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EINLEITUNG

In der Abteilung Gyndkologie und Geburtshilfe werden experimen-
telle und klinische Forschungsprojekte zu allen Bereichen des Fa-
ches durchgefiihrt: 1. gyndkologische Onkologie, 2. Urogynadkologie,
3.Endokrinologie (Tumorendokrinologie, Knochenstoffwechsel), 4.
Geburtshilfe (Hochdruckerkrankungen in der Schwangerschaft, Ge-
rinnungsstérungen in der Schwangerschaft). Neben klinischen an-
wendungsorientierten Untersuchungen liegt der Schwerpunkt der
wissenschaftlichen Aktivitdt der Abteilung auf der Grundlagenfor-
schung, die im dafiir konzipierten und gut ausgestatteten Arbeits-
bereich Molekulare Gyndkologie durchgefiihrt wird. Hier arbeiten
Naturwissenschaftler und klinisch titige Arzte in sehr effektiver
Weise zusammen an o.g. Projekten.

PREFACE

Inthe Department of Gynaecology and Obstetrics experimental and
clinical research projects are performed with regard to all aspects
of the discipline: 1) Gynaecological Oncology, 2) Uro-gynaecolo-
gy, 3) Endocrinology (endocrine oncology, bone metabolism), 4)
disorders during pregnancy (hypertension, coagulation disorders).
Apart from clinical studies, the scientific activity of the department
is focused on basic research and preclinical research, performed
in conceptually designed and well-equipped Division of Molecular
Gynaecology. Scientific researchers work hand-in-hand with medi-
cal staff in a most effective manner.

1.

Biologie der Gonadotropin-Releasing Hormon
(GnRH) Systeme in gyndkologischen Karzinomen
einschliefflich des Mammakarzinoms

Die Expression von GnRH-I und seinem Rezeptor als Teil eines au-

tokrinen Regulationssystems der Zellproliferation konnte in einer

Vielzahlvon humanen Tumoren einschlieBlich Mamma-, Endometri-
um- und Ovarialkarzinomen gezeigt werden. Dosis-abhdngige anti-

proliferative Effekte von GnRH-I Agonisten wurden in Zelllinien dieser
Karzinome von verschiedenen Arbeitsgruppen beobachtet. GnRH-|

Antagonisten zeigen in diesen Karzinomen ebenfalls deutliche an-

tiproliferative Effekte. Das deutet darauf hin, dass die Dichotomie
von GnRH-I Agonisten und Antagonisten beim GnRH-I System der

Tumorzellen nicht gilt. Die klassische GnRH-I Rezeptor Signaltrans-

duktion, wie sie aus der Hypophyse bekannt ist, ist nicht in die
antiproliferativen Effekte der GnRH-I1 Analoga involviert. Vielmehr

interagiert der GnRH-I Rezeptor mit der mitogenen Signaltransduk-
tion von Wachstumsfaktoren und anderen mit Tyrosinkinase-Akti-
vitdt assoziierten Oncogenen durch Aktivierung einer Tyrosinphos-

phatase, was zur Downregulation der Zellproliferation fiihrt.
Kiirzlich konnten wirzeigen, dass humane Endometrium-, Ovari-

al-und Mammakarzinomzellen einen zweiten GnRH Rezeptor spezi-

fisch fiir GnRH-Il exprimieren. Die Proliferation dieser Zelllinien wird
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durch GnRH-Il dosis- und zeitabhangig reduziert. Dabei ist dieser
Effekt signifikant starkerals der antiproliferative Effekt von gleichen
Dosen des GnRH-I Agonisten Triptorelin. In der GnRH-Il Rezeptor
positiven, aber GnRH-I Rezeptor negativen Zelllinie SK-OV-3 zeigte
zwar GnRH-II aber nicht der GnRH-I Agonist Triptorelin antiprolife-
rative Effekte. Bei Zelllinien, bei denen sowohl GnRH-I wie GnRH-I
gleichsam wirksam sind, fiihrt der Knockout des GnRH-I Rezeptors
zum Verlust der Wirksamkeit des GnRH-I, wahrend GnRH-Il nach
wie vor wirkt. Dies deutet darauf hin, dass die antiproliferativen
Effekte von GnRH-II nicht durch Kreuzreaktionen mit dem GnRH-I
Rezeptor vermittelt werden.

