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Zusammenfassung

Enzymatische Schnitte der Polypeptidkette
von Proteinen sind Bestandteil vieler biologi-
scher Prozesse, so z.B. bei der Zerlegung von
Proteinen wahrend der Verdauung. Gezielte
enzymatische Schnitte werden auch benutzt,
um die Aktivitat bestimmter Proteine ein- oder
auszuschalten. Nach diesem Prinzip wird auch
der lymphangiogene Vaskuldre Endothelzell-
wachstumsfaktor-C (VEGF-C) als Vorlaufermo-
lekdl synthetisiert, welches durch die enzyma-
tische Entfernung von Teilen des Proteins in
eine aktive Form umgewandelt werden muss,
bevor es seine Rezeptoren binden und aktivie-
ren kann. Dabei werden C- und N-terminale
Propeptide von VEGF-C entfernt. Die konstitu-
tive C-terminale Spaltung wird durch Proprote-
inkonvertasen wie Furin vermittelt. Die darauf-
folgende, aktivierende Spaltung kann durch
mindestens vier verschiedene Proteasen erfol-
gen: Plasmin, ADAMTS3, Prostata-spezifisches
Antigen (PSA) und Cathepsin D. Resultierend
aus der Prozessierung durch unterschiedliche
Proteasen entstehen unterschiedliche, ,reife”
VEGF-C-Formen, die sich in ihrer Affinitdt und
ihrem Rezeptor-Aktivierungspotential unter-
scheiden. Das CCBE1-Protein reguliert die Pro-
zessierung von VEGF-C durch ADAMTS3 und
PSA, aber nicht die durch Plasmin.

Wahrend des physiologischen Wachstums des
Lymphgefalsystems in der Embryonalent-
wicklung wird VEGF-C hauptsachlich durch
die ADAMTS3-Protease aktiviert. Im Unter-
schied dazu wird vermutet, dass Plasmin fur
die Wundheilung und PSA fiir die mit Tumor-
wachstum assoziierte, pathologische Lymph-
angiogenese verantwortlich ist. Cathepsin D
wurde ebenfalls mit der Tumor-Lymphangio-
genese in Verbindung gebracht; dartiberhin-
aus konnte das im Speichel enthaltene
Cathepsin D durch Wundlecken latentes
VEGF-C aktivieren und dadurch die Wundhei-
lung beschleunigen. Die molekularen Details
der proteolytischen Aktivierung von VEGF-C
werden erst seit kurzer Zeit intensiv erforscht
und wahrscheinlich sind noch nicht alle akti-
vierenden Proteasen bekannt. Jedoch scheint
es, dass die Aktivitat von VEGF-C fiir verschie-
dene spezifische Funktionen von unterschied-
lichen Proteinasen reguliert wird. Obwohl
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VEGF-Cin experimentellen Tierversuchen eine
zentrale Stellung in der Tumorprogression und
-metastasierung einnimmt, ist die Aussage-
kraft der bisherigen korrelativen Studien zur
Rolle von VEGF-C bei Tumorerkrankungen des
Menschen begrenzt. Dieser Umstand ist nicht
zuletzt in den fehlenden Mdglichkeiten
begrindet, zwischen der inaktiven und den
aktiven Formen von VEGF-C zu unterscheiden.

Schliisselworter: VEGF-C, Lymphangioge-
nese, Proteinasen, Proteolyse

The proteolytic activation of vas-
cular endothelial growth factor C

Summary

The enzymatic cleavage of the protein back-
bone (proteolysis) is integral to many biologi-
cal processes, such as for the breakdown of
proteins in the digestive system. Specific pro-
teolytic cleavages are also used to turn on or
off the activity of proteins. For example,
lymphangiogenic vascular endothelial growth
factor C (VEGF-C) is synthesized as a precursor
molecule that must be converted to a mature
form by the enzymatic removal of C- and
N-terminal propeptides before it can bind and
activate its receptors. The constitutive C-
terminal cleavage is mediated by proprotein
convertases such as furin. The subsequent
activating cleavage can be mediated by at
least 4 different proteinases: by plasmin,
ADAMTS3, prostate-specific antigen (PSA) and
cathepsin D. Processing by different protein-
ases results in distinct forms of "mature”
VEGF-C that differ in their affinity and their
receptor activation potential. The CCBE1 pro-
tein regulates the activating cleavage of
VEGF-C by ADAMTS3 and PSA, but not by
plasmin.

During embryonic development of the lym-
phatic system, VEGF-C is activated primarily by
the ADAMTS3 proteinase. In contrast, it is
believed that plasmin is responsible for
wound-healing lymphangiogenesis and
PSA for tumor-associated pathological
lymphangiogenesis. Cathepsin D has also
been implicated in tumor lymphangiogenesis.
In addition, cathepsin D contained in saliva
might activate latent VEGF-C upon wound
licking, thereby accelerating wound healing.

The molecular details of proteolytic activation
of VEGF-C have only recently been extensively
explored, and it is likely that not all activating
proteinases are known as yet. It appears that
the activity of VEGF-C is regulated for different
specific functions by different proteinases.
Although VEGF-C clearly plays a pivotal role for
tumor progression and metastasis in experi-
mental animal studies, the relevance of most
correlative studies on the role of VEGF-C in
human cancers has been quite limited until
now, also due to the lack of methods for differ-
entiating between inactive and active forms of
VEGF-C.

