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1 Einleitung

1.1 Tumor, Entziindung und Angiogenese

1.1.1 Tumor und Entzindung

Entztundliche und maligne Erkrankungen stehen argchedenste Weise miteinander in engem
Zusammenhang. Beispielsweise tragen entzundlichénderungen zur Entstehung maligner
Tumoren bei. Hier seien die durch Papillomavirernvbgerufene Entziindung der Zervix mit
maoglicher Folge des Zervixkarzinoms, die Helicokacpylori- induzierte Gastritis mit
maoglichem Magenkarzinom oder das chronisch entzénBeonchialepithel bei Asbestose oder
Zigarettenrauchexposition mit nachgewiesen erhdkéezinomrate genanfitDie Reaktion des
Organismus auf maligne und entztindliche Prozessst imevielerlei Hinsicht Parallelen auf. So
sind viele Tumoren durch eine entziindliche UmgehyeigennzeichnetSowohl das Stroma als
auch der Tumor selbst enthalten Leukozyten, Lympteoe oder Tumor-assoziierte
Makrophageri. Dadurch wird eine giinstige Umgebung fiir das Turashstum geschaffen.
Dies erfolgt z.B. durch die Produktion von ZytokmeWachstumsfaktoren, Chemokinen,
Proteasen und angiogenetischen Faktdriese Faktoren, wie beispielsweise Tumor Nekrose
Faktora (TNF-0), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Intéeukin-8 (IL-8), Transforming
Growth FaktorB (TGF{3), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) u.vkonnen jedoch
auch von den Tumorzellen selbst gebildet wertdBras durch all diese Einfliisse geschaffene
entziindliche Netzwerk in der Tumorumgebung beesstiu Wachstum, Proliferation,
Differenzierung und Migration von Tumorzellen. EjaiZytokine kbnnen direkt proliferativ auf
Tumorzellen wirken, wie es bei IL-6 und hamatolehisn Malignomeh bei IL-1 und
Magenkarzinomeh sowie myeloischer Leukadmie oder bei IL-8 und Mekaerf beobachtet
wurde. Auch VEGF konnte in einer Studie von Price a&. die Invasivitit vom
Mammakarzinomzellen in vitro erhdh@rEine weitere Fahigkeit entziindlicher Proteinedist
Induktion von Proteasen. Diese kdnne den UmbauBxtrazellularmatrix (ECM) bewirken und
so die Invasion von Entzindungs-, Endothel- und aellen und damit auch Tumorwachstum,

-invasion und -metastasierung erméoglich&n.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus bei inflammagohien und malignen Erkrankungen ist die

Angiogenesé’ Zum einen stimulieren viele der entziindlichen Einte wie TNFa?, IL-1%3



oder IL-6" angiogenetische Faktoren wie VEGF, zum anderekewimanche Zytokine selbst
angiogenetisch, z.B. IL*8 oder TGFB.'® AuBerdem ist auch der starkste Angiogenese-
Stimulus die Hypoxie, sowohl in der Umgebung von nden als auch von Tumoren zu

findenl” 18

1.1.2 Angiogenese

BlutgefalRe kénnen durch zweierlei Mechanismen enést. Zum einen durch Vaskulogenese
(de novo-Bildung aus Vorlauferzellen) und zum ardedurch Angiogenese (ausgehend von
bestehenden GefaRe)Dieser Prozess beinhaltet den lokalen Umbau varagadlularmatrix
(ECM) und der Basalmembran durch Proteasen, Prafiibe, Migration und Gewebeinfiltration
von Endothelzellen und die Formierung zu Kapillatsynerf’ > AuRerdem kommt es wahrend
der Tumorangiogenese zu einer Erhéhung der Gefélgaduilitat, die eine Proteinextravasation
erméglicht?> 2 Die Entstehung von BlutgefaRen ist ein essentieBestandteil von
physiologischen und pathologischen Prozessen imar@smus. Physiologische Gefal3bildung
findet man wahrend der Organentwicklung und Diffieierung der Embryogenese in Form von
Vaskulogenese. Beim Erwachsenen findet die Angiegen nur noch bei wenigen
physiologischen Vorgangen, wie der Wundheilung wwvihrend des weiblichen Zyklus in
Uterus und Ovar statt. Pathologische ProzesseAmiigogenese beinhalten, umfassen hingegen
eine Vielzahl von Erkrankungen. Zu diesen zahldB. zlie proliferative Retinopathie, die
altersbedingte Makuladegeneration (AMD), die rhetisohe Arthritis, Psoriasis und schlief3lich

die Tumorangiogenesé.

