  Karzinom, Urothelkarzinom, Nierenzellkarzinom, nicht-kleinzelligem

Lungenkarzinom, Pankreaskarzinom, Magenkarzinom und Osteosarkom97-201
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2.5 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Das uveale Melanom ist der h&ufigste intraokuldre Tumor im Erwachsenenalter. Die Prognose
kann aktuell lediglich durch die frihestmégliche Diagnosestellung und Therapie beeinflusst
werden. Eine etablierte Therapie zur Behandlung einer Metastasierung oder gar eine

adjuvante Therapie zur Verhinderung einer Metastasierung existieren derzeit nicht.

Angio- und Lymphangiogenese sind von besonderer Bedeutung fur die Versorgung einer sich
schnell entwickelnden Zellmasse und auch fiir den Ubergang einer gutartigen L&sion in einen
bosartigen Tumor.'**2%2 Entscheidende Faktoren dabei sind die VEGF-Familie mit den

verschiedenen Liganden und ihren Rezeptoren sowie NRP2 203204

Die Induktion von VEGF wurde bei einer Vielzahl von bdsartigen Tumoren umfassend
nachgewiesen.?%>2% Neben der bekannten Steigerung der VEGF-Expression im Rahmen
angiogener Proliferation bei Retinopathien ist eine VEGF-Expression beim uvealen Melanom
belegt.?°” Auch wenn die Bestimmung der VEGF-Expression im Serum die Prognose und die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit uvealem Melanom nicht vorhersagen kann,
so ist dennoch eine Erhdéhung des Serumspiegels von VEGF beim metastasierten
Aderhautmelanom im  Vergleich Zum nicht-metastasierten  Aderhautmelanom
nachgewiesen.?® Dartber hinaus ist das Vorkommen von VEGF im Kammerwasser von
Augen mit uvealem Melanom bestatigt und eine Korrelation der VEGF-Expression mit dem

groRten basalen Tumordurchmesser und der Tumorhohe belegt.?%°

Bevacizumab, ein humanisierter monoklonaler Antikorper, der die Angiogenese inhibiert,
indem er VEGF bindet und die Interaktion mit VEGFR verhindert, wird zur Behandlung von
Metastasen einiger Tumore angewandt, beispielsweise dem kolorektalen Karzinom oder
Nierenzellkarzinom.?%21! Allerdings sind nicht alle Resultate positiv. So wurde beispielsweise
beim neuroendokrinen Pankreastumor oder beim Glioblastom eine Adaptierung des Tumors

und eine verstarkte Fernmetastasierung dokumentiert.?!?

Die Off-Label-Anwendung von Bevacizumab ist in der Ophthalmologie als intravitreale
operative Medikamenteneingabe bei exsudativer altersbedingter Makuladegeneration,
proliferativer diabetischer Retinopathie und Strahlenretinopathie weit verbreitet. Die Datenlage
zum Einsatz von Bevacizumab beim uvealen Melanom ist uneinheitlich.2® Einerseits konnte
in einem Mausmodell, in dem Melanomzellen subchorioidal eingegeben wurden, gezeigt
werden, dass durch eine intraperitoneale Bevacizumab-Injektion das Wachstum des primaren
okularen Melanoms und die Bildung von Mikrometastasen in der Leber dosisabhangig
unterdriickt werden konnen.?!! Andererseits wurde in einem anderen Mausmodell, in dem
Melanomzellen in die vordere Augenkammer eingegeben wurden, eine Beschleunigung des

Tumorwachstums durch die Behandlung mit Bevacizumab gegentber der Kontrollgruppe
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beobachtet.?4?1> Es sind darlber hinaus Patientenfalle bekannt, die aufgrund einer
Fehldiagnose Bevacizumab-Injektionen erhalten haben, bei denen retrospektiv kein Nutzen
der Injektionen festgestellt werden konnte.?*® In einer anderen prospektiven Studie, in der die
neoadjuvante intravitreale Injektion von Bevacizumab bei uvealem Melanom untersucht
wurde, konnte eine Woche nach der Injektion ein paradoxes Tumorwachstum beobachtet

werden, woraufhin eine Enukleation durchgefiihrt wurde .2’

In einer im Jahr 2008 erschienenen Studie wurde der Einfluss von NRP2 auf die VEGF-Ligand-
Rezeptor-Bindung in vitro und in vivo analysiert.?’® Dabei wurde sich eines murinen
Antikdrpers bedient, der spezifisch die b1/b2-Doméne und damit die VEGF-Bindungsstelle
bindet. Die Ergebnisse zeigten, dass die Bildung des NRP2/VEGF-Rezeptorkomplexes durch
den Einsatz dieses blockierenden Antikdrpers gehemmt wurde.?*® Dies fiihrte nicht nur zur
Hemmung der Lymphangiogenese, sondern auch zur Verringerung der Anzahl von
TumorlymphgefaRen und letztendlich zur Hemmung der Metastasierung.?® Diese
Untersuchung unterstreicht die herausragende Bedeutung von NRP2 und macht es zu einem

interessanten Ziel weiterfilhrender Forschung.

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von NRP2 auf VEGF und VEGFR im uvealen
Melanom, indem die jeweilige Expression nach Hinzugabe eines inhibierenden NRP2-
Antikérpers anhand von Durchflusszytometrie und semiquantitativer Proteinbestimmung
ermittelt wird. Das Ziel dieser Forschungsarbeit ist es, das komplexe Zusammenspiel und die
gegenseitige Beeinflussung dieser Proteine bei der Entstehung beziehungsweise Entwicklung
uvealer Melanome besser verstehen zu kdnnen, um durch die tiefere Einsicht in komplexe
molekularbiologische Prozesse eine effektive Therapie zur Behandlung einer Metastasierung

oder gar eine adjuvante Therapie zur Pravention einer Metastasierung zu etablieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1. Zelllinien

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien

UPMD2 UPMM2
GNAQ-Mutation?t® negativ Q209L (626 A>T)
GNA11-Mutation?*® Q209 (626 A>T) negativ
Chromosom 3-Status?? Disomie Monosomie
Vorherrschender Zelltyp??! epitheloid spindelzellig

Ort der Gewinnung

3.1.2. Antikorper

Primartumor

Tabelle 3: Verwendete primare Antikorper

Priméartumor

Antikorper Firma Methode Verdinnung
Anti-NRP2, Abcam, Cambridge, Durchflusszytometrie 1:200
Kaninchen, monoklonal GB Western Blot