Keywords: VEGF-C, lymphangiogenesis,
proteinases, proteolysis

Liste der benutzten Abkiirzungen

ADAM Eine Disintegrin- und Metalloproteinase
(a Disintegrin and Metalloproteinase)
ADAMTS3  Eine Disintegrin- und Metalloproteinase

mit Thrombospondinmotiven-3
(a Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs-3)

(atD Cathepsin D

(CBE1 Kollagen- und Calcium-bindendes EGF-
Domane-enthaltendes Protein 1

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EZM Extrazelluldre Matrix

HS Hennekam-Syndrom

HSPG Heparansulfat-Proteoglykan

KLK3 Kallikrein-verwandte Peptidase 3
(synonym mit PSA)

MMP-3  Matrix-Metalloproteinase-3

PSA Prostataspezifisches Antigen

TGF-B Transformierender Wachstumsfaktor-
(Transforming Growth Factor-B)

VEGF-A  Vaskularer Endothelzellwachstumsfaktor-
A (Vascular Endothelial Growth Factor-A),
wird oft auch nur als,VEGF” bezeichnet

VEGF-C,  Vaskuldrer Endothelzellwachstums-

-D faktor-C, -D
VEGFR VEGF-Rezeptor
VHD VEGF-Homologie-Domdne
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Abb. 1

Proteolyse. Die hydrolytische Spaltung einer Peptidbin-
dung (orange) eines Proteins (blau hinterlegt) in zwei
Teile (rot hinterlegt). Peptidbindungen des Protein-Riick-
grats sind mit dicken Bindestrichen dargestellt. Die Ami-
nosdure-Seitenketten sind als griine Kreise symbolisiert.
Ohne Katalyse durch Enzyme (Proteinasen) ist diese che-
mische Reaktion extrem langsam.

VEGF-C VEGF-D

VEGFR-2
Lymphgefald

Abb. 2

Proteinasen (protein-
spaltende Enzyme)

Proteinasen (auch Proteasen)
sind Enzyme, die Proteine spal-
ten, indem sie die Peptidbin-
dungen der Aminosdurenkette
hydrolysieren (Abb. 1). Sie kom-
men im menschlichen Koérper
sowohl innerhalb (intrazellulér)
als auch auflerhalb (extrazel-
luldr) von Zellen vor und sind
von essentieller Bedeutung fiir
eine Vielzahl von Zell- und Kor-
perfunktionen, so zum Beispiel
fiir die Prozessierung von Anti-
genen im Zuge einer Immun-
reaktion, fiir den Abbau von
beschiadigten oder tberfliissig
gewordenen Proteinen (z.B. in
Lysosomen) sowie fiir die Auf-
spaltung von Nahrungsprote-
inen im Magen-Darm-Trakt.
Hier zersetzen z.B. Pepsin im
Magen (Vorstufe Pepsinogen,

VEGFA

Die Wachstumsfaktoren VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D und deren Rezeptoren. Das Wachstum und die
Funktion von Blut- und Lymphgefdlsen wird durch die vaskuldiren Endothelzellwachstumsfaktoren
(VEGFs) gesteuert. VEGF-A ist der wichtigste Wachstumsfaktor fiir Blutgefdfe und VEGF-C der wich-
tigste Wachstumsfaktor fir LymphgefélSe. VEGF-A wird von VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1) und VEGF-
Rezeptor-2 (VEGFR-2) erkannt. VEGF-C und VEGF-D werden von VEGF-Rezeptor-3 (VEGFR-3) und unter
bestimmten Umstédnden auch von VEGFR-2 erkannt. VEGFR-1 kommt nur auf den Endothelzellen der
Blutgefdlse vor und VEGFR-3 nur auf den Endothelzellen der LymphgefélSe. Demgegentiber wird
VEGFR-2 auf beiden GefdlStypen angetroffen. Wird z.B. VEGF-C oder VEGF-D von VEGFR-3 auf der Zell-
membran einer lymphatischen Endothelzelle erkannt, signalisiert dies der Zelle, dass sie sich teilen
und fortbewegen soll, wodurch das GefdBwachstum eingeleitet wird.
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aktiviert durch Autoproteolyse bei nied-
rigen pH-Werten) und Trypsin im Darm
(Vorstufe Trypsinogen, aktiviert durch
Autokatalyse) die mit der Nahrung auf-
genommenen Proteine.

Aktivierung
von Proteinen

Eine weitere wichtige Funktion erfiillen
Proteinasen bei der Aktivierung von Pro-
teinen. Viele Proteine werden als inaktive
Vorstufen produziert und erst bei Bedarf
durch proteolytische Spaltung aktiviert.
Auch die Proteinasen selbst werden als
inaktive Pro-Proteinasen produziert und
miissen durch die proteolytische Abspal-
tung von Propeptiden aktiviert werden.
Dies ist von essentieller Bedeutung, da die
unkontrollierte Aktivitit von Proteinasen
sonst Zellen und die extrazelluldre Matrix
(EZM) zersetzen wiirden.

Zu den vermutlich bekanntesten pro-
teolytisch kontrollierten Prozessen zéhlen
die Blutgerinnung, die Begrenzung der
Blutgerinnung und deren Umkehrung,
d.h. die Aufldsung von Blutgerinnseln [1,
2]. Viele der im Blut befindlichen Gerin-
nungsfaktoren sind Proteinasen, die wie-
derum andere Proteinasen aktivieren usw.
(»proteolytische Kaskade”), um schluss-
endlich im letzten Schritt die proteoly-
tische Umwandlung von 16slichem Fib-
rinogen in polymerisierendes Fibrin zu
katalysieren.