Das Antiostrogen Tamoxifen ist die am haufigsten gebrauchte
Therapie fiir Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-positivem Mam-
makarzinom. Obwohl viele Patientinnen von Tamoxifen in der ad-
juvanten und der metastasierten Situation profitieren, ist die Ent-
wicklung von Resistenzen gegen Tamoxifen ein wichtiges klinisches
Problem. Die Antidstrogen- Resistenz in Ostrogenrezeptor-positiven
Mammakarzinomzellen korreliert mit einer erhdhten Aktivierung
von Mediatoren der c-erbB und der Phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K) /AKT Signalkaskaden. Um die zugrunde liegenden Resistenz-
mechanismen aufkldren zu kdnnen, haben wir ein Modell mit den
Brustkrebszelllinien MCF-7 und T47D, die wir gegen das Antiestro-
gen 40H-Tamoxifen resistent gemacht haben, entwickelt und cha-
rakterisiert. GnRH-1 und GnRH-Il Analoga zeigen bei diesen Zelllini-
en direkte antiproliferative Effekte und interagieren mit der c-erbB
Signaltransduktion. Dies wird von einer Resensibilisierung dieser
Zellen gegen 40H-Tamoxifen begleitet, was nicht mit der Interaktion
mit dem c-erbB Signalweg allein erklart werden kann, da der Tyro-
sinkinase Hemmstoff Gefitinib keinen Effekt auf die Wirkung von
40H-Tamoxifen in diesen Zellen zeigt. Daher haben wir untersucht,
wie Analoga von GnRH-I und GnRH-II mit der Signaltransduktion
von Wachstumsfaktorrezeptoren interagieren. Der Fokus lag dabei
auf der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT Signalkaskade.
Um den genauen Mechanismus der Anti-Ostrogenresistenz aufzu-
klaren, wurde der Status von Schliisselproteinen innerhalb dieser
Signalkaskade wie zum Beispiel des Tumorsupressors PTEN oder
die Expression und Phosphorylierung von AKT analysiert. Wir haben
zusatzliche Moglichkeiten tberpriift, um die Antiostrogenresistenz
durch die Hemmungvon Mediatoren der PI3K/AKT Signalkaskade zu
durchbrechen. Beispiele sind die Hemmung von mTOR durch Rapa-
mycin oder die Hemmung der AKT-Aktivierung durch Perifosin.

1.
Biology of Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH)
Systems in Gynecological and Breast Cancer

The expression of GnRH-I and its receptor as part of an autocrine
regulatory system of cell proliferation has been demonstrated in
a number of human malignant tumours, including cancers of the
breast, ovary and endometrium. Dose-dependent antiproliferative
effects of GnRH-I agonists in cell lines derived from these cancers
have been observed by various investigators. GnRH-l antagonists
have also shown antiproliferative activity in most breast, ovarian



and endometrial cancer cell lines tested, indicating that the di-
chotomy of GnRH agonists and antagonists might not apply to the
GnRH-I system in cancer cells. The classical GnRH-I receptor signal-
transduction mechanisms, known to operate in the pituitary, are
not involved in the mediation of antiproliferative effects of GnRH-I
analogs in cancer cells. The GnRH-I receptor rather interacts with
the mitogenic signal transduction of growth-factor receptors and
related oncogene products associated with tyrosine kinase activ-
ity via activation of a phosphotyrosine phosphatase, resulting in
downregulation of cancer cell proliferation.

Recently we were able to show that human endometrial, ovar-
ian and breast cancer cells express a second GnRH receptor spe-
cific for GnRH type Il (GnRH I1). The proliferation of these cell lines
is dose- and time-dependently reduced by GnRH-II. These effects
are significantly more potent than the antiproliferative effects of
equimolar doses of GnRH-I agonist Triptorelin. In the GnRH-Il recep-
tor positive, but GnRH-I receptor negative ovarian cancer cell line
SK-OV-3, GnRH-II has antiproliferative effects. The GnRH-I agonist
Triptorelin did not show these effects. In addition we could show
that in cell lines affected by both -GnRH-I agonist Triptorelin and
GNRH-II agonist [D-Lys®|GnRH-II- the effects of the former were ab-
rogated after GnRH-I receptor knockout, whereas those of GnRH-II
persisted. These findings suggest that the antiproliferative effects
of GnRH-Il are not mediated through the GnRH-I receptor.