Anti-pan Keratin, Abcam, Cambridge, Durchflusszytometrie 1:20
Maus, monoklonal GB

Anti-VEGFC, Abcam, Cambridge, Durchflusszytometrie 1:1000
Maus, polyklonal GB

Anti-VEGFC, Abcam, Cambridge, = Western Blot 1:1000
Kaninchen, polyklonal GB

Anti-VEGFD, Abcam, Cambridge,  Durchflusszytometrie 1:500
Kaninchen, monoklonal GB Western Blot 1:1000
Anti-VEGFR2, Abcam, Cambridge, Durchflusszytometrie 1:400
Maus, monoklonal GB

Anti-VEGFR2, Zytomed Systems, Western Blot 1:200
Kaninchen, polyklonal Berlin, DE

Anti-VEGFR3, Abcam, Cambridge, Durchflusszytometrie 1:500
Kaninchen, polyklonal GB Western Blot 1:500
[B-Aktin, Cell Signaling, Western Blot 1:1000

Kaninchen, monoclonal

Danvers, USA
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Tabelle 4: Verwendete sekundare Antikorper

Antikorper Firma Methode Verdinnung
Goat anti-Mouse 1gG (H+L), Invitrogen, Durchflusszytometrie 1:1000
Alexa Fluor Plus 488 Karlsruhe, DE

Goat anti-Mouse 1gG (H+L), Abcam, Cambridge, Western Blot 1:2000

HRP GB

Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Invitrogen, Durchflusszytometrie 1:1000
Alexa Fluor 488 Karlsruhe, DE

Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Abcam, Cambridge, Western Blot 1:2000

HRP GB

3.1.3. Reagenzien und Substanzen

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien und Substanzen

Reagenz/Substanz

7-AAD Viability Staining-Solution

Firma

BioLegend, San Diego, USA

Acrylamidstammlosung, Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Albumin Standard, 2,0 mg/ml

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Ammoniumpersulfat

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bovine Serum Albumin

VWR, Radnor, USA

Coomassie Protein Assay Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

CS&T Research Beads

BD Biosciences, San Jose, USA

Dimethylsulfoxid

Serva Electrophoresis, Heidelberg, DE

DPBS, Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Ethanol Rotipuran® (>99,8 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

FACS Clean

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS Flow

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS Rinse

BD Biosciences, San Jose, USA

Fetal Bovine Serum, Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Glycin (>99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

GlutaMAX™ Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Laemmli Sample Buffer (4x)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

L-Glutamine (200 mM, 100x), Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Luminol-Reagenz, Pierce™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Magermilchpulver

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

MEM NEAA (100x), Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

MEM Vitamin Solution (100x)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2-Mercaptoethanol (1000x), Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2-Mercaptoethanol (>99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Methanol (>99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Mounting Medium DAPI

Dianova, Hamburg, DE

Natriumazid (>99,5 %)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumdodecylsulfat, SDS ultra pure (>99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

PBS buffer (10x)

AppliChem, Darmstadt, DE

Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml), Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PMSF (Protease Inhibitor, 100x)

Alpha Diagnostic, San Antonio, USA

Proteinleiter, ColorPlus™ #26619

New England Biolabs, Ipswich, USA

RIPA Buffer (10x)

Cell Signaling, Frankfurt am Main, DE

RPMI Medium 1640, Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Salzsaure rauchend (37 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sodium Pyruvate (100 mM), Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TEMED (>99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tris Base

Promega, Walldorf, DE

Tris HCI

Promega, Walldorf, DE

Trypanblau, Trypan Blue Dye (0,4 %)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin, TrypLE™ Express, Gibco™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TWEEN® 20

3.1.4. Materialien und Hilfsmittel

Merck, Darmstadt, DE

Tabelle 6: Verwendete Materialien und Hilfsmittel

Materialien und Hilfsmittel

Combitips®advanced, 10 ml

Firma

Eppendorf, Hamburg, DE

Einkanalpipette, Reference®, 0,1-2,5

Eppendorf, Hamburg, DE

Einkanalpipette, Research® plus, 0,5-10 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Einkanalpipette, Research® plus, 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Einkanalpipette, Research® plus, 20-200 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Einkanalpipette, Research® plus, 0,1-1 ml

Eppendorf, Hamburg, DE

Filterpapier fir Western Blot, extra dick

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Gefrierbehaltnis, CoolCell®

Corning Incorporated, Tewksbury, USA

Gelelektrophorese-System: Mini-Protean®
Tetra Cell (Geldicke, 1,0 mm, 10 Wells)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Insulinspritze, U-40, 1ml

B. Braun, Melsungen, DE

Kryoréhrchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Multiwellplatte, 24 Well

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Multiwellplatte, 96 Well

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Neubauer Zahlkammer (Tiefe, 0,1 mm)

Paul Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, DE

Nitrozellulose-Membran, 0,45 um

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Pasteurpipette, Glas

Brand, Wertheim, DE

Pasteurpipette, Plastik

Labsolute, Renningen, DE

Pinzette, einweg

Pipettenspitze, 20 ul

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sarstedt, Numbrecht, DE

Pipettenspitze, 200 pl

Sarstedt, Numbrecht, DE

Pipettenspitze, 1000 ul

Sarstedt, Numbrecht, DE

Probenrdhre (FACS)

Sarstedt, Numbrecht, DE

Reagiergefal3 0,2 mi

Sarstedt, Numbrecht, DE

Reagiergefafl3, 1,5 ml

Sarstedt, Numbrecht, DE

Reagiergefafl3, 2,0 ml

Sarstedt, Numbrecht, DE

Schraubréhre, 15 ml

Sarstedt, Numbrecht, DE

Schraubréhre, 50 ml

Sarstedt, Numbrecht, DE

Serologische Pipette, 5 ml

Sarstedt, Numbrecht, DE

Serologische Pipette, 10 ml

Sarstedt, Numbrecht, DE

Zellkulturflasche, 250 ml, 75 cm?