Aktivierung
von Wachstumsfaktoren

Viele Wachstumsfaktoren und auch einige
Zytokine werden als inaktive Vorstufen
produziert, welche erst durch proteoly-
tische Spaltung (,Prozessierung®) aktiv
werden. Zu den bekannteren Wachs-
tumsfaktoren, die durch proteolytische
Spaltung aktiv werden, gehoren z.B. der
Transformierende Wachstumsfaktor-
(engl. Transforming Growth Factor-p,
TGEF-P) [3], aber auch die lymphangio-
genen Wachstumsfaktoren VEGF-C und
VEGE-D. Viele Studien haben sich mit
den Mechanismen und der Regulation der
VEGF-Rezeptor-Aktivierung durch die
VEGFs beschiftigt [4], wohingegen rela-
tiv wenig tiber die vorgelagerten Prozesse
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Abb. 3

-l

Schematische Darstellung der Domdnen-Organisation der VEGF-Wachstumsfaktoren am Beispiel
von VEGF-C/-D und VEGF-A. Die VEGF-Wachstumsfaktoren bestehen aus der zentralen VEGF-
Homologie-Domdine (in Grau) und fakultativen akzessorischen Domdinen (in Blau bzw. Magenta).
Die proteolytischen Schnitte finden in der Regel zwischen den Domdinen (in Rot) statt. Die charak-
teristischen Cystein-Muster der VEGF-Familie und des C-terminalen Propeptids sind durch gelbe

bzw. weilSe Linien dargestellt.

der Mobilisierung und Aktivierung der
VEGFs bekannt ist.

Die VEGF-Familie

Die Biologie der Wachstumsfaktoren
VEGEF-C und VEGF-D wurde in einer
fritheren Ubersichtsarbeit eingehend
beschrieben [5]. Aus diesem Grund soll
an dieser Stelle lediglich eine kurze Ein-
fithrung erfolgen, in welcher die fiir die-
sen Artikel relevanten Eigenschaften und
Merkmale von VEGEF-C und VEGF-D
erldutert werden. VEGF-C und VEGF-D
gehoren zur VEGF-Familie (siehe auch
Abbildung 2 fiir einen kurzen Uberblick
iber VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D und
deren Rezeptoren).

Charakteristisch fiir die Mitglieder
dieser Familie ist als zentrales Struktur-
element die VEGF-Homologie-Doméne
(VHD). Sie ist knapp 100 Aminoséiu-
ren lang und hat eine charakteristische
Anordnung von acht Cystein (C)-Ami-
nosdureresten (CX,,CPXCVX,RCXGC-
CX,CX,; ;;CXC), welche untereinander
Disulfidbriicken ausbilden und dadurch
den VEGFs einen sehr stabilen Kern
verleihen. Dieser Kern bildet auch jene
Struktur, die den Rezeptor erkennt und
damit ausschlaggebend ist, an welche
der drei VEGF-Rezeptoren (-1, -2 und
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-3) der jeweilige VEGF bindet. Zusitz-
lich zu diesem Kern besitzen die meisten
VEGFs weitere Dominen, die entweder
der VHD vor- (N-terminal) oder nach-
(C-terminal) geschaltet sind (Abb. 3).
Diese zusitzlichen Dominen verleihen
den VEGFs die Fihigkeit, mit weite-
ren Bindungspartnern zu interagieren.
So besitzen beispielsweise verschiedene
Isoformen von VEGF-A unterschiedlich
starke C-terminale Heparin-Bindungs-
doménen, mit denen sie Heparansulfat
binden und dadurch mehr oder weniger
an Zelloberflachen und der extrazellula-
ren Matrix (EZM) immobilisiert werden,
was wiederum unterschiedliche Aktivi-
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tatsprofile der Isoformen bedingt. Pro-
teasen wie Plasmin konnen die ldngeren
EZM-gebundenen VEGF-A-Isoformen
in kiirzere, diffusionsfihigere Isoformen
umwandeln [6, 7]. Die Spaltung durch
verschiedene Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs), insbesondere MMP-3, wandelt
z.B. die Hauptisoform VEGF
zere, nicht Heparansulfat bindende Iso-

in kiir-

formen um [8].

Die C-terminale Doméne
von VEGF-C

Auch VEGF-C und VEGF-D werden tber
ihre C-terminale Domaine auf Zellober-
flichen und der EZM immobilisiert [9].
Im Gegensatz zu allen anderen VEGF-
Familienmitgliedern hat diese C-termi-
nale Domine jedoch noch eine andere
Funktion: Sie blockiert die Aktivitit von
VEGEF-C und VEGE-D [10]. Es wird ver-
mutet, dass diese Domane raumlich den
Zugang zur Rezeptorbindungsstelle blo-
ckiert. Diese Annahme wiirde auch erkli-
ren, warum die C-terminale Doméne von
VEGE-C fast doppelt so grof} ist wie die
VHD. Weiterhin rétselhaft und ungeklart
ist die Herkunft dieser Proteinsequenz. In
den Genomen von Wirbeltieren scheint es
keinerlei homologe Sequenzen zu geben,
und die ahnlichsten Proteine kommen
als Bestandteil von Speichelsekreten eini-
ger seidenspinnender Miickenlarven, z.B.
Chironomus tentans [11], vor. Aus diesem
Grund wird diese Domine auch Seiden-
Homologiedoméne gennant, wobei deren
Aminosduresequenz keinerlei Verwandt-

Wachstum
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L
Gewebedruck Inflammation =,
I I
wr
WEGFR-3-
Aktivitat von VEGF-C
o ‘L::
Lymphangiogenoese
Lymphangiogenese Immunomaodulation —*

° L

Drainage ———"

Produktion

Schematische Darstellung bekannter Regelkreise in der Angiogenese und Lymphangiogenese.

Die Produktion von VEGF-A und VEGF-C ist im Regelfall durch negative Riickkopplung selbst-limitie-
rend. Sobald eine ausreichende Sauerstoffversorgung sichergestellt oder der Gewebedruck normali-
siert wurde, werden die Signale zum Blut bzw. fiir das Lymphgefdwachstum heruntergefahren.
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schaft mit den klassischen Seidenprotei-
nen aufweist.

Hypoxie reguliert Angio-
genese, aber wie wird Lymph-
angiogenese reguliert?

