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1.1 Summary

Lymphatic vessels play an important role in tissue homeostasis and immune
surveillance, and are also involved in pathologic conditions such as tumor cell
metastasis and inflammation. From research on blood vessels, it has been well
described that inflammation induces changes in the expression of adhesion
molecules and chemokines, which account for a rapid recruitment of leukocytes into
the affected tissue. By contrast, it is presently not well understood how inflammatory
signals activate lymphatic endothelial cells (LECs) and influence their function, in
particular with respect to leukocyte migration into lymphatic vessels. The main aim of
this thesis was to elucidate the gene expression profiles that are present in LECs in
vivo under steady state compared to inflamed conditions. This was accomplished by
performing a comprehensive transcriptional profiling analysis of LECs isolated ex
vivo from uninflamed murine skin and from skin inflamed by the induction of a contact
hypersensitivity response.

The gene array data obtained were of high quality, as evidenced by a high proportion
of expressed genes and the presence of many pan-endothelial and LEC marker
genes. In addition to previously described inflammation-induced genes like ICAM-1
and VCAM-1, several other adhesion molecules (e.g. P-selectin, CD44 and NrCAM)
were found to be differentially expressed in LECs during inflammation. Intriguingly,
inflammation led to the down-regulation of several LEC marker genes (i.e. Prox-1,
LYVE-1 and VEGFR3). On the other hand, various genes involved in antigen
presentation become upregulated, suggesting that inflammation may confer an
antigen presenting function to LECs. One group of genes that was highly induced by
inflammation were chemokines, in particular so-called inflammatory chemokines,
which attract inflammatory cells. Notably, the pattern of chemokine induction was
found to greatly depend on the nature of the inflammatory stimulus, suggesting that
different cell types may be recruited into lymphatic vessels, depending on the type of
inflammatory response.

Dendritic cells (DCs) are essential for the induction of an adaptive immune response.
Their function is highly dependent on migration from the tissue into lymphatic vessels
and onwards to draining lymph nodes (dLNs). The best known driver of DC migration
to dLNs is the LEC-expressed chemokine CCL21, which binds to the CCR7 receptor
expressed on DCs. Surprisingly, we observed that the chemokine CCL21 was
strongly down-regulated at the mRNA level during inflammation, whereas, at the

same time, CCL21 protein levels were approximately two-fold increased. In vivo DC



migration experiments, performed in uninflamed or inflamed skin of wild-type or
CCR7™" mice, revealed that inflammation further increased the CCR7-dependency of
DC migration into lymphatic vessels. However, inflammation also led to a moderate
enhancement of DC migration in CCR7™ mice, indicating that, in additon CCR7
signaling, CCR7-independent mechanisms such as LEC expressed chemokines or
adhesion molecules contribute to DC migration during inflammation.

In a second study, the role of the coxsackie- and adenovirus receptor (CAR) in LEC
biology was investigated. CAR is an inflammation regulated adhesion molecule,
which we found to be expressed in human LECs in vivo and in vitro. To address the
functional significance of CAR expression, we modulated CAR expression levels in
cultured LECs in vitro by siRNA- and vector-based transfection approaches.
Functional assays performed with the transfected cells revealed that CAR is involved
in distinct cellular processes in LECs, such as cell adhesion, migration, tube
formation and the control of permeability in vitro. In contrast, no effect of CAR on
LEC proliferation was observed. Overall, our data suggest that CAR stabilizes LEC-
LEC interactions in the skin and may contribute to lymphatic vessel integrity.
Collectively, the results of this dissertation provide novel insights into the molecular
mechanisms of lymphatic vessels during inflammation and steady state conditions.
They highlight the important role of lymphatic vessels in leukocyte trafficking,
mediated by chemokines and adhesion molecules, and may provide valuable data for

the design of novel anti-inflammatory therapies or vaccines.



1.2 Zusammenfassung

Lymphatische Gefasse spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der
GewebsflUssigkeit und in der Immunabwehr, sind aber auch an pathologischen
Prozessen, wie der Metastasierung von Tumorzellen oder an Entziindungsreaktionen
beteiligt. In Blutgefassen ist in grossem Detail bekannt, wie Entzindungen das
Expressionsprofil von Adhasionsmolektlen und Chemokinen verandern und dadurch
verstarkt Leukozyten in das betroffene Gewebe locken. Im Gegensatz dazu ist
heutzutage weitgehend unbekannt, wie entziindliche Signale lymphatische Gefasse
aktivieren und deren Funktion, insbesondere die Leukozytenmigration, beeinflussen.
Das Ziel dieser Arbeit war es, das genaue genetische Programm zu erfassen,
welches in lymphatischen Endothelzellen in vivo im entziindeten sowie im Ruhe
Zustand aktiv ist. Hierzu wurde eine umfassende transkriptionelle Analyse von
lymphatischen Endothelzellen durchgefiihrt, welche ex vivo aus unbehandelter oder
durch Kontakthypersensitivitat entzindeter Haut von Mausen isoliert wurden.