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Zellsieb, 40 um

3.1.5. Gerate

Tabelle 7: Verwendete Gerate

Gerat Firma

Chemilumineszenz Imager
USA

COz-Inkubator

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Spezifizierung

Bio-Rad Laboratories, Hercules, ChemiDoc™ MP

Heracell™ 150i

Durchflusszytometer

BD Biosciences, San Jose, USA LSRFortessa™ Cell

Analyzer

Magnetrihrer

IKA, Staufen, DE

RET-GS
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Mikrotiterplatten-Photometer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Multiskan™ FC

Mikroskop (invers, Zellkultur)  Motic, Vancouver, CA AE2000
Mikrozentrifuge VWR, Radnor, USA Mikro Star 17R
Minizentrifuge VWR, Radnor, USA MiniStar
Multipipette Eppendorf, Hamburg, DE Multipipette® E3x
pH-Messgerat Dostmann electronic, Wertheim-  pH 50+

Reicholzheim, DE

Power Supply Bio-Rad Laboratories, Hercules, PowerPac™HC

USA
Rotator Labnet, Corning, USA Mini Labroller Rotator
Schttler Lauda, Lauda-Konigshofen, DE ~ GFL 3011
Sicherheitswerkbank LaboGene, Allerod, DK Mars 1800 LMS runner
Stickstoffbehéalter Cryo Diffusion, Lery, FR BR-2150

Vibrationsmischer

VWR, Radnor, USA

Mini-Vortex Schuttler

Waage Kern, Balingen-Frommern, DE Prazisionswaage, PCB
Waage VWR, Radnor, USA Analysewaage, LA 254i
Wasserbad Lauda, Lauda-Kénigshofen, DE ~ GFL 1008

Zentrifuge VWR, Radnor, USA Mega Star 1.6R

3.1.6. Software

Tabelle 8: Verwendete Software

Software

BD FACSDiva™ Software (Version 8.0)

Firma

BD Biosciences, San Jose, USA

GraphPad Prism (Version 10.1.0)

GraphPad Software, San Diego, USA

ImageJ (Version 1.54f)

Wayne Rasband, National Health Institute, USA

Microsoft® Excel (Version 16.77)

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft® Word (Version 16.79.1)

Microsoft Corporation, Redmond, USA
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3.2 Methoden
3.2.1. Zellkultur

Tabelle 9: Zusammensetzung des Tumor-Mediums

Substanz Menge
RPMI Medium 1640 500 ml
Fetal Bovine Serum (Hitze inaktiviert, 56 °C, 30 min) 50 ml|
L-Glutamine (100x) 5ml
MEM NEAA (100x) 5ml
Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml) 5ml
Sodium Pyruvate (100 mM) 5ml
MEM Vitamin Solution (100x) 2ml
2-Mercaptoethanol (1000x) 500 pl

Die Zelllinien UPMM2 und UPMD2 wurden in 10 ml des in Tabelle 9 dargestellten Tumor-
Mediums in einer 75 cm? Zellkulturflasche bei 37 °C und 5 % CO; und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator unter sterilen Bedingungen kultiviert. Das Medium wurde

alle zwei bis drei Tage nach zuvor erfolgtem Waschen mit DPBS gewechselt.

Die Subkultivierung der Zellkulturen erfolgte regelmafRig kurz vor dem Erreichen einer
Konfluenz. Dafur wurden die adharenten Zellen mit 7 ml DPBS gewaschen und anschlieBend
mittels 3 ml Trypsins von der Zellkulturflasche gelést. Weil eine langere Einwirkzeit des
Trypsins zu irreversiblen Zellschaden fihren wirde, wurde der Trypsinisierungsprozess durch
Hinzugabe von 3 ml des serumhaltigen Tumor-Mediums gestoppt, sobald ein Abldsen der
Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu erkennen war (bei 37 °C nach etwa 5 Minuten). Die
Zellsuspension wurde anschlieBend in eine 15 ml fassende Schraubréhre tberfuhrt und fur
5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand vorsichtig abgesaugt worden war,
wurden die Zellen in 1 ml des Tumorzell-Mediums resuspendiert. Als Verdinnungsfaktor fiir

die Subkultur wurde zumeist der Faktor 1:8 gewahilt.

Auch zur Aussaat der Zellen erfolgte der zuvor beschriebene Trypsinisierungsprozess. Die
Zahlung der Zellen erfolgte mithilfe einer Neubauer-Kammer. Um dies zu vereinfachen, wurde
die Zellsuspension um den Faktor 1:10 verdiinnt, sodass der Mittelwert der 4 gro3en Quadrate
der Neubauer-Kammer multipliziert mit dem Faktor 10° die Zellkonzentration pro Milliliter
ergab. Die Vitalitatstestung der Zellen erfolgte durch Hinzugabe von Trypanblau, das als
saurer Farbstoff die defekte Membran toter Zellen passiert und zytosolische Proteine bindet.

Nur lebendige Zellen wurden hinsichtlich der Zellzahlbestimmung berlcksichtigt.
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Zur Langzeitlagerung wurden 500 pul einer Zellsuspension mit 400 ul FBS und 100 pl DMSO
in Kryoréhrchen mittels eines Gefrierbehéltnisses, das eine Einfrierrate von -1 °C pro Minute
gewabhrleistet, auf -80 °C heruntergekihlt und dann in einem Stickstoffbehalter gefullt mit

flussigem Stickstoff aufbewahrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryordhrchen nur so kurz im Wasserbad erwarmt, dass
sich darin noch ein kleiner gefrorener Rest befand. Der Inhalt wurde dann umgehend in 5 ml
des Tumor-Mediums in einer Schraubrohre aufgenommen und bei 4 °C und 300 x g
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt worden war, wurden die verbliebenen Zellen
in Tumor-Medium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche angeziichtet. Am jeweils

darauffolgenden Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.

Zur Vorbereitung der Zellen fir die entsprechenden Experimente erfolgte die Aussaat der
Zellen gemal vorheriger Beschreibung. Hierbei wurden pro Well der 24-Multiwellplatte
200.000 lebensfahige Zellen ausgesét. Nach Kultivierung der Zellen tber 24 Stunden wurde
das Medium der Wells gewechselt. Dabei wurde der Halfte der Wells ein inhibierender NRP2-
Antikdrper im Verhéltnis 1:200 zugefugt, wahrend die andere Halfte als Kontrollgruppe diente.
Diese Inkubation mit dem NRP2-Antikdrper wurde sowohl fir 2 Stunden als auch fur 24

Stunden durchgefluihrt. Die weitere Bearbeitung erfolgte wie im Folgenden beschrieben.