Das fiir die Blutgefalbildung verant-
wortliche VEGF-A wird auf der Ebene
der Transkription reguliert. Ist die Sau-
erstoftversorgung im Gewebe nicht aus-
reichend (Hypoxie), wird die Produktion
von VEGF-A eingeschaltet, was wiederum
zu Blutgefafiwachstum und Normalisie-
rung der Sauerstoftversorgung fithrt [12].
Demgegeniiber verbessert die VEGF-C-
Produktion die Sauerstoftversorgung des
Gewebes nicht primar, dafiir jedoch die
Gewebsdrainage und den Immunzellver-
kehr (Abb. 4). Vermutlich wird deshalb
die Produktion von VEGEF-C, im Gegen-
satz zu VEGF-A, durch proinflammato-
rische Signale und nicht oder nur unwe-
sentlich durch Hypoxie gesteuert [13-15].
Zudem kann VEGF-C zur Begrenzung
der Entzlindungsreaktion iiber verstarkte
Drainage [16, 17] und Immunomodu-
lation [18] beitragen. Eine weitere Rolle
spielt VEGF-C in den fiir die Fettabsorp-
tion spezialisierten Lymphgefiflen der
Diinndarmzotten (Lacteals), deren Exis-
tenz eine permanente Stimulation durch
VEGE-C erfordert [19]. Dieses wird von
Makrophagen als Antwort auf die mikro-
bielle Darmflora produziert [20].

Ein erhohter interstitieller Gewebe-
druck verstirkt tiber die durch B1-Integrin
und die Integrin-linked Kinase (ILK)
vermittelte druckabhingige Signaltrans-
duktion des VEGF-Rezeptors-3 (,,Mecha-
notransduktion”) das Wachstum von
Lymphgefifien und normalisiert damit
den Gewebedruck [21, 22]. Ob der Gewe-
bedruck auch einen Einfluss auf die Pro-
duktion oder Aktivierung von VEGEF-C
hat, ist derzeit jedoch unbekannt.

Wahrend der Embryonal-
entwicklung wird VEGF-C
durch ADAMTS3 aktiviert

Uber die Identifizierung von Mutationen
im CCBE1-Gen als Ursache fiir die syste-
mische Lymphgefifidysplasie im Henne-
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1. Spaltung, Signalpeptidase
intrazellulir

T 3l 03 127 2t - ey

Dimerisiarung
intrazellular (ER)

unprozessiertes VEGF-C (58 kDa)

2. Spaltung (Fusin)
hauptehehlich intrazeliulsr

pro-VEGF-C (29/31 kDa)

* 3. Spaltung [(PMasmin, ADAMTS3, KLE3PSA, Cathepsin D)
' axtrazellular

rizifes VEGF-C

4. Spalung (sekurdane Aktivierang
durch Cathepsin D oder inaktivierung
durch Plasmin, extrazeliullr

Abb. 5

Schematische Darstellung der proteolytischen Aktivierung von VEGF-C. VEGF-C wird als Vorldufer
mit einer GréBe von 58 kDa synthetisiert. Diese vollstdndige Form (prdpro-VEGF-C) ist mehr als
doppelt so grols wie reifes VEGF-C und wird, nachdem das Signalpeptid beim Transport in das
endoplasmatische Retikulum abgespalten wurde, im trans-Golgi-Netzwerk durch die Proprotein-
konvertasen PC5, PC7 und insbesondere Furin in pro-VEGF-C umgewandelt. Dies geschieht durch
die Spaltung der Polypeptidkette C-terminal von der VHD (durch ein gelbes Dreieck markiert). Ist
Furin blockiert, wird unprozessiertes VEGF-C nicht in pro-VEGF-C umgewandelt [23]. Pro-VEGF-C
kann den VEGFR-3 zwar binden, jedoch nicht aktivieren und fungiert daher als kompetitiver Inhi-
bitor fiir aktives VEGF-C, was sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt wurde [24]. Erst ein weiterer
proteolytischer Schnitt (N-terminal der VHD, durch rote Dreiecke markiert) iberfiihrt pro-VEGF-C
in eine aktive Form. Reifes VEGF-C hat bei weitem die héchste Affinitct fir die Bindung und Aktivie-
rung von VEGFR-2 und -3 [10]. Unprozessiertes VEGF-C istim Zellkulturiiberstand kaum nachweis-

bar und kommt vermutlich physiologisch nur innerhalb der Zelle vor [10].

kam-Syndrom [25] konnte mit ADAMTS3
die erste Proteinase identifiziert werden,
die VEGF-C wihrend des embryona-
len Wachstums aktiviert [26, 27]. Die
ADAMTS-Proteinasen sind Zelloberfla-
chen- oder EZM-lokalisierte Multido-
ménenenzyme, die eng mit der ADAM-
Proteinasefamilie verwandt sind, aber im
Unterschied zu den membrangebundenen
ADAM-Proteinasen sezerniert werden.
Als weiteres Merkmal enthalten ADAMTS
eine oder mehrere Wiederholungen des
Thrombospondin-Typ-1-Motivs. Einige
Funktionen dieser Proteinfamilie, wie z.B.
die Prokollagen-Prozessierung oder die
Spaltung von Proteoglykanen, sind mit der
Regulierung der Angiogenese in Verbin-
dung gebracht worden [28]. ADAMTS3
gehort aufgrund seiner Struktur zusam-
men mit ADAMTS2 und ADAMTS14 in
die Prokollagenase-Gruppe [29] und spal-

tet, zumindest in vitro, auch Prokollagen-
N-Propeptid [30].

Wird die Funktion von ADAMTS2
durch Mutationen beeintrachtigt, ist die
proteolytische Kollagenreifung gestort
und ein Bindegewebsdefekt die Folge
(Ehlers-Danlos-Syndrom, Dermatospa-
raxis-Typ) [31]. Patienten ohne oder mit
kompromittierten ADAMTS3-Genen
zeigen im Gegensatz dazu keine Defizite
in der Kollagensynthese, dafiir aber aus-
gepragte Defizite in der Entwicklung des
Lymphgefiaf3systems [32, 33].