Bei der Tumorangiogenese verhalt sich der Tumor wie wachsendes Organ. Um die
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen fir daachsende Gewebe zu gewahrleisten,
benétigt der Tumor die Fahigkeit Blutgefal3e zu dald Ferner erhélt er so die Mdglichkeit,
Tumorzellen in den systemischen Kreislauf zu esdasum spater Metastasen aussiedeln zu
konnen?* % AuRerdem konnen (ber die verstarkte Vaskularisatiehr Immunzellen den
Tumor erreichen, die dann wiederum selbst angidgaie Faktoren bilden kénnen. Zu den
potentiellen Regulatoren der Angiogenese zahlenRibmoblast Growth Factor (aFGF, bFGF),
TGF3, TNF-a, Prostaglandin E2 (PGE2) und IL282° Die herausragende Rolle unter all diesen
Stimuli nimmt jedoch sowohl unter physiologischals auch pathologischen Bedingungen das
VEGF ein?" %



1.1.2.1 VEGF als Mediator der Angiogenese

Bei der Bildung neuer BlutgefalRe nimmt VEGF einetmde Rolle ein. Seine proliferative
Wirkung bezieht sich hauptsachlich auf die Endatbk#n?® obwohl auch Wirkungen auf
andere Zellen beschrieben wurden. Dazu zahlenfénationssteigerung bei Lymphozyt&h,

Retinapigmentepithelzellell, Schwannzelle und auch Effekte auf Tumorzellen wurden
beschrieben. Beispielsweise kann es die Invasibigiféit von Mammakarzinomzellen erhdhen
° und auch ein méglicher autokriner Wirkmechanisrhas VEGF- Rezeptor expremierenden

Ovarialkarzinomen wurde titulie?t.

Ferner ist VEGF essentiell fur die Vaskulogeneséresdd der Embryonalentwicklung. Der
Verlust eines VEGF- Allels fuhrt im Maus-Modell zyravierenden Fehlentwicklungen der
GefaRe und zum Tod des Embryos zwischen dem 1112nd@lag®* * Bei fehlendem VEGF-
Rezeptorgen sterben die Embryos bereits zwischgr8Eaund 9,5° 3

Weitere  pro-  angiogenetische  Wirkungen des VEGF d sinneben  der
Endothelzellproliferationssteigerung, die Induktvon Proteasen, welche die Zellmigration und
damit auch die Angiogenese ermdglichen. AuRerdédheVEGF die Lebensdauer bestehender
GefaRe® und erhoht die GefaRpermeabilitat. So wird VEGFhahem MaRe im Aszites von

Aszites bildenden Tumoren gefundér®

Wahrend des Tumorwachstums ist VEGF aul3erdem ihatpr, die Vaskulogenese einzuleiten,
indem es chemotaktisch auf Endothelprogenitorzetierknochenmark wirkf> ** Uber eine
vermehrte Bildung von vasoaktiven Substanzen wik&bffmonooxid oder Prostacyclin durch
VEGF kann ferner eine Vasodilatation mit resultiekem erhéhten Blutfluss bewirkt werdén.
Eine weitere Eigenschaft des VEGF besteht darindugsche Zellen in ihrer Differenzierung
zu blockieren. Daraus resultiert eine insuffizieAtgigenprasentation von Tumorantigenen, was

wiederum zu einer so genannten Immuntoleranz detaifiihren kanf®

Da, wie zuvor beschrieben, Tumoren die Bildung nebefal3e fur ihr Wachstum bendétigen,
wird die VEGF- mRNA von den meisten Tumorarten @lgrimiert***’ Verschiedene Studien
haben gezeigt, dass hohe VEGF- Level mit erhéhtemdraggressivitat, gesteigerter

Metastasierung und dadurch mit schlechter Progeingeergehe® °

Das VEGF- Gen und seine Proteinstruktur

Das VEGF- Gen ist auf Chromosom 6p21.3 lokalisierind umfasst 8 exons, die ca. 14 kb



umspannen: Es gehért zur Platelet-derived Growth Factor (PP&rperfamilie’

Durch alternatives Splicen werden nach heutigerelmknis sechs Isoformen gebildet, deren
Lange zwischen 121 und 206 AS variiert die sichinrem Bindungsverhalten und ihrer

biologischen Aktivitat unterscheid@h>®

Alle Isoformen bilden kovalent verbundene Homodieneon etwa 45kD&’