3.2.2. Durchflusszytometrie (FACS)

(1) Lésungen

Washing-Buffer: 2 % BSA in DPBS
Staining-Solution: 2 % BSA + 0,09 % Natriumazid (>99,5 %) in DPBS
(2) Prinzip

Die Durchflusszytometrie erlaubt als etabliertes optisches Verfahren eine zellulare Diagnostik,
die eine simultane Analyse physikalischer und molekularer Eigenschaften von Zellen
ermdoglicht. Zu diesen gehéren sowohl die GréfRe und die Granularitat der Zellen als auch

deren Fluoreszenzeigenschaften.

Ausgangspunkt eines Durchflusszytometers ist eine monochromatische Lichtquelle,
beispielsweise ein Laserstrahl, der die zu untersuchenden Zellen als Suspension am
sogenannten Messpunkt, dem gemeinsamen Fokus der Probensuspension und des Lasers,
im rechten Winkel trifft. Die Probensuspension wird dabei durch einen Hullstrom verdinnt und

fokussiert, sodass die Zellen den Messpunkt einzeln durchflie3en.
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Die Analyse der Durchflusszytometrie basiert auf der Detektion der Streuung des
Anregungslichtes und der Fluoreszenz am Messpunkt. Die Lichtstreuung kann in
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC)
differenziert werden, wobei die FSC mit der ZellgroRe und die SSC mit der Zellgranularitat

beziehungsweise der Binnenstruktur korreliert.

Zur Bestimmung einer Fluoreszenz muss eine fluoreszierende Farbung der Zellen, etwa durch
Fluorochrome, die an Antikorper konjugiert sind, erfolgen. Diese Antikérper kénnen gegen
unterschiedliche zellulare Antigene gerichtet sein, sodass deren Bindung und damit die
indirekte Konjugation der Fluorochrome die Analyse unterschiedlicher Fragestellungen
hinsichtlich bestimmter zellularer Strukturen ermdglicht. Die Fluoreszenzfarbstoffe sind in der
Lage, das von der monochromatischen Lichtquelle ausgesandte energiereiche kurzwellige
Licht in ein energiearmes langwelliges Licht umzuwandeln. Diese Emission kann, nachdem
sie je nach Farbstoff mittels Farbteilerspiegel und Bandpassfilter optisch getrennt wurde, durch

Photomultiplier detektiert und in elektrische Signale konvertiert werden.

(3) Durchfiihrung

Im ersten Schritt mussten die Zellen, die sich in einer 24-Multiwellplatte befanden, zur
Ablosung mit jeweils 50 ul Trypsin versetzt werden. Sobald diese Abldsung der Zellen zu
erkennen war, wurde der Trypsinisierungsprozess mit 50 pl des serumhaltigen Tumor-
Mediums gestoppt und die Zellsuspension in vorgekihite 1,5 ml ReagiergefalRe tberfuhrt. Alle

weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefihrt.

AnschlieRend erfolgte ein zweimaliges Waschen mit 150 ul des Washing-Buffers. Dafiir wurde
die Suspension jeweils bei 300 x g und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und das Zellpellet anschlieBend mit 150 yl des Washing-Buffers resuspendiert.
Zur Maskierung freier Proteinbindungsstellen wurden die Zellen danach mit 200 pl der

Staining-Solution fir 1 Stunde inkubiert.

Nach einem erneuten Waschen wurden die Proben mit den jeweiligen spezifischen ersten
Antikérpern, die zuvor um den entsprechenden Faktor (Tabelle 3) verdiinnt worden waren, fir
1 Stunde versetzt. Um unspezifisch gebundene primare Antikérper zu entfernen, erfolgte ein

weiteres Waschen.

Die Inkubation mit den korrespondierenden zweiten Antikdrpern, die ebenfalls zuvor um den

jeweiligen Faktor (
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Tabelle 4) verdinnt worden waren, erfolgte unter Lichtausschluss fur eine halbe Stunde. Nach
einem weiteren Waschen wurde das Zellpellet mit 500 pl der Staining-Solution resuspendiert
und in die FACS-Probenréhren Gberfihrt.

Bevor die Proben analysiert werden konnten, wurde ihnen jeweils 1 ml der 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD) Viability Staining-Solution hinzugegeben. 7-AAD besitzt die
Fahigkeit zur Interkalation der DNA und kann nur in Zellen eindringen, die eine kompromittierte
Zellmembran haben. So eignet es sich als Zellfarbstoff ideal zur Diskriminierung viabler von
nicht-viablen Zellen, die zur Ermittlung Kkorrekter Ergebnisse aufgrund veranderter
Zelleigenschaften unbedingt ausgeschlossen werden sollten. Nach einer Inkubation von 10

Minuten konnte mit der Analyse fortgefahren werden.

(4) Analyse

Bei jeder zu analysierenden Probe wurden neben der Negativprobe zwei verschiedene
Farbstoffe mit unterschiedlichen Fluorochromen und Emissionsspektren verwendet: das zu

untersuchende Antigen sowie die Viability Staining-Solution.

Im Histogramm, das lediglich eine Dimension dargestellt, wird die Fluoreszenzintensitat
entlang der x-Achse und die Anzahl der Zellen auf der y-Achse aufgetragen. So kann mittels
der Negativprobe ein Gate festgelegt werden, das den Bereich fir die Messung und damit die
Anzahl der positiven Zellen diskriminiert. Dieses Gate gewahrleistet, dass nur Daten aus der
spezifischen Zielgruppe fir die Auswertung verwendet werden. Es wurde sowohl fir das

jeweilige Antigen als auch fir die Viability Staining-Solution definiert.

Im Dot Plot werden die Daten zweidimensional als Punktwolke visualisiert, wobei jeder Punkt
eine Zelle reprasentiert. Dabei wurde das Antigen mit seinem jeweiligen Gate und die Viability
Staining-Solution mit den jeweiliges Gates auf der x-Achse und die Viability auf der y-Achse
angeordnet. Dadurch konnten die entsprechenden Zellen, die fluopositiv und lebensféhig sind,

gefiltert werden.