The antiestrogen Tamoxifen is the most commonly used treat-
mentfor patients with estrogen-receptor-positive breast cancer. Al-
though many patients benefit from tamoxifen in adjuvantand meta-
static settings, resistance is an important clinical problem. Anties-
trogen resistance in estrogen-receptor positive breast cancer cells
correlates with enhanced activation of mediators of the c-erbB and
the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) /AKT signaling cascade. To
reveal the underlying mechanisms of resistance we developed and
characterized a model with the breast cancer cell lines MCF-7 and
T47D which we made resistant to the antiestrogen 40H-Tamoxifen.
Analogs of GnRH-land GnRH-II show direct anti-proliferative effects
inthese cells and interact with the c-erbB signal transduction. This
isaccompanied by a resensitization of these cells to 40H-Tamoxifen
which cannot be explained by an interaction with the c-erbB sig-
nal transduction alone because the tyrosine kinase inhibitor Ge-
fitinib has no effect on the action of 40H-Tamoxifen in these cells.
Therefore we have investigated how analogs of GnRH-I/Il interact
with the signal transduction of growth factors with a focus on the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT signaling cascade. The
status of key proteins within this cascade, for example the tumor
suppressor PTEN or the expression of AKT and its phosphoryla-
tion, were analyzed to reveal the exact mechanism of antiestrogen
resistance. We have analyzed additional strategies to overcome
antiestrogen resistance by inhibiting mediators of the phosphati-
dylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT signaling cascade. Examples are the
inhibition of mTOR by rapamycin or the inhibition of the activation
of AKT by perifosine.
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2.
Neue Therapiekonzepte fiir Endometrium-,
Ovarial- und Mammakarzinom

GnRH-1 Rezeptor vermittelte Tumortherapie

Der GnRH-I Rezeptor kann fiir die zellspezifische Chemotherapie
mit zytotoxischen GnRH-I Analoga wie dem AN-152, bei dem das
Chemotherapeutikum Doxorubicin kovalent an eine Seitenkette des
GnRH-I Agonisten [D-LysG]GnRH-I gekoppeltist, genutzt werden. In
unseren Studien konnten wir die Rezeptor-vermittelte Wirkung von
AN-152in GnRH-IRezeptor positiven Karzinomen zeigen. Intravenos
appliziertes AN-152 ist deutlich weniger toxisch und hemmt das
Tumorwachstum GnRH-I Rezeptor positiver Karzinome besser, als
gleiche Dosen des Chemotherapeutikums Doxorubicin allein. In
GnRH-I Rezeptor negativen Karzinomen zeigte AN-152 keine Wir-
kung. Diese Ergebnisse beweisen die Wirksamkeit und Effektivitat
der tumorzellspezifischen Chemotherapie bei GnRH-I Rezeptor ex-
primierenden Tumorzellen. Die meisten Endometrium- und Ovari-
alkarzinome (80 %) sowie mehr als 50 % der Mammakarzinome
exprimieren GnRH-I Rezeptoren, aber auBer den reproduktiven Or-
ganen, welche normalerweise bei der chirurgischen Therapie ent-
ferntwerden, exprimieren keine anderen Organe GnRH-I Rezeptoren.
Dahersind zytotoxische GnRH-I Analoga wie AN-152 hocheffiziente
Wirkstoffe fiir die tumorzellspezifische Chemotherapie mit weni-



gen Nebenwirkungen. Nach erfolgreichem Abschluss derklinischen
Phase | wird AN-152 seit Dezember 2007 in einer klinischen Phase
|I-Studie beim platinrefraktaren Ovarialkarzinom und beim fortge-
schrittenen Endometriumkarzinom gepriift.

Zwei weitere GnRH-I Rezeptor-vermittelte Therapieverfah-
ren wurden von uns erfolgreich entwickelt: die GnRH-I Rezeptor-
vermittelte Gentherapie sowie die GnRH-I Rezeptor-vermittelte
Radiotherapie.

GnRH-II Antagonisten in der Tumortherapie

GnRH-Il Antagonisten hemmen schon in nanomolaren Konzentratio-
nen das Wachstum GnRH-Il Rezeptor-positiver Ovarial-, Endometri-
um- und Mammakarzinome durch Induktion von Apoptose. In vivo
konnte die Wirksamkeit der GnRH-Il Antagonisten eindrucksvoll
bestatigt werden. Die GnRH-Il Antagonisten hemmten das Wachs-
tumsvon Xenotransplantaten o.g. Tumorentitdten in Nacktmdusen
hochsignifikant, ohne sichtbare Nebenwirkungen zu zeigen.