Obwohl die Biosynthese von VEGF-D
der von VEGF-C (schematisch dargestellt
in Abbildung 5) sehr dhnelt [34], kann
ADAMTS3 VEGF-D nicht aktivieren [26,
35]. Auch die anderen Prokollagenasen
der ADAMTS-Familie (ADAMTS2 und
ADAMTSI14) konnen VEGF-C nicht akti-
vieren [26].
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Hauptform ADAMTS3 (KLK3/PSA)-Form
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Abb. 6

Schematische Darstellung der proteolytischen Prozessierungsstellen in den Aminosduresequenzen
von VEGF-C und VEGF-D. Die Aktivierung von VEGF-C und VEGF-D erfolgt durch die proteolytische
Spaltung des Proteins zwischen der N-terminalen Domdne und der VEGF-Homologie-Domcdine. Je
weiter C-terminal (nach rechts in der Darstellung) die Spaltung von VEGF-C erfolgt, desto geringer ist
die biologische Aktivitdt der resultierenden VEGF-C-Form [42]. Die Spaltung von VEGF-C durch Plas-
min innerhalb der VEGF-Homologie-Domdne fiihrt zur kompletten Inaktivierung von VEGF-C [26].
Alternativ kann VEGF-C auch durch I6sliche Isoformen seiner Rezeptoren sequestriert und damit
inaktiviert werden [44]. Abbildung 6 modifiziert unter Creative Commons nach [42].

Aktivierung von VEGF-Cin der  zen wie z.B. MMP-3 und die evtl. neben
Wundhe“ung durch Plasmin der Aktivierung durch Mobilisierung
und Cathepsin D von EZM-gebundenem VEGF-A auch
zur Aktivierung von VEGF-C beitragen
Die Wiederherstellung von Sauerstoff-  konnen.
versorgung und Immunfunktion durch
Blut- und Lymphgefifle sind wichtige
Bestandteile der Wundheilung. Eine
Beschleunigung der Wundheilung durch
VEGF-C wurde erstmals 2004 im Tier-
versuch beobachtet [36, 37]. Bei der Akti-
vierung von Blutplittchen wihrend des
Wundverschlusses wird inaktives VEGEF-
C aus den a-Granula freigesetzt [38].
Plasmin, das spéter an der Auflésung der
tempordren Fibrin-Matrix beteiligt ist
[39], kann wahrscheinlich dieses und auch
latent in der extrazelluldren Matrix ein-
gelagertes VEGF-C [40] aktivieren [41].
Auch im Speichel vorhandenes Cathep- ~ Abb.7

Aktivierung von VEGF-C
durch das Prostata-spezifische
Antigen (PSA, KLK3)

Etwas tberraschend, aber nicht ohne
Vorwarnung [45], stellte sich heraus, dass
das in der Prostatakrebs-Fritherkennung
umstrittene PSA (Prostata-spezifisches
Antigen) VEGF-C aktivieren kann [42].
Trotz seiner Prominenz als Bluttest ist
weniger bekannt, dass es sich bei PSA um
eine Proteinase handelt, deren biologi-
sche Hauptaufgabe es ist, die gelformige
Konsistenz des minnlichen Ejakulats zu
verfliissigen, was den Samenzellen erst die
Fortbewegung ermoglicht [46].

Schon vor iber 20 Jahren wurde
VEGEF-A in Samenfliissigkeit nachgewie-
sen [47, 48], wo es die Beweglichkeit der
Spermatozoen positiv beeinflusst [49].
Interessanterweise konnte aber erst kiirz-
lich nachgewiesen werden, dass auch
VEGE-C ein Bestandteil des médnnlichen
Ejakulats ist, und dass die Aktivierung die-
ses VEGF-C zeitgleich mit der Verfliissi-
gung des minnlichen Ejakulats durch PSA
stattfindet [42]. Ob und welche Auswir-
kungen dies auf die Reproduktion hat, ist
noch nicht geklart. VEGF-C wird sicher-
lich fiir die Implantation des Embryos in
die Gebarmutterschleimhaut benoétigt,
obwohl VEGF-C hier eher auf die Blut-

sin D aktiviert effektiv VEGF-C [42]. Die  Schematische Darstellung des hypothetischen Wirkmechanismus von CCBE 1. Die C-terminale Domdne

Beschleunigung der Wundheilung durch
Speichel [43] lésst sich zum Teil vielleicht
auch auf die Aktivierung von VEGF-C
durch Cathepsin D zuriickfithren. Aller-

(in Dunkelblau) des pro-VEGF-C versperrt einigen Enzymen den Zugang zu ihren proteolytischen
Schnittstellen (links). Das CCBE 1-Protein verursacht eine Konformationscdnderung in VEGF-C und gibt
damit die Schnittstellen frei (rechts). Fiir ADAMTS3 und KLK3/PSA ist der CCBE1-Effekt auf die VEGF-C-
Aktivierung belegt, und fiir Cathepsin D wird er vermutet. Nachdem VEGF-C z.B. an der primdren
Schnittstelle von Plasmin (#1) aktiviert wurde, kann Cathepsin D noch mit einem zuscitzlichen Schnitt

dings werden bei der Wundheilung noch g5 protein verkdrzen (sogenannte sekunddre Aktivierung). Je kiirzer das N-terminale Ende des aktiven
viele andere Enzyme freigesetzt, die eine  VEGF-C, desto schweicher bindet und aktiviert es seine Rezeptoren. Mit der Spaltung an der sekundéiren
relativ breite Substratspezifizitit besit-  Schnittstelle von Plasmin (#2) verliert VEGF-C jegliche Aktivitéit gegentiber VEGFR-2 und VEGFR-3.
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gefafle einwirkt [33]. VEGF-C konnte aber
auch fiir die Inmunmodulation eine Rolle
spielen [50] oder es konnte — wie schon fiir
VEGF-A beschrieben [49] - einen direkten
chemotaktischen oder chemokinetischen
Effekt auf die Spermatozoen austiben.