Die Anzahl der durchgefihrten Versuche fir jedes Antigen betrégt jeweils sechs. Um eine
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden die absoluten Werte in Prozent normalisiert, wobei
der jeweils hochste Wert als 100 % festgelegt wurde. Um signifikante Unterschiede in der
Expression der Antigene zwischen der behandelten und unbehandelten Gruppe zu
Uberprifen, wurden t-Tests fir unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Ein p-Wert von kleiner

oder gleich 0,05 wird dabei als signifikant definiert.
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3.2.3. Semiquantitative Proteinbestimmung

(1) Lésungen und Gele

Blockierlésung:

10x Blotting-Buffer:

1x Blotting-Buffer:

Harsh-Stripping-Buffer:

Laemmli-Puffer:
Lysepuffer:

SDS (10 %):

10x Running-Buffer:
1x Running-Buffer:

10x TBS:

1x TBST:

Tris/HCI (0,5 M; pH 6,8):

Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8):

5 % Magermilchpulver in TBST losen, anschlieRend durch ein

Zellsieb (40 um) geben
29,24 Tris Base + 52,75 g Glycin auf 1 | ddH,O
100 ml 10x Blotting Buffer + 100 ml Methanol + 800 ml ddH»O

20 ml SDS (10 %) + 12,5 ml Tris HCI, pH 6,8, 0,5 M + 67,5 ml
ddH-.0 + 0,8 ml 2-Mercaptoethanol (>99 %)

90 % Laemmli Sample Buffer (4x) + 10 % 2-Mercaptoethanol
10 % RIPA Buffer (10x) + 1 % PMSF in PBS

1 g Natriumdodecylsulfat in 10 ml ddH.O

30,22 g Tris Base + 188 g Glycin + 10 g SDS auf 1 | ddH,0
100 ml 10x Running Buffer + 900 ml ddH»O

24 g Tris Base + 88 g NaCl in 900 ml ddH20O lésen, pH mit HCI

auf 7,6 einstellen
100 ml 10x TBS + 900 ml ddH.0O + 1 ml TWEEN® 20

6,05 g Tris Base in 40 ml ddH.O lésen, pH mit HCI auf 6,8

einstellen, mit ddH,O auf 100 ml auffillen

18,2 g Tris Base in 40 ml ddH.O l6sen, pH mit HCI auf 8,8

einstellen, mit ddH,O auf 100 ml auffullen

Tabelle 10: Zusammensetzung der Gele der SDS-PAGE

5 % Sammelgel

10 % Trenngel

2,33 ml ddH>0O 3,25 ml ddHO

1ml Tris/HCI (0,5 M; pH 6,8) 2ml Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8)

667 pl Acrylamidstammltsung 30 % 2,67 mi Acrylamidstammlésung 30 %
40 pl SDS (10%) 80 pl SDS (10%)

30 ul Ammoniumpersulfat (10 %) 60 ul Ammoniumpersulfat (10 %)

35



4 pl TEMED 6 ul TEMED

(2) Proteinisolation

Die Lyse der Zellen und die Isolation der Proteine wurde auf Eis durchgefiihrt. Nachdem die
Zellen, die sich in einer auf Eis gelegten 24-Multiwellplatte befunden hatten, mit sehr kaltem
PBS gewaschen worden waren, wurden sie mit 50 pl Lysepuffer pro Well versetzt und
anschliel3end in vorgekuhlte 1,5 ml fassende Reagiergefal3e Gberfihrt. In diesen inkubierte die
Suspension fir insgesamt 30 Minuten, wobei sie zur weiteren Lyse durch Pipettieren immer
wieder in Bewegung gebracht wurde. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 x g
und 4 °C fur 5 Minuten, woraufhin der Uberstand in ein anderes ReagiergefaR tberfiihrt und

das Pellet verworfen wurde.

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde das Verfahren nach Bradford durchgefiihrt. Dabei
erlaubt eine Standardreihe die Bestimmung der unbekannten Proteinmenge der Proben. Zur
Erzeugung dieser Standardreihe wurde ein Albumin-Standard mit bekannter Konzentration
(2000 pg/ml) sechsmal im Verhéltnis 1:1 mit ddH,O verdiinnt. Damit nicht zu viel Volumen der
Proben flr die Analyse verwendet werden musste, wurden 2 pl einer jeden zu untersuchenden
Probe zuvor mit 18 ul ddH-O verdinnt. AnschlieRend wurden jeweils dreimal 5 pul aller Proben
in eine 96-Multiwellplatte pipettiert und mit 250 ul Coomassie Protein Assay Reagent, das
sequenzunspezifisch an kationische und unpolare Aminosaurereste bindet, versetzt.
Nachdem die Extinktion der einzelnen Proben dann durch ein Mikrotiterplatten-Photometer bei
570 nm biophotometrisch gemessen wurde, erfolgte die Quantifizierung der

Proteinkonzentration rechnerisch anhand der Standardkurve.

(3) SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine dient die Gelelektrophorese, in der SDS eingesetzt wird, das als
anionisches Tensid die Eigenladung der Proteine konstant Gberdeckt und die Trennung der

Proteine nach ihrer molekularen Masse ermdglicht.

Die Gelelektrophorese erfolgte mit selbstgegossenen Gelen (Tabelle 10: Zusammensetzung
der Gele der SDS-PAGE) aus 10-prozentigem Trenn- und 5-prozentigem Sammelgel.
Nachdem die Gussformen mit Alkohol gereinigt wurden, wurde das Trenngel bis etwa 3 cm
zur Obergrenze zwischen die Glasplatten pipettiert und mit Ethanol bedeckt, um eine
luftblasenfreie und gerade Polymerisation zu gewdhrleisten. Nach 20 Minuten bei

Raumtemperatur wurde das Ethanol entfernt, das Sammel- auf das Trenngel pipettiert und ein
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Kamm mit einer Starke von 1,0 mm und 10 Taschen luftblasenfrei eingesetzt. Nach weiteren
20 Minuten der Polymerisation konnten die Gele entweder direkt oder — in feuchten Tluchern

luftdicht bei 4 °C im Kihlschrank gelagert — am Folgetag verwendet werden.

Nachdem die vorbereiteten Gele daraufhin in das Gelelektrophorese-System eingesetzt und
mit 1x Running-Buffer ausgespult worden waren, wurde das Volumen jeder zu
untersuchenden Probe, das 20 pg des jeweiligen Gesamtproteins entsprach, mit dem
Laemmli-Puffer im Verhaltnis 3:1 in die Taschen pipettiert.?22 Zur Orientierung wurde zusétzlich
eine vorgefarbte Proteinleiter aufgetragen, die einen Rickschluss auf die molekulare Masse
der zu untersuchenden Proteine im Bereich zwischen 10-250 kDa erlaubte. Die
Gelelektrophorese erfolgte fur 10 Minuten bei einer Spannung von 100 Volt und anschliel3end

fur weitere 50 Minuten bei einer Spannung von 160 Volt.