VEGF-Expression

Viele Zytokine und Wachstumsfaktoren besitzen digigkeit VEGF- mRNA zu induzieren. Zu
ihnen gehdren u.a. Fibroblast Growth Factor 4 &jgfPDGF, TNFa, TGFa/3, Keratinocyte
Growth Factor (KGF), IL-@t/B,IL-6 u.v.m.>??* *%9Den starksten Stimulus stellt jedoch die

Hypoxie dar, wie sie oft im Bereich nekrotischeeale maligner Tumoren zu finden $8t*

Alle anderen Mitglieder der VEGF- Gruppe sind nichirch Hypoxie induzierbar, so dass
anzunehmen ist, dass VEGF hauptverantwortlich fyipdtie induzierte Neovaskularisation
ist.> 3 Hypoxie beeinflusst nicht nur die VEGF- Transkiopt sondern auch die Stabilitat der
VEGF- mRNA%

VEGF-Splice Varianten

Bisher wurden sechs Isoformen des VEGF-Proteinshieen (121-206 AS): > Sie entstehen
durch alternatives Splicen der mRNA und untersaheidich durch das Vorhandensein von

Sequenzen der Exons 6 untf7.

Die am meisten vertretene Isoform VEGF 165 ist @n 45 kDa Homodimer mit basischem
Charakter und maRiger Heparinaffinitdt. Es beimtaftequenzen des Exons 7, diese fehlen bei
der Isoform VEGF 121 und machen es zu einem schwaahen, nicht Heparin- bindenden
Molekil.*®

VEGF 121 wird von den Zellen frei sezerniert, waitrd/EGF 165 zu grol3en Teilen zell- und
ECM-gebunden bleitf®

VEGF 189 und 206 beinhalten zusatzlich Exon 6 koelifequenzen und sind durch eine starke
Heparin- Affinitat gekennzeichnet. Diese beidenfdsmen verbleiben vollstandig in der ECM

bzw. zu geringen Teilen an der Zelloberflache gelend® ®°



VEGEF-verwandte Proteine

VEGF stimmt in ca. 20% der AS-Sequenzen mit PDGEréib>? Zur VEGF/PDGF-Familie
gehoren weiterhin Placental Growth Factor (PIEFYEGF-B, VEGF-C® VEGF-D*® und
VEGF-E° PIGf bindet Heparin, Neuropiliniund VEGFR-1"? VEGF-B bindet an VEGFR-1
3 und Neuropilin-1"* und steigert die Expression von uPA und Plasmindghkibitor und spielt
somit evtl. eine Rolle bei Matrixuntergang-, Zehadions- und Migrationsvorgangen. VEGF-C
und -D binden VEGFR-3 aber auch -2 und besitzedebproliferationssteigernde Wirkungen
auf Endothelzellen in vitr&> "° VEGF-C spielt hauptsachlich eine Rolle in der Ettang von
LymphgefaRen! VEGF-D konnte neben der Lymphangiogenese eineeRbell der Entwicklung
der Lunge spieleff Ebenfalls Homologien zum VEGF zeigen Proteinesteyenannten VEGF-
E-Gruppe, die vom orf- Virus kodiert werden. Diegefort zur Gruppe der Parapox- Viren und
befallt hauptsachlich Ziegen und Schafe, nur seMamschen. Sie binden VEGFR-2 und
scheinen ebenfalls sehr potente Stimuli der Endiehproliferation zu sein. Durch Infektion
mit dem orf- Virus hervorgerufene Hautlasionen stluwlch massive Endothelproliferation und
GefaRdilatation gekennzeichriét”

VEGF-Rezeptoren

Die VEGF- Rezeptoren VEGFR-1 bis -3 gehdren zu @&szeptoren mit Tyrosinkinase-
Aktivitat. Sie sind charakterisiert durch siebertrazellular gelegene, Immunglobulin (Ig) -

ahnliche Areale, einer Membranregion und dem iedfazren Tyrosinkinase-Are4:??

Die hochste VEGF- Affinitat besitzt VEGFR-1 (= Hlj; jedoch wird durch den phosphorilierten
VEGFR-1 keine direkte Wirkung auf Proliferation, gvation oder Zytoskelett erzielt.