Phase Il Multicentre Studien fiir die Behandlung metastasierender
Endometriumkarzinome

In Kooperation mit der AGO (Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische
Onkologie) haben wir Phase Il Multicentre Studien zur Behandlung
von metastasierenden Endometriumkarzinomen mit dem Taxan Do-
cetaxal (Uterus 4 Studie) und mit dem Antiostrogen Fulvestrant
(Uterus 5 Studie) erfolgreich abgeschlossen.

Untersuchungen in vitro hatten gezeigt, dass das Taxan Do-
cetaxal weniger toxisch ist und eine hohere Effektivitdt besitzt als
andere Taxane wie Paclitaxel. Die Studie wurde mit mehr als 30
Patientinnen abgeschlossen.

Phase | und Il Studien mit dem Antidstrogen Fulvestrant werden
seit 1991 durchgefiihrt. Die Tolerabilitdat und Antitumoreffektivitat
wurde aber im wesentlichen fiir die Behandlung des fortgeschrit-
tenen Mammakarzinoms gezeigt. Aufgrund der bisherigen experi-
mentellen und klinischen Ergebnisse ist Fulvestrant eine hochinte-
ressante Substanz fiir Untersuchungen am Endometriumkarzinom.
Die gerade abgeschlossene Phase Il Studie zeigt eine gute Wirk-
samkeit bei minimaler Toxizitat.

2.
New Therapy Concepts for Endometrial, Ovarian
and Breast Cancer

GnRH-I receptor targeted therapies

GnRH-I receptors can be utilized for targeted chemotherapy with
cytotoxic GnRH-l analogs, such as AN-152, in which doxorubicin is
linked to [D-Lys®]GnRH-I. Our studies demonstrate receptor-medi-
ated actions of cytotoxic GnRH-I analog AN-152 in GnRH-I recep-
tor positive tumours. Intravenous administration of AN-152 is far
less toxic and inhibits growth of GnRH-I receptor-positive tumours
better than equimolar doses of cytotoxic agent doxorubicin alone.
In GnRH-I receptor-negative cancers, AN-152 has no anti-tumour
activity. These results provide evidence of the efficacy of targeted
cytotoxic chemotherapy for tumour cells expressing GnRH-I recep-
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tors. The majority of endometrial and ovarian cancers (80 %) and
more than 50 % of breast cancers express GnRH-| receptors. Ad-
ditionally, apart from reproductive organs which are normally re-
moved during surgical therapy, otherorgans do not express GnRH-|
receptors. Thus, cytotoxic GnRH-l analogs, such as AN-152, appear
to be suitable drugs for a more efficacious and less toxic targeted
chemotherapy for gynaecological cancers. Aftera successful phase
| trial, in December 2007 a clinical phase Il trial on the efficacy of
AN-152 in platinum resistant ovarian cancer and in disseminated
endometrial cancer was started.

Two additional GnRH-I receptor targeted therapies were suc-
cessfully developed by us: the GnRH-I receptor-targeted gene ther-
apy and the GnRH-I receptor-targeted radiotherapy.

GnRH-II antagonists in tumour therapy

GnRH-Il antagonistsinduce apoptosis already in nanomolar concen-
trations. The efficacy of GnRH-Il antagonists could be confirmed in
vivo. GnRH-Il antagonists reduced the growth of tumors xenografted
into nude mice without visible side effects.

Phase Il multi-centre studies in the treatment of metastatic en-
dometrial carcinoma

In cooperation with the Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkol-
ogie, we initiated a phase Il multi-centre study to investigate the
treatment of metastatic endometrial carcinoma with the taxane
docetaxel and with the pure anti-estrogen Fulvestrant, which were
successfully completed.

In vitro studies had shown that the taxane Docetaxal is less
toxic and showed greater efficacy in endometrial carcinoma cells
than other taxanes, such as Paclitaxel. The study was completed
with more than 30 patients.