(4) Western Blot

Beim Western Blot werden die zuvor in der Tragermatrix aufgetrennten Proteine mithilfe eines
elektrischen Feldes, das senkrecht zu dem Gel steht, auf eine Nitrozellulose-Membran

Ubertragen.

Vor dieser Ubertragung wurden die auf die GroRe der Gele angepassten Nitrozellulose-
Membranen, die Schwadmme und die extra-dicken Filterpapiere fur 10 Minuten in 1x Blotting-
Buffer inkubiert. Nachdem die Blotkammer-Kassette entsprechend dem Spannungsgefalle
zusammengesetzt worden war, erfolgte der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran

fir 20 Stunden Uber Nacht unter Kiihlung und bei einer Stromstarke von 120 mA.

(5) Detektion der Proteinbanden

Nach dem Transfer wurde die Membran zur Maskierung unspezifischer Proteinbindungen fir
1 Stunde in einer 5-prozentigen Magermilchpulver-Blockierlésung inkubiert, die zuvor zur
Herausfilterung von Verklumpungen durch ein Zellsieb gegeben wurde. Anschliel3end wurde
die Membran dreimal Giber 10 Minuten mit TBST gewaschen. Die Inkubation der spezifischen,
priméren Antikdrper, die in TBST um den jeweiligen Faktor (Tabelle 3) verdinnt wurden,
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C unter stindiger Bewegung. Zur Ladekontrolle wurde p-Aktin

eingesetzt.

Zur Entfernung unspezifisch gebundener priméarer Antikdrper wurde die Membran dreimal Uber
10 Minuten mit TBST gewaschen. Daran jeweils anschlieRend wurde sie mit einem gegen die
Fc-Region des priméaren Antikdrpers gerichteten, Enzym-gekoppelten sekundéaren Antikorper,

der in TBST mit einem 0,5-prozentigen Milchpulveranteil gelost wurde, fir 1 Stunde bei
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Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Membran erneut dreimal tGber 10 Minuten

mit TBST gewaschen.

Danach wurde die Membran mit einem Luminol-Reagenz unter Lichtausschluss versetzt,
wobei die zuvor gebundenen HRP-gekoppelten sekundaren Antikdrper die Umsetzung des
Luminols beziehungsweise seiner Derivate in die oxidierte Form katalysierten. Die dabei
entstandene Chemilumineszenz konnte mithilfe eines Chemilumineszenz-Imagers sichtbar

gemacht werden.

(6) ,,Stripping“ der Membranen

Damit die Membranen mit den einzelnen Proben zur Detektion anderer Proteine
wiederverwendet werden konnten, musste ein ,Membran-Stripping“ erfolgen. Dazu wurden die
Membranen 45 Minuten bei 50 °C in einem geschlossenen Behaltnis mit dem vorgewéarmten
Harsh-Stripping-Buffer inkubiert. Die Membranen wurden dann fir 2 Minuten mit flieBendem
Wasser gespuilt und fur 5 Minuten mit TBST gewaschen. Bevor sie anschlielend mit anderen
primdren und sekundaren Antikdrpern beladen werden konnten, mussten unspezifische

Proteinbindungen erneut mit der Blockierlésung maskiert werden.

(7) Quantifizierung

Die Proteinmenge wurde anhand der Stérke der Banden densitometrisch mithilfe des
Programms ImageJ durchgefuhrt. Dabei wurde das Ergebnis einer jeden Probe mit der
jeweiligen Bandenstarke der Ladekontrolle B-Actin verrechnet. Jeder Versuch wurde dreimal
durchgefiihrt. Erneut wurden t-Tests flr unabhangige Stichproben zur Untersuchung eines
signifikanten Unterschieds durchgefiihrt. Ein p-Wert von kleiner oder gleich 0,05 wird dabei als

signifikant definiert.
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4.  Ergebnisse

4.1  Durchflusszytometrie (FACS)

41.1. VEG

FC

Tabelle 11: Relativer Anteil an VEGFC in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in

der Durchflusszytometrie

+ aNRP2 - aNRP2
MW (SD) [%] MW (SD) [%] p-Wert
2h 93,7 (5.6) 68,5 (6,6) <0,0001
UPMM2
24 h 86,8 (9,1) 88,3 (8,9) 0,7921
2h 94,1 (7,6) 47,2 (11.6) <0,0001
UPMD2
24 h 81,7 (12,4) 88 (20,9) 0,7392

Abbildung 1: Relativer Anteil an VEGFC in UPMM2 und UPMD2 mit und ochne aNRP2 nach 2 h und 24 h in

der Durchflusszytometrie
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Die zweistindige Behandlung von UPMM2 und UPMD2 mit dem inhibierenden NRP2-
Antikdrper fuhrt zu einer signifikanten Erhéhung der Expression von VEGFC. In der Gruppe,

die 24 Stunden lang behandelt wurde, ist dieser signifikante Unterschied nicht mehr

feststellbar. Die Differenz der Mittelwerte zwischen der behandelten Gruppe und der
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Kontrollgruppe nach einer zweistliindigen Behandlung ist fur UPMD2 (46,9 %) gr63er als fur
UPMMZ2 (25,2 %). Diese vergleichsweise verstarkte Expression lasst darauf schliel3en, dass

der inhibierende Antikorper eine starkere Wirkung auf die VEGFC-Expression bei UPMD?2 hat.

4.1.2. VEGFD

Tabelle 12: Relativer Anteil an VEGFD in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in der
Durchflusszytometrie

+ aNRP2 - aNRP2 Wert
MW (SD) [%] MW (SD) [%] P
2 h 91,9 (11,2) 63,8 (10,1) 0,0032
UPMM2
24 h 88,8 (7,9) 95,6 (6,7) 0,1818
2 h 92,5 (9,8) 64,2 (12) 0,0035
UPMD2
24 h 91,3 (8,5) 91,3 (6,2) 0,9932

Abbildung 2: Relativer Anteil an VEGFD in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in
der Durchflusszytometrie
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Die zweistlindige Behandlung von UPMM2 und UPMD2 mit dem inhibierenden NRP2-
Antikorper fihrt zu einer signifikanten Erhohung der Expression von VEGFD in beiden

Zelllinien. Dieser signifikante Unterschied ist in der Gruppe, die 24 Stunden behandelt wurde,
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nicht mehr detektierbar. Die Differenz der Mittelwerte zwischen der behandelten Gruppe und

der Kontrollgruppe nach zweistiindiger Behandlung unterscheidet sich mit 28,1 % fur UPMM2
und 28,3 % fur UPMD2 nur marginal.