Eine geringere Affinitdt zu VEGF besitzt VEGFR-2KBR). Dieser Rezeptor Ubermittelt

beinahe alle bekannten VEGF-Funktionen, wie Endpéiproliferation, Chemotaxis u.v.ft:%

VEGFR-3 (= FIt-4) befindet sich fast ausschlieliahf lymphatischen Gefal3en und bindet
VEGF-C und -D, jedoch kein VEGE. %87

Ein weiterer VEGF- bindender Rezeptor ist das Neilirel. Dieser spielt eine Rolle als Co-
Rezeptor fur VEGF 165, indem er die Bindung an VR&Fund seine Bioaktivitat erhéht. Bei
Zellen, die nur Neuropilin-1 ohne VEGFR-2 exprineierkonnte keine VEGF 165-Wirkung
beobachtet werdef.

Einen Uberblick Uber die verschiedenen VEGF- Rexeptund deren Liganden bietet folgende
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Tabelle:

Rezeptor Ligand

VEGFR-1 (flt-1) VEGF 121, VEGF 165, VEGF-B, PIGF-1/-2

VEGFR-2 (KDR/flk-1) VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF-C/-D/-E

VEGFR-3 (flt-4) VEGF-C/-D

Neuropilin-1 VEGF 165, VEGF-B, PIGF-2

Tabelle 1) Uberblick VEGF- Rezeptoren und Liganden

Heparin und Heparansulfatproteoglycane

Heparin und Heparansulfatproteoglycane verbesserBithdungsfahigkeit von VEGF 165 an
VEGFR-2, inhibieren jedoch die Bindung an VEGFR3ie Heparin bindenden VEGF- Formen
konnen Heparansulfatproteoglycane (HSPG’s) in @M End an der Zelloberflache binden und

dort andere angiogenetische Faktoren wie bFGFetzs®

1.2 Das Ovarialkarzinom und Angiogenese

Das Ovarialkarzinom ist eine der haufigsten gynagsichen Neoplasien und hat unter diesen
die hochste Mortalitat. Etwa zwei Drittel der Patianen befinden sich bei Diagnosestellung
bereits in fortgeschrittenen Stadi@Vie viele andere Malignome ist auch das Ovariaikam
meist hypervaskularisiert, die GefaRdichte korrelimit der Aggressivitat des Tumots. In
fortgeschrittenen Stadien bilden Ovarialkarzinoraafly groRe Mengen Aszites und peritoneale
Metastase? Es wird davon ausgegangen, dass dem VEGF als rFakio hoher
angiogenetischer Potenz und Gefasspermeabilitéthertder Wirkung, hinsichtlich Wachstum
und v.a. der Entstehung des malignen Aszites bevari@lkarzinom, eine besondere Rolle
zukommt™®"  Bereits unter physiologischen Bedingungen regqulieWEGF die
Neovaskularisation des Corpus luteum im Rahmerfdiikelreifung und bildet damit eine der

wenigen Situationen, bei denen Angiogenese im drseeen Organismus vorkomfit.

Verschiedene  Studien  konnten  haufiger  erhdohte  VEGRzentrationen im
Ovarialkarzinomgewebe im Vergleich zu normalen @raaufzeigen. Die Uberexpression von

VEGF korrelierte mit einer schlechteren Progntse.
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In einer Studie mit inhibitorischen anti-VEGF-Anfiljpern an Mausen wurden den Tieren
SKOV-3-Ovarialkarzinomzelllinien subcutan bzw. ageritoneal implantiert. Es zeigte sich,
dass in der Gruppe mit subcutan implantierten Temomder VEGF-Antikérper das

Tumorwachstum inhibieren konnte. In der Tiergruppié intraperitonealer Tumorimplantation

konnte durch die Antikdrper eine komplette Inhitntides Aszites und eine Verlangerung der
Uberlebenszeit erreicht werden. Nach Absetzen agikérpertherapie kam es bei den Tieren zu
erneuter Aszitesbildung und Kachexie. Bezlglich @esiorwachstums konnte somit nur eine

partielle Inhibition erreicht werdetf: *%°

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine essentielle &8l VEGF bei der Entstehung von malignem
Aszites beim Ovarialkarzinom anzunehmen ist. Fé@ridiraperitoneale Karzinomatose mussen
jedoch auch VEGF- unabhangiges Wachstum und weitéredie Angiogenese bedeutsame

Faktoren diskutiert werden.