Phase | and Il studies for the clinical use of Fulvestrant have
been conducted since 1991. Tolerability and antitumor efficacy
have been demonstrated mainly with regard to the treatment of
advanced breast cancer. On account of the previous results, Fulves-
trant seems to be a highly interesting substance for investigations
concerning the endometrial carcinoma. The Phase Il trial showed
a good efficacy with negligible toxicity.
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3.
Mechanismen der Brustkrebsmetastasierung

Brustkrebs stellt mit weltweit jahrlich mehr als 1.000.000 Neuer-
krankungen und 370.000 Todesfallen ein grofles Gesundheitspro-
blem dar. Das gréf3te Problem beim primdaren Mammakarzinom ist
dabei das aggressive metastatische Verhalten. DerKnochen ist, wie
auch Lunge und Leber, einer der bevorzugten Metastasierungsorte
. Obwohl die genauen molekularen Mechanismen, die dieser Vor-
liebe zugrunde liegen, noch aufgekldrt werden miissen, scheint
es so, dass die Knochen-Mikroumgebung einzigartige biologische
Merkmale besitzt, welche es zirkulierenden Tumorzellen ermog-
lichen, in den Knochen einzudringen, dort zu iiberleben, sich zu
vermehren und den Knochen zu zerstoren. Die Interaktionen zwi-
schen metastatischen Mammakarzinomzellen und Knochenzellen
sind fiir die Entwicklung und Progression von Knochenmetastasen
entscheidend. Die Durchbrechung dieser Interaktionen wird es uns
moglich machen Mechanismus-basierte effektive und spezifische
Therapien flir Knochenmetastasen zu entwickeln.

Wir haben ein Kokultursystem etabliert, bestehend aus ver-
schiedenen mit roter Fluoreszenz stabil transfizierten Mammakar-
zinomzelllinien und humanen primaren Osteoblasten (hOB) oder
derhumanen Osteoblasten-dahnlichen MG63 Osteosarkomzelllinie,
um die knochengerichtete Tumorzellinvasion zu analysieren. Die
Invasion derMammakarzinomzellen wurde signifikant erhéht, wenn
sie mit hOB oder MG63 Zellen kokultiviert wurden.

Dieses Modell verwenden wir um den Einfluss von verschiede-
nen Hormonen und Pharmaka auf die Migration und Invasion der
Tumorzellen sowohl auf zelluldrer als auch auf molekularer Ebene
zu untersuchen.
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3.
Mechanisms of Breast Cancer Metastasis

Breast cancer represents a major health problem, with yearly more
than 1,000,000 new cases and 370,000 deaths worldwide. The
major problem in primary breast canceris the aggressive metastatic
behavior. Bone, as well as lung and liver, is one of the most prefer-
ential metastatic target sites for breast cancers. Although the pre-
cise molecular mechanisms underlying this preference need to be
elucidated, it appears that the bone microenvironment possesses
unique biological features that enable circulating cancer cells to
infiltrate, survive, proliferate, and destroy the bone. The interaction
between metastatic breast cancer cells and bone cells is critical to
the developmentand progression ofbone metastases. Disruption of
this interaction will allow us to design mechanism-based effective
and specific therapeutic interventions for bone metastases.

We have established a coculture system of different breast cancer
celllines stable transfected with red fluorescence and human primary
osteoblasts (hOB) or MG63 human osteosarcoma cells to analyze
tumor cell invasion into bone. We could show that breast cancer cell
invasion was increased when cocultured with hOB or MG63.

Using this model we examine the influence of various hormones
and pharmaceuticals on migration and invasion of the tumor cells
on cellular as well as molecular level.
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4.
Reproduktionsmedizin und Thrombophilie in der
Schwangerschaft

Forschungsschwerpunkte derArbeitsgruppe flir Fortpflanzungsme-
dizin sind Stoérungen der Lutealphase, Stérungen der Fertilisation
und derImplantation sowie Diagnose und Therapie von Paaren mit
habituellen Aborten. In Kooperation mit dem Institut fiir Anatomie
und dem Deutschen Primatenzentrum ist die Arbeitsgruppe an der
Forschung der Gameten-Interaktion, der in vitro Reifung und der
Kryokonservierung von Ovar und Oocyten beteiligt. Bei Implantati-
onsstorungen und habituellen Aborten ist die Untersuchung des Ko-



agulationssystems und der Nachweis von Autoimmunkrankheiten
(Kooperation mit der Abteilung Immunologie) sehr wichtig. Wenn
es bei wiederholten Misserfolgen nach Embryoiibertragung oder
bei Frauen mit habituellen Aborten einen Hinweis fiir eine immu-
nologische Unfruchtbarkeit gibt, wird eine aktive Imnmuntherapie
mit Lymphozyten des Partners ausgefiihrt.