4.1.3. VEGFR2

Tabelle 13: Relativer Anteil an VEGFR2 in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in
der Durchflusszytometrie

+ aNRP2 - aNRP2 Wert
MW (SD) [%] MW (SD) [%] P
2 h 93,1 (7,1) 71,9 (8,9) 0,001
UPMM2
24 h 88 (7) 84 (8,7) 0,422
2 h 94,4 (6) 59,2 (10) < 0,0001
UPMD2
24 h 91,1 (10,2) 65,2 (18,7) 0,0262

Abbildung 3: Relativer Anteil an VEGFR2 in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in
der Durchflusszytometrie
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Die zweistindige Behandlung von UPMM2 und UPMD2 mit dem inhibierenden NRP2-
Antikdrper bewirkt eine signifikante Erhdhung der Expression von VEGFR2. Dieser signifikante
Unterschied in der Expression von VEGFR2 istin der Gruppe, die Uber 24 h beobachtet wurde,
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nicht mehr festzustellen. Die Differenz der Mittelwerte der zweistiindig behandelten Gruppe im
Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe betragt fur UPMM2 21,2 % und fur UPMD2 35,2 %. Der
Unterschied in der jeweiligen Differenz zeigt einen vergleichsweise starkeren Effekt des
inhibierenden Antikorpers auf UPMD?2 als auf UPMM2.

4.1.4. VEGFRS3

Tabelle 14: Relativer Anteil an VEGFR3 in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in
der Durchflusszytometrie

+ aNRP2 - aNRP2 Wert
MW (SD) [%] MW (SD) [%] P
2h 92 (9) 70,3 (8,5) 0,0016
UPMM2
24 h 87,7 (8,4) 84,5 (10,5) 0,6078
2h 95 (4,9) 72,8 (10,5) 0,0024
UPMD2
24 h 90 (13,1) 81.5 (19,4) 0,4961

Abbildung 4: Relativer Anteil an VEGFR3 in UPMM2 und UPMD2 mit und ohne aNRP2 nach 2 h und 24 h in
der Durchflusszytometrie
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Sowohl fir UPMM2 als auch fir UPMD2 kann eine signifikante Erhdhung der VEGFRS3

Expression durch einen inhibierenden NRP2-Rezeptor im Vergleich zur Kontrollgruppe
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beobachtet werden. Wie in allen Untersuchungen zuvor, kann auch fir VEGFR3 kein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe, die 24 Stunden behandelt wurde, und ihrer
Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Differenz der Mittelwerte zwischen der behandelten
Gruppe und der Kontrollgruppe nach einer 24-stiindigen Behandlung weist mit 21,7 % flr
UPMM2 und 22,2 % fir UPMD2 lediglich eine geringfigige Abweichung auf.
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4.2  Semiquantitative Proteinbestimmung

4.2.1. UPMM2

Abbildung 5: Western Blot UPMM2
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Tabelle 15: Relative Proteinexpression in UPMM2 nach 2 h und 24 h

+ aNRP2 - aNRP2 Wert
MW (SD) [%] MW (SD) [%] P

2h 98,6 (1,4) 81 (1,5) 0,0001

VEGFC
24 h 94,1 (1,3) 97,8 (1,9) 0,0507
2h 97,8 (3,8) 80,3 (5,3) 0,0970

VEGFD
24 h 95 (1,8) 95,6 (4,1) 0,8225
2h 98 (2,5) 85,3 (1,3) 0,0015

VEGFR2
24 h 98,6 (1,2) 98,7 (0,8) 0,8881
2h 96,3 (3,9) 89,5 (3,3) 0,0818

VEGFR3
24 h 97,5 (2,6) 90,9 (6,1) 0,1570
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Abbildung 6: Relative Proteinexpression in UPMM2 nach 2 h und 24 h
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Fur UPMM2 kann jeweils fir VEGFC nach 2-stindiger Behandlung als auch fir VEGFR2 nach
2-stundiger Behandlung ein signifikanter Unterschied in der jeweiligen Expression zwischen
der behandelten und der unbehandelten Gruppe festgestellt werden. Ein signifikanter
Unterschied nach 2-stindiger Behandlung kann weder fur VEGFD noch fir VEGFR2
beobachtet werden. Es konnte fiir keines der analysierten Proteine eine signifikante
Abweichung nach 24-stiindiger Behandlung ermittelt werden.
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4.2.2. UPMD2
Abbildung 7: Western Blot UPMD2
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Tabelle 16: Relative Proteinexpression in UPMD2 nach 2 h und 24 h

+ aNRP2 - aNRP2
MW (SD) [%] MW (SD) [%] p-Wert
2h 98,7 (1,1) 92 (0,5) 0,0006

VEGFC
241 97.8 (1) 98,3 (1,8) 0,7385
2h 94,3 (3.6) 96,3 (3,9) 0,5514

VEGFD
241 98,2 (2,1) 98,1 (2,1) 0,9730
2h 99,1 (0,9) 94,2 (0,2) 0,0008

VEGFR2
241 94,3 (2,6) 97 (2,8) 0,3024
2h 97,2 (2,5) 98 (1,9) 0,6674

VEGFR3
241 94,2 (2,9) 97,1 (3,3) 0,3161




Abbildung 8: Relative Proteinexpression in UPMD2 nach 2 h und 24 h
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Wie in der Analyse zuvor zeigt sich sowohl fir VEGFC als auch fur VEGFR2 ein signifikanter
Unterschied in der 2-stlindig behandelten Probe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es kann
keine weitere signifikante Abweichung ermittelt werden. Insgesamt sind die Differenzen

zwischen der behandelten und der unbehandelten Gruppe fir UPMD2 kleiner als fir UPMM2.
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5. Diskussion