Eine kirzlich erschienene Studie konnte zeigen, lbei3Patientinnen mit fortgeschrittenen
Ovarialkarzinomen, die nicht auf eine platinhalti@aemotherapie angesprochen hatten, eine
signifikant erhohte VEGF-Expression im Tumorgeweberlag. In der Platin-sensiblen
Kontrollgruppe war hingegen keine erhdohte VEGF-&id im Tumorgewebe nachweisbar.
Somit kdnnte die Expression von VEGF aul3erdem ebgridsefaktor fur das Ansprechen auf
ein Platin-haltiges Chemotherapie-Regime sein. Bédss bei den Patientinnen mit erhdhter

VEGF-Bildung kénnte dann eine antiangiogenetischerapie von hohem Wert séitt.

Hinsichtlich der grol3en epidemiologischen Bedeutungd schlechten Prognose des
Ovarialkarzinoms kommt dem besseren Verstandnis Ategiogeneseregulation ein hoher
Stellenwert zu. Vor allem aber auch die Frage né#ohrapeutischen Optionen mittels
Angiogenesehemmung, zumindest in Form von palkatiAszitesbekampfung, macht ein
besseres Verstandnis der Angiogenesevorgéange imalkaazinom unerlasslich.
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1.3 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Zellkulkersuchen an Ovarialkarzinomzelllinien die
Regulation verschiedener inflammatorischer Zytokimel des VEGF hinsichtlich Expression
und gegenseitiger Wechselwirkung, sowie die Wirkwan Hypoxie auf diese Zytokine
untersucht. Ferner wurde der Einfluss des VEGF @ag Proliferations-, Invasions- und

Migrationsverhalten der Karzinomzellen kontrolliert

» Welche Basisexpressionen der Zytokine VEGF, ILE86] TNF-apha und IL-10 finden
sich in den unstimulierten Ovarialkarzinomzelllimi€AOV-3, OAW-42, OVCAR-3 und
SKOV-3?

» Wie wirken die Zytokine IL-8, IL-10, IL-8, IL-6, TGF-beta und TNF-alpha auf die

VEGF-Konzentration in den Ovarialkarzinomzelllink®en

» Wie wirkt VEGF auf die Konzentration der Zytokind-8 und IL-6 in den

Ovarialkarzinomzelllinien?

» Welchen Einfluss hat VEGF auf das Proliferationisvasions-und Migrationsverhalten

in den Ovarialkarzinomzelllinien?

» Welchen Einfluss hat Hypoxie auf die untersuchtenytokine in den

Ovarialkarzinomzelllinien?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

SKOV-3
Serodses Karzinom des Ovars

OVCAR-3
Serdses Karzinom des Ovars

OAW-42
Seroses Karzinom des Ovars

CAOQOV-3
Seroses Karzinom des Ovars

2.1.2 Chemikalien und Antikérper

Bovines Serumalbumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)

Ethanol

Foetales Kalberserum (FCS)
Hypoxiegas (9% N2; 3% 02)
L-Glutamin

Interleukin 113 (IL-1R),

rekombinant, human

Interleukin 6 (IL-6),

Cell Lines Service, Heidelberg

Cell Lines Service, Heidelberg

Cell Lines Service, Heidelberg

WAK Chemie Medical GmbH, Bad Soden

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Steeim

Bio Whittaker, Verviers, Niederlande

Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande
PAA Laboratories, LilZ,
AGA Gas GmbH& Co KG, Hamburg
Bio Whittaker, Verviers, Niederlande

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
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rekombinant, human

Interleukin 8(IL-8),

rekombinant, human

Interleukin 10 (IL-10),

rekombinant, human
Kristallviolett

Monoklonaler anti-VEGF-
Antikorper / biotinylierter anti-
VEGF- Antikorper

Monoklonaler anti-IL-6
Antikorper/ biotinylierter anti-
IL-6 Antikorper

Monoklonaler anti-IL-8
Antikorper/ biotinylierter anti-
IL-8 Antikorper

Monoklonaler anti-TNFa
Antikorper/ biotinylierter anti-
TNF-a Antikorper

Monoklonaler anti-I1L-10
Antikorper/ biotinylierter anti-
IL-10 Antikorper

MTT- Reagenz
Natriumchlorid
Na2HPo4
NaH2Po4* H20
Schwefelsaure

Streptavidin-Peroxidase

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

R&D Systems, Wiesbaden

Endogen, Woburn, USA

Endogen, Woburn, USA

Endogene, Woburn, USA

Endogen, Woburn, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
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Tetramethylbenzidine (TMB)

fertiglosung

Transforming Growth Factd
(TGFB)