Die Schlusselstellung
von CCBE1 als Cofaktor
der Aktivierung

Um schnell auf verdnderten Bedarf reagie-
ren zu konnen, ist es sinnvoll, die Verzo-
gerung durch den vorgeschalteten Prozess
der VEGF-C-Produktion zu vermeiden
und inaktives (,latentes”) VEGF-C auf
Vorrat zu produzieren und bei Bedarf zu
aktivieren. Eine dahnliche Form der Spei-
cherung und Aktivierung ist z.B. von
TGEF-p bekannt [51]. Auch die heparin-
bindenden Isoformen von VEGF-A wer-
den durch reversible Bindung an extrazel-
luldre Proteine inaktiviert und kénnen bei
Bedarf z.B. durch proteolytische Spaltung
durch Plasmin reaktiviert werden [6]. Eine
Zusammenfassung aller bisher publizier-
ten, VEGF-C aktivierenden Enzyme und
der exakten Position der Spaltstellen findet
sich in Abbildung 6.

Das Kollagen- und Calcium-bindende
EGF-Domine-enthaltende Protein 1
(CCBE1) reguliert die VEGF-C-aktivie-
rende Funktion der ADAMTS3-Protei-
nase. CCBE1 besteht aus zwei Doménen:
Die N-terminale Doméne wird haupt-
sichlich aus drei EGF-dhnlichen Repeats
gebildet und die C-terminale Doméne
aus zwei Kollagenmotiven. Beide Domi-
nen sind in der Lage, die Aktivierung von
VEGEF-C durch ADAMTS3 zu beschleu-
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Abb. 8

Die verschiedenen Aktivierungswege von VEGF-C. Die proteolytische Spaltung von pro-VEGF-C
durch ADAMTS3 dient der Aktivierung und Mobilisierung von VEGF-C. Die Aktivierung von VEGF-C

kann in vier verschiedenen Umgebungen erfolgen:

1. Aktivierung von VEGFR-3-gebundenem pro-VEGF-C [26],

2. Aktivierung von HSPG-gebundenem VEGF-C [9],

3. Aktivierung von VEGF-C in der Idslichen Phase [35],

4. Aktivierung von EZM-gebundenem VEGF-C [40].

VEGFR-3-gebundenes, aber inaktives VEGF-C kann nach proteolytischer Aktivierung sofort mit der
Signaldbertragung beginnen (Aktivierungsmodus 1), wéhrend HSPG-gebundenes VEGF-C zuerst
vom HSPG dissoziieren und den VEGFR-3 finden muss (Aktivierungsmodus 2). Die Aktivierung von
VEGF-C kann auch in der I6slichen Phase stattfinden (Aktivierungsmodus 3). Immunohistochemisch
findet man jedoch den tiberwiegenden Anteil von pro-VEGF-C, CCBET und ADAMTS3 gebunden an
die extrazellulcre Matrix (EZM, Aktivierungsmodus 4) oder auf Zelloberfldchen (Aktivierungsmodi 1
und 2). CCBET hat fiir die Aktivierung zwei Aufgaben: Die C-terminale Domdne beschleunigt die pro-
teolytische Spaltung, widhrend die N-terminale Domdne pro-VEGF-C zur effizienten Bildung des tri-
meren Aktivierungskomplexes rekrutiert. Abb. 8 modifiziert unter Creative Commons nach [40].

nigen. Die N-terminale Domédne von
CCBE]1 ist fur die Kolokalisierung von
VEGEF-C und ADAMTS3 mit CCBE1 zum

Aktivierungskomplex verantwortlich, und
die C-terminale Doméne beschleunigt die
katalytische Spaltung von VEGF-C durch

Plasmin Arg102 | Thr103
(primdre Schnittstelle)

ADAMTS3 Ala111 ] Ala112
KLK3/PSA Tyr114 L Asn115
Cathepsin D Leu119{ Lys120
Plasmin Arg127 | Lys128

(sekundare Schnittstelle)

Tab. 1

Nebenform, vermutlich verantwortlich
fiir die Aktivierung von VEGF-Cin der Wundheilung

Hauptform, fiir die Lymphangiogenese wahrend
der Embryonalentwicklung, CCBE1-reguliert

aktiviert VEGF-Cin der Samenfliissigkeit, CCBE1-reguliert

in Samenfliissigkeit und Speichel enthalten

inaktive Form

VEGFR-2 (26, 41]
VEGFR-3
VEGFR-2 [26, 32,33, 40]
VEGFR-3
VEGFR-2 [42]
VEGFR-3
hauptsachlich VEGFR-3 [42]
[26]

Vier Proteinasen sind in der Literatur als VEGF-C-Aktivatoren bekannt. Eine Sonderstellung nimmt Plasmin ein, weil es bei Idngerer Einwirkung VEGF-C
inaktiviert, indem es an einer sekunddren Schnittstelle schneidet.
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ADAMTS3 [40]. Vermutlich erfolgt die
Beschleunigung dadurch, dass CCBEI
eine sterische Blockade der Schnitt-
stellen durch die C-terminale Domine
von VEGEF-C aufthebt (Abb. 7). Die hin-
sichtlich der Lokalisierung des Aktivie-
rungskomplexes verschiedenen Akti-
vierungswege von VEGF-C werden in
Abbildung 8 erldutert.