Aktuell existiert keine wirksame und etablierte Therapie zur Behandlung des metastasierten
uvealen Melanoms. Eine friihzeitige Behandlung des Primartumors stellt deshalb gegenwartig
die einzige Moglichkeit dar, die Uberlebenschancen zu verbessern. Insbesondere ist das
Vorhandensein einer Monosomie 3, die mit der Inaktivierung von BAP1 verbunden ist, mit einer
ungiinstigen Uberlebensprognose assoziiert. VEGF und dessen Subtypen haben sich als
bedeutende therapeutische Ziele fur das kutane maligne Melanom etabliert. Allerdings gibt es

bisher keinen klaren Nutzen einer anti-VEGF-Therapie beim uvealen Melanom.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Blockade von NRP2 durch einen inhibierenden NRP2-
Antikorper die Expression von VEGFC, VEGFD, VEGFR2 und VEGFR3 nach einer
zweistundigen Inkubation erhoht. Insbesondere mittels Durchflusszytometrie konnte nach
zweistlndiger Behandlung mit dem inhibierenden NRP2-Antikdrper ein signifikanter
Unterschied fur alle analysierten Proben festgestellt werden. Die Diskrepanz zwischen der
Durchflusszytometrie und der semiquantitativen Proteinbestimmung, bei der weder fir VEGFD
noch fur VEGFR3 in UPMM2 oder UPMD?2 ein Unterschied ermittelt werden konnte, kénnte
sich durch die geringere Sensitivitit der semiquantitativen Proteinbestimmung und die
geringere Anzahl an Versuchen erklaren lassen. In dieser Arbeit lasst sich kein signifikanter
Unterschied zwischen UPMM2 und UPMD2 ermitteln.

Der signifikante Unterschied in der Expression der genannten Liganden und Rezeptoren
zwischen der behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe nach einer 2-stiindigen Inkubation
wurde nach einer 24-stiindigen Inkubation nicht mehr beobachtet. Der Effekt des inhibierenden
Antikérpers scheint also nach 24 Stunden aufgebraucht zu sein. Dies erméglicht zumindest

einen groben Rickschluss auf die Wirkdynamik des Antikdrpers.

Inwiefern die gesteigerte Expression einen positiven oder eben auch negativen Effekt auf
Metastasen eines uvealen Melanoms oder gar auf die Metastasierungsrate haben konnte,
lasst sich aktuell nicht eindeutig bewerten. Zwar ist die Rolle von VEGFC in vielen
Tumorentitaten ausfihrlich erforscht, doch ist die Rolle von VEGFC und insbesondere auch
VEGFD fur die Angio- und Lymphangiogenese gerade im uvealen Melanom noch nicht
ausreichend untersucht. Hinsichtlich der Einflussnahme auf VEGF gibt es teils

widersprichliche Analysen und Erkenntnisse.

In den letzten Jahren wurde postuliert, dass VEGF-Inhibitoren die Tumorigenese und
Metastasierung langfristig sogar fordern konnten.?*2?2® |In den USA wurde daher
beispielsweise der monotherapeutische Einsatz von Bevacizumab, einem etablierten
monoklonalen humanisierten VEGF-Antikorper, verboten.?** Auch eine Induktion der VEGF-
mMRNA-Expression in Zellen eines uvealen Melanoms ist beschrieben.?** Diese Induktion
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erfolgt Uber den HIF-1a-Signalweg. VEGF-Inhibitoren scheinen einen ahnlichen Effekt
hervorzurufen, wie er zuvor fir ischAmische Bedingungen beschrieben wurde, welche die
VEGF-Expression ebenfalls tber den HIF-1a-Signalweg induzieren. Diese paradox
erscheinende Hochregulierung von VEGF nach einer anti-VEGF-Behandlung wird
dementsprechend als Pseudohypoxie bezeichnet. Diese Pseudohypoxie erhdht nachweislich
die Tumorigenese bei anderen Arten von Krebszellen, beispielsweise beim Glioblastom oder
bei neuroendokrinen Tumoren der Bauchspeicheldriise, indem die Expression proangiogener

Faktoren hochreguliert wird.??*

Als weiterer Faktor dieses paradoxen Phanomens wird die Rekrutierung verschiedener Zellen,
wie Monozyten oder reifer Makrophagen, aus dem Knochenmark angesehen.??52% Da uveale
Melanome mit schlechter Uberlebensrate besonders viele Makrophagen aufweisen, scheint

dieser Mechanismus hier besonders relevant zu sein.??’

Dartber hinaus kénnte eine Resistenz der Tumorzellen gegenlber einer antiangiogenen
Therapie eine Rolle spielen, indem Mechanismen induziert werden, welche die Abh&ngigkeit
von der Neovaskularisierung verringern. Die pseudohypoxischen Bedingungen koénnten fir
eine Selektion bosartigerer Tumorzellen verantwortlich sein, die weniger empfindlich auf eine
antiangiogene Therapie reagieren und zuséatzliche tumorférdernde Signalwege, wie den MAP-

Kinase-Signalweg, aktivieren.??®

Ein weiterer Aspekt, der bei der Analyse und Diskussion der dargelegten Ergebnisse
berticksichtigt werden sollte, ist die Mdglichkeit, dass der inhibierende NRP2-Antikdrper eine
Internalisierung von NRP2 ausldsen kénnte.?'® Da NRP2 auch ohne Ligandenbindung einen
Komplex mit VEGFR2 und VEGFR3 bildet,?®* kénnte dies zu einer Kointernalisierung von

VEGFRS3 fiihren und spezifische VEGF-vermittelte Funktionen beeintrachtigen.

Es ist zudem bekannt, dass die Angiogenese und die VEGF-Expression im uvealen Melanom
leicht durch die malignen Zellen selbst moduliert werden konnen, indem die
Tumormikroumgebung angepasst wird.?'* Eines der beschriebenen Modelle dafiir ist das
sogenannte vasculogenic mimicry, das verschiedene extrazellulare GefaBmuster beschreibt,
die unabhangig vom lokalen tumoreigenen Gefaf3system und ohne Endothelauskleidung einen
Flissigkeitsstrom ermdoglichen. Daher ist davon auszugehen, dass Zellen eines uvealen
Melanoms Mechanismen besitzen, die das Tumorwachstum und die Metastasierung

unabhangig von der als klassisch angesehenen (Lymph-)Angiogenese fordern.

Zurzeit lasst sich nicht abschlieRend beantworten, ob der therapeutische Einsatz eines NRP2-
Antikérpers zur Behandlung der Metastasierung uvealer Melanome oder sogar als
neoadjuvante Therapie zur Verhinderung einer Metastasierung vorteilhaft ist. Wahrend der

Tumorprogression werden verschiedene angiogene Molekile produziert. Die Blockade eines
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einzelnen Molekuls kénnte die Fokussierung auf ein anderes Molekill bedeuten. Grundsatzlich

sollte daher die Betrachtung einer Multi-Target-Therapie in Erwdgung gezogen werden.
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