Storungen der Blutgerinnung im Sinne einer Thrombophilie
konnen vererbt oder aber auch durch exogene Ursachen (z.B. Im-
mobilisation, orale Kontrazeptiva, Adipositas u.d.) bedingt sein.
Die Schwangerschaft, in der das Gerinnungssystem schon aus
physiologischen Griinden zugunsten gerinnungsfordernder Reak-
tionen verschoben ist, kann zu einer Demaskierung einer bisher
unbekannten Thrombophilie mit Entwicklung von Thrombosen oder
nachteiligen Schwangerschaftsausgangen im Sinne von habituellen
Aborten oder Totgeburten fiihren. Im Zusammenhang mit einer ge-
stdrten Schwangerschaft haben die in der Normalbevdlkerung hdu-
fig vorkommenden Mutationen in den Gerinnungsfaktoren Il und
V sowie die Faktor XII-Defizienz an wissenschaftlichem Interesse
gewonnen. Die Grundlage hierfiir bildet die Hypothese, dass bei
Vorliegen einer Hyperkoagulabilitat aufgrund einer angeborenen
Hamostasestdrung auch thrombotische Verschliisse des Plazenta-
gefaibettes mit konsekutiven Mikrozirkulationsstérungen vorkom-
men kdnnen. Dennoch bleibt unverstanden, warum die vorliegen-
den klinischen Pravalenzstudien beziiglich des Zusammenhanges
zwischen habituellen Aborten und der Haufigkeit der o.a. Gerin-
nungsdefekte (Faktor V-, Faktor I[I-Mutation, FXII-Defizienz) zu teil-
weise entgegengesetzten Aussagen kommen. Fiir die Faktor V Lei-
den Mutation wurde der Einfluss des fetalen Genotyps auf den
Schwangerschaftsausgang postuliert. Desweiteren konnte im Tier-
modell der Faktor V-knock-in Maus der Einfluss genetischer Modi-
fikatoren beziiglich der Penetranz des Gendefektes nachgewiesen
werden. Im Modellsystem der Maus kann die Bedeutung von Sto-
rungen des Gerinnungssystems fiirden Verlauf der Schwangerschaft
untersuchtwerden. Um die biologische Funktion des Faktor XIl-Gens
aufzuklaren, haben wir ein Faktor Xll-knock-out Konstrukt generiert,
welches das FXII-Gen der Maus in den Nachkommen ausschaltet.
Wir wollen durch Einbringen des homolog rekombinierten Allels
in unterschiedliche Mausstamme, die sich in ihrem genetischen
Hintergrund voneinander unterscheiden, die Bedeutung des gene-
tischen Hintergrundes fiir den Phanotyp analysieren.

4.
Reproductive Medicine and Thrombophilia in
Pregnancy

The main research foci of the Study Group of Reproductive Medi-
cine are disorders of the luteal phase, failures of fertilization and
implantation, as well as diagnosis and therapy in couples with ha-
bitual miscarriages. In cooperation with the Institute of Anatomy
and the German Primate Center, the Study Group is heavily involved
in the research of gamete interaction and in vitro maturation and
cryopreservation of ovarian material and oocytes. In cases of im-
plantation failures or habitual miscarriages, the examination of
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the coagulation system and, in cooperation with the Department
of Immunology, the detection of autoimmune disorders are most
important. If there is an indication for immunological infertility in
repeated failures following embryo transfer or in women with ha-
bitual miscarriages, active immune therapy is conducted, using
the partner’s lymphocytes.