Das Hennekam-Syndrom (HS) ist eine
seltene angeborene Erkrankung, deren
Hauptmerkmal ein generalisiertes Lymph-
6dem ist. Urspriinglich wurden Mutatio-
nen im CCBE1-Gen als Ursache identifi-
ziert. Mittlerweile sind jedoch Mutationen
in drei verschiedenen Genen bekannt, die
HS auslésen konnen. Fiir zwei dieser Gene
(CCBEI und ADAMTS3) ist deren Funk-
tion innerhalb des VEGF-C-Signaltrans-
duktionswegs bekannt. Es wird vermutet,
dass das dritte Gen (FAT4) ebenfalls eine
wichtige Funktion innerhalb des VEGF-C-
Signaltransduktionswegs ausiibt.

Aktivierung von VEGF-C
in Tumoren

Obwohl VEGF-C und dessen Aktivie-
rung unabdingbar fiir die Entwicklung
des Lymphgefaf3systems sind [33, 52] und
im erwachsenen Organismus zumindest
einige lymphatische Gefifle permanent
VEGF-C fiir ihre Aufrechterhaltung beno-
tigen [19], muss die Menge des aktiven
VEGF-C genau reguliert werden. Eine
Deregulierung mit katastrophalen Folgen
findet bei Tumorerkrankungen statt.

Der Zusammenhang zwischen dem
von VEGF-A vermittelten Blutgefifl- und
Tumorwachstum ist gut untersucht, und
VEGEF-A wird auch in der anti-angioge-
nen Tumortherapie durch den Wirkstoft
Bevacizumab (Avastin®) gezielt blockiert
[53]. Wahrscheinlich wird die Mehrzahl
aller Tumoren klinisch nie relevant, weil
sie nicht die Fidhigkeit erwerben, das
Wachstum von Blutgefifien anzuregen
[54]. Ohne die Umschaltung auf VEGF-
A-Produktion und die damit einsetzende
Vaskularisierung (,angiogenic switch”)
kénnen diese Tumore nie grofler als
wenige Millimeter wachsen, weil ihnen
Sauerstoff und Nahrstoffe fehlen [55, 56].

Allerdings konnen Tumore nicht nur
VEGF-A, sondern auch VEGF-C produ-
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Gentherapie mit AdVEGF-C. Eine in den letzten Jahren vermehrt angewandte Therapie fiir Brust-
krebs-assoziiertes Lymphddem ist die autologe Lymphknotentransplantation [88, 89]. In vorklini-
schen Studien konnten die Behandlungserfolge (Integration des transplantierten Lymphknotens in
das lokale Lymphgefélnetzwerk) durch die gleichzeitige Administration von VEGF-C verbessert wer-
den [90]. Mit dieser Strategie hat Lymfactin® erfolgreich die Phase | der klinischen Studien abge-
schlossen und befindet sich in Phase Il. Als Weiterentwicklung von Lymfactin® wird eine gleichzeitige
Verabreichung von VEGF-C mit dem VEGF-C-aktivierenden ADAMTS3 und/oder CCBE1 diskutiert.

zieren. Der Einfluss von VEGF-C auf das

Tumorwachstum erfolgt auf mehreren

Ebenen:

1. VEGF-C kann VEGFR-2 aktivieren und
dadurch VEGF-A als Blutgefa3-Wachs-
tumsfaktor ersetzten [57].

2. VEGF-C kann VEGFR-3 stimulieren,
welches sich insbesondere auf neu
sprossenden Blutgefifien des Tumors
findet [58].

3. Tumorzellen kénnen auch selbst VEGEF-
Rezeptoren exprimieren und durch
VEGE-C autokrin oder parakrin zum
Wachstum angeregt werden [59].

4. VEGF-C kann das Lymphgefafiwachs-
tum anregen und dadurch die Metasta-
sierung vorantreiben [60-62].

Anders als fir die Blockade von
VEGEF-A gibt es fiir die Blockade von
VEGE-C noch keine zugelassene medika-
mentdse Therapie. Dies lésst sich vielleicht
damit erkldren, dass durch die unterschied-
liche proteolytische Aktivierung viele ver-
schiedene Formen von VEGEF-C entste-
hen. Eine wirksame Blockierung miisste
vermutlich alle Formen von VEGF-C und
dartiber hinaus vermutlich auch alle For-

men von VEGF-D blockieren, da VEGF-D
ahnliche Signale fiir das Tumorwachstum
liefern kann wie VEGF-C [63].

Welche Proteinasen VEGEF-C bei
Tumorerkrankungen aktivieren, ist expe-
rimentell noch nicht erforscht, aber
Cathepsin D und PSA diirften zumindest
fiir bestimmte Tumortypen eine Rolle
spielen. Die Expression von Cathepsin
D wurde schon vor langer Zeit mit der
Tumormetastasierung korreliert [64].
Obwohl im Gegensatz zu Cathepsin D
der Zusammenhang zwischen PSA und
Tumorentwicklung viel intensiver studiert
wurde, kommen verschiedene Studien
zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen
beziiglich einer den Tumor begiinstigen-
den Funktion von PSA [65-69]. Einige
Autoren postulieren, dass PSA das frithe
Tumorwachstum begiinstigt, aber in spa-
teren Stadien dessen Entwicklung hemmt
[70]. In jedem Fall sind mit der Aktivie-
rung von VEGF-C durch Cathepsin D
und PSA mogliche mechanistische Bin-
deglieder identifiziert worden, welche die
experimentelle Beantwortung dieser und
ahnlicher Fragen erméglichen.
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Pro-VEGF-C
oder aktives VEGF-C?