Die analysierten Genchips waren von guter Qualitdt, da sie eine hohe Anzahl
detektierbarer Gene sowie das Vorhandensein vieler Panendothel- und
lymphatischer Endothelmarker aufzeigten. Nebst den bereits bekannten
entzindungsinduzierten Genen ICAM-1 und VCAM-1, waren einige weitere
Adhasionsmolekiile (z.B. P-Selektin, CD44 und NrCAM) in der Entziindung auf
lymphatischen Endothelzellen unterschiedlich exprimiert. Interessanterweise fiihrte
die Entzindung zu einer reduzierten Expression von wichtigen lymphatischen
Endothelzell-spezifischen Genen (Prox-1, LYVE-1 und VEGFRS3). Andererseits
wurden verschiedene Gene mit beschriebener Funktion in der Antigenprasentation
starker exprimiert, was auf eine mdgliche, entziindungsinduzierte Funktion von
lymphatischen Endothelzellen in der Antigenprasentation hinweisen konnte.
Chemokine stellten eine weitere Gruppe von Genen, die bei Entziindung stark
induziert wurden. Insbesondere waren dies entzindliche Chemokine, welche
entzindliche Leukozyten anlocken koénnen.

Bemerkenswerterweise zeigte sich, dass das Muster der induzierten Chemokine von
der Art des Entziindungssignals abhing. Es ist daher denkbar, dass je nach Art der
Entziindungsreakton, eine ganz spezifische Zusammensetzung von Leukozyten
chemotaktisch in die lymphatischen Gefasse gelockt wird.

Dendritische Zellen sind unerlasslich fiir die Induktion einer adaptiven Immunantwort.
Ihre Funktion ist stark davon abhangig, dass sie aus dem Gewebe in die

lymphatischen Gefasse und weiter zum nachsten Lymphknoten wandern. Ein



wichtiges Molekiil bei der Wanderung von dendritischen Zellen ist das Chemokin
CCL21, welches von lymphatischen Endothelzellen gebildet wird und durch den
CCR7 Rezeptor auf den dendritischen Zellen erkannt wird. Uberraschenderweise
beobachteten wir wahrend der Entzindung eine reduzierte Transkription von CCL21
mit gleichzeitiger Verdoppelung des verfiigbaren Proteins. Eine in vivo Untersuchung
der Wanderung von dendritischen Zellen in Wildtyp oder CCR7” Mé&usen mit
entweder unbehandelter oder entziindeter Haut zeigte, dass die Entzindung die
Abhangigkeit der dendritischen Zellwanderung von CCR7 noch weiter verstarkte.
Jedoch flihrte die Entziindung auch zu einem moderaten Anstieg der dendritischen
Zellwanderung in CCR7”- Mausen. Dies kdnnte bedeuten, dass es nebst dem CCR7-
abhangigen auch einen CCR7-unabhagigen Mechanismus — z.B. hervorgerufen
durch die Expression von Chemokinen oder Adhasionsmolekiilen in lymphatischen
Endothelzellen — gibt.

In einer zweiten Studie wurde die Rolle von CAR (coxsackie- and adenovirus
receptor) in lymphatischen Endothelzellen ermittelt. CAR ist ein Adhasionsmolekill,
dessen Expression wir auf humanen lymphatischen Endothelzellen in vitro und in
vivo nachweisen konnten. Um die funktionale Bedeutung von CAR zu erfassen,
veranderten wir die Expression von CAR in kultivierten lymphatischen Endothelzellen
durch siRNA- und Vektortransfektionen. Funktionale Tests zeigten, dass CAR in
vitro an verschiedenen zellularen Prozessen wie der Adhasion, der Migration, der
Permeabilitat und der Bildung von gefassartigen Strukturen beteiligt ist. Jedoch
fanden wir keinen Effekt von CAR auf die Proliferation von lymphatischen
Endothelzellen. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass CAR die
Interaktionen zwischen lymphatischen Endothelzellen in der Haut unterstitzt und
moglicherweise zur Struktur der Lymphgefasse betragt.

Insgesamt vermitteln die Resultate dieser Doktorarbeit ein besseres Verstandnis der
molekularen Mechanismen von Lymphgefassen unter normalen und entziindlichen
Bedingungen. Des Weiteren unterstreichen sie die Rolle der lymphatischen Geféasse
in der Wanderung von Leukozyten durch die Expression von Chemokinen und
Adhasionsmolekuilen, und koénnten auch fir die Entwicklung von neuen

entzindungshemmenden Therapien oder Impfungen von Nutzen sein.