Disordersin blood coagulation in terms of a procoaguable state
may be inherited or acquired (surgery, oral contraception, obesity
etc.). Pregnancy, where blood coagulation physiologically tends to
a procoagulant state, may unmask a hitherto unrecognised throm-
bophilia with the development of venous thrombembolism or an
adverse obstetric outcome, e.g. recurrent abortion or stillbirth. The
association between thrombophilias and adverse pregnancy out-
comes has led to increased scientific interest regarding common
mutations of the coagulation FactorllandV, as well as the Factor XI|
deficiency. Therefore, it has been hypothesized that an inherited
procoagulatory defect could also lead to occlusion of placental ves-
sels. However, there remains some confusion regarding the clinical
implications of a Factor Il and Factor V mutation as well as the Fac-
tor Xl deficiency. On the one hand, several studies have found an
association between these inherited thrombophilias and adverse
pregnancy outcomes, including fetalloss. On the otherhand, some
studies did not observe a significant association. For the Factor V
Leiden mutation, a significant influence of the fetal genotype was
demonstrated. Furthermore, the modifying influence of the genet-
ic background with regard to the penetrance of the gene defects
was demonstrated for the Factor V Leiden mutation in the mouse
model. The relevance of coagulation disorders and their implica-
tions for pregnancy outcome can be investigated with the mouse
model system. To study the biological function of the coagulation
Factor XII (FXII) with regard to its impact in pregnancy complica-
tions, we generated a FXIl knock out mouse. The progeny of the
knock-out mouse does not express a functional FXII gene. We are
especially interested in modifying factors/genes of athrombophilic
defect, which could be responsible for the wide variation in phe-
notypic expression.
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5.
Funktionelle Analyse des lymphatischen Systems
in normalen und erkrankten Geweben

Das lymphatische System spielt bei der Metastasierung maligner
Tumore eine bedeutende Rolle. Der Mangel spezifischer lymphati-
scher Marker und Wachstumsfaktoren erschwert Untersuchungen
am lymphatischen System erheblich. Kiirzlich wurde der Hyaluron-
sdurerezeptor LYVE-1 identifiziert, der auf das lymphatische En-
dothel beschrédnkt ist. Die Hyaluronsdure ist ein Schlusselfaktor
bei der Migration von Tumorzellen. Wir analysieren die Rolle von
LYVE-1 in derTumorentwicklung und Metastasierung. Abschlieflend
sollen Untersuchungen an Xenotransplantaten der transfizierten
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-435 durchgefiihrtwerden. Diese
Zelllinie iberexprimiert die l6sliche Form von LYVE-1. Diese Unter-
suchungen werden uns bei der Entschlisselung der strukturellen
Bestandteile des lymphatischen Gefafisystems helfen. Desweite-
ren wollen wir ein genetisches Maus-Modell entwickeln, welches
hrGFP unter der Kontrolle des LYVE-1 Promotors tiberexprimiert. Zu-
sdtzlich zur Charakterisierung bestimmter lymphatischer GefaRpro-
motoren ermdglicht uns dieses Mausmodell, gewebespezifische
transgene sowie (Cre-Lox) Knockout-M&use zu generieren. Diese
Tools verhelfen uns zu neuen Erkenntnissen auf dem Gebiet der
Krebsmetastasierung.

Zudem studieren wir die funktionelle Rolle von Thrombospon-
din-2 (TSP-2) -einem endogenen Angiogenese-Hemmstoff-wahrend
derAngiogenese und untersuchen die Wirkung von rekombinantem
TSP-2 auf den vaskuldaren Umbau und die Integritdt von Gefafien.
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5.
Functional Analysis of the Lymphatic System in
Normal and Diseased Tissues

Although the lymphatic vasculature plays an important role in the
metastatic spread of malignant tumors, studies of the lymphatic
system have been hindered by the lack of specific lymphatic markers
and growth factors. The recently identified hyaluronan (HA) receptor
LYVE-1 is largely restricted to lymphatic endothelial cells. Since HA
is a key mediator of tumour cell migration, we wish to analyze the
role of LYVE-1 in tumour progression and metastasis. To this end we
will perform mouse xenotransplantation studies using MDA-MB-435
breast cancer cells transfected to overexpress soluble LYVE-1 pro-
teins. Besides gaining knowledge of the structural components of
the lymphatic vessels, we are also pursuing to establish a genetic
mouse model overexpressing hrGFP underthe control of the LYVE-1
promoter. In addition to the characterization of a specific lymphatic
vessel promoter, this mouse model will enable us to create tissue
specific transgenic as well as (Cre-lox) knockout mice. These tools
willwithout any doubt lead to further exciting and relevant research
in the field of cancer metastasis.

To study the functional role of Thrombospondin-2 (TSP-2) -an
endogenous angiogenesis inhibitor- in alteration of blood vessels
during angiogenesis, we analyse the effects of recombinant TSP-2
on vascular remodelling and integrity.
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