Die iiberwiegende Mehrheit der Studien
tiber die Rolle von VEGF-C fiir das Tumor-
wachstum beschreiben die Korrelation von
VEGE-C-Messwerten mit dem Krank-
heitsverlauf. Keine einzige dieser Studien
unterscheidet allerdings zwischen aktivem
und pro-VEGEF-C. Dies lasst sich darauf
zuriickfithren, dass erst seit 2014 bekannt
ist, dass pro-VEGEF-C inaktiv ist und dass
es noch keinen Test gibt, der die beiden
Formen voneinander unterscheiden kann.
Fiir RNA-basierte Expressionsanalysen
(z.B. Gene-Chip®, RNA-Seq) ist dies auch
strenggenommen nicht moglich, da alle
VEGF-C-Formen von demselben RNA-
Transkript des VEGF-C-Gens produziert
werden. Eine Unterscheidung der unter-
schiedlichen VEGF-C-Formen wire mit
einem Antikorper-basierten Test (ELISA,
Western-Blot) moglich, aber z.Z. existiert
ein solcher Test noch nicht. Die Mehrheit
der kommerziell verfiigbaren Antikérper
gegen VEGF-C ist nicht einmal in der Lage,
VEGF-C iiberhaupt mit der notwendigen
Empfindlichkeit zu erkennen [42]. Daher
ist es nicht tiberraschend, dass die Daten-
lage untibersichtlich ist.

Mittlerweile geht die Zahl der klinischen
Studien, die die VEGF-C-Expression von
Tumoren mit dem Krankheitsverlauf kor-
relieren in die Hunderte (Pubmed-Anfrage:
https://mjlab.fi/pubmed1). Einige Studien
finden einen Zusammenhang zwischen
gemessenen VEGF-C-Werten und dem
Krankheitsverlauf [71, 72], wahrenddessen
ein solcher Zusammenhang aus anderen
Studien nicht ersichtlich wird [73]. Kont-
rollierte Tierversuche bestdtigen allerdings
zumeist die wichtige Rolle von VEGF-C
fiir die Metastasierung von Tumoren [60,
74, 75], und auch molekularbiologische
Mechanismen wurden fiir den Zusammen-
hang identifiziert [76].

Aktivierung von VEGF-C fur
prolymphangiogene Therapien

Obwohl Lymphodeme behandelbar
sind, bleibt das Ziel der Forschung eine
ursédchlich wirkende Therapie, weil mit
Lymphdrainage und Bandagierung
nur die Symptome eines insuffizienten

LymphForsch 23 (2) 2019

Lymphsystems unter Kontrolle gehalten
werden. Mit Bestatin (Ubenimex) und
Lymfactin® wurde in den letzten Jahren
mit ersten Versuchen fiir medikamentose
Lymphodem-Therapien begonnen. Die
Studien zu Bestatin der US-Firma Eiger
BioPharmaceuticals wurden allerdings
schon im Herbst 2018 nach der zweiten
Phase abgebrochen, weil weder primére
noch sekundire Ziele erreicht wurden
[77]. Im Gegensatz dazu sind die Phase-
2-Studien des finnischen Pharma-Startups
Herantis zu Lymfactin® gerade ausgeweitet
worden [78]. Beide Medikamente beruhen
auf unterschiedlichen Wirkmechanismen.
Aufgrund der Beobachtung, dass das
Schmerzmittel Ketoprofen Lymphodem-
symptome im Mausmodell lindert [79],
wurde das Ketoprofen-ahnliche, aber spe-
zifischere Bestatin fiir klinische Studien
ausgewahlt [80]. Ketoprofen und Bestatin
gehoren zur Gruppe der nichtsteroidalen
Antiphlogistika, und Details iiber deren
Einfluss auf das Lymphgefi8systems sind
weitgehend unbekannt. Demgegeniiber
ist Lymfactin® ein gentechnologisches Bio-
pharmazeutikum, das auf der korpereige-
nen VEGF-C-Produktion nach Verabrei-
chung eines rekombinanten adenoviralen
Vektors (AdVEGEF-C) beruht (Abb. 9) und
dessen Wirkmechanismus gut erforscht
ist [81-83]. Je nach Anwendungsgebiet
konnte die Verfiigbarkeit von korperei-
genen Proteinasen und CCBEI] fiir die
Aktivierung von VEGF-C fiir Lymfactin®/
AdVEGF-C ein limitierender Faktor sein.
Im Tierversuch reagierte z.B. Muskelge-
webe auf die Gentherapie mit VEGF-C
nur mit moderater Lymphangiogenese;
und erst als VEGF-C mit CCBE1 kom-
biniert wurde, kam es zu einem starken
Wachstum der Lymphgefifie [26].

Weil das Lymphsystem nicht nur fiir
die Drainage wichtig ist, sondern auch
fiir die Immunfunktion, ist es nicht tiber-
raschend, dass VEGF-C als pharmakolo-
gisches Zielobjekt fiir eine ganze Reihe
von Krankheiten des Immunsystems
identifiziert wurde. Zu diesen zdhlen
chronisch-entziindliche Darmerkrankun-
gen [84], Psoriasis [85] und rheumatoide
Arthritis [17], aber auch neurodegenera-
tive Erkrankungen wie Multiple Sklerose
und die Alzheimer-Krankheit [86]. Kon-
trovers und interessant ist auch der Report
tiber die erfolgreiche VEGF-C-Therapie

UBERSICHTSARBEITEN

beim experimentellen Herzinfarkt im
Tiermodell [87].

Anzumerken ist, dass bei diesen pro-
lymphangiogenen Anwendungen ein der
Tumortherapie kontrir gegeniiberste-
hendes Ziel verfolgt wird. Beim Lymph-
6dem und den Immunerkrankungen soll
VEGF-C meist verstarkt aktiviert werden,
wihrenddessen in der Tumortherapie
VEGF-C blockiert werden soll. Insbeson-
dere bei Odemen, die als Folge operativer
Krebsbehandlung auftreten, scheint dies
ein gewagter Balanceakt zu sein.
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In seiner physiotherapeutischen Praxis mit Schwerpunkt Lymphologie in
Berlin betreut Martin Morand zusammen mit seinem Team Patientinnen und
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