Trypsin / EDTA — Lésung
0,5% / 0,2% (w/v) in PBS

(10-fach konzentriert)

Tumor-Nekrose-Faktan

(TNFa)
Tween 20

Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF)

XTT- Reagenz

2.1.3 Losungen, Kulturmedien

DMEM, serumhaltig: 500
10
50

DMEM, serumfrei: 500
10

10CPBS 82,3
23,5
40

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

R&D Systems, Wiesbaden

Biochrom KG, Berlin

R&D Systems, Wiesbaden

Serva, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden

mil
ml

ml

ml

ml

Roche, Mannheim

DMEM
L-Glutamin
FCS

DMEM
L-Glutamin
Na2HPo4

NaH2Po4
NaCl » mit Aqua bidest. Auf 1000 ml auffillen
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10ares 18
137

175,6

2.1.4 Verbrauchsmaterial

Kanulen

Kulturplatten-6-well mit

Transwelleinséatzen
Kulturplatten 96 well

Maxisorp-96-well-

Mikrotiterplatten
Objekttrager

Parafilm

Petrischalen fur Zellkultur
Pipettenspitzen ohne Filter
Pipettenspitzen mit Filter
Zellkulturflaschen 75 cf

Zellschaber

2.1.5 Gerate

Abzug
Casy-Zellzahlgerat

Dampfsterilisator Varioclav

Kulturkammer fur Anaerobier

g Tris Base
g Tris HCI
g NaCl - mit Aqua bidest. auf 2000 ml auffillen und

auf pH 7,4 einstellen

B. Braun, Melsungen

Corning Costar, Cambridge, USA

Falcon — Becton Dickinsorg pont de Claix, Frankreich

NUNC, Roskilde, Danemark

CSM, Phoenix,USA
American National Can, Menasha, USA
Falcon — Becton Didam, Le pont de Claix, Frankreich
Eppendorf-NethelerzHitlamburg
Biozym Diagnostik, He®sdendorf
Falcon — Becton Dickinson, Le pont de Claix, Fkraich

Corning Costar, Cambridge, USA

Captair, Dusseldorf
Scharfe Systems, Reutlingen
H+P Labortechnik, Minen

Billups, Rothenburg
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Laborwaage Sartorius, Goéttingen

Magnetrihrer Variomag H+P Labortechnik, Minchen
pH-Meter Mettler, Schwerzenbach, Schweiz
Photometer (Mikroplate- Bio-Tek Instruments, Winooski, USA
Reader)

Pipetboy Integra Biosciences, Fernwald
Pipetten Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Reinstwasseranlage Millipore, Eschborn

Elix 10 / MilliQ™"us

Schttler Edmund Buhler, Tubingen

Biometra, Gottingen
Vortexer Reax 2000 Heidolph, Schwabach

Waschgerat fur 96-well- Bio-Rad,USA

Platten(Immunowash)

Wasserbad GFL Gesellschaft fur Labortechnik, BudsV
Zellkulturmikroskop IMT-2 Olympus Optical, Hamburg
Zellkulturbrutschrank BB 16 Heraeus, Hanau

Zellkulturwerkbank Heraeus, Hanau

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Ovarialkarzinomzelllinien SKOV-3, OVCAR-3, OAW?2 und CAOV-3 wuchsen in 75 ém
Zellkulturflaschen in Dulbecco’s Modified Eagle’sedum (DMEM) mit 10% FCS. Die
Inkubation im Zellkulturschrank erfolgte in wassesgttigter Atmosphare bei 37°C und einem

5%igen Volumenanteil CO Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter steril@edingungen. Das
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Kulturmedium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Béiazal vollstandiger Konfluenz wurden die
Zellen mit Trypsin gelést und anschlieBend passag@ie entnommenen Zellen konnten

daraufhin fur Versuche verwendet werden.

2.2.2 Versuchsanordnung

2.2.2.1 Bestimmung der Basisexpression der untersuchten okt in  den

Ovarialkarzinomzelllinien

In der nach Trypsinierung und Zentrifugation gewemen Zellsuspension wurde mit dem Casy-
Cell Counter die Zellzahl bestimmt. Danach wurdén Zellen in der Konzentration 100.000
Zellen/ ml, mit 200ul pro well in die 96-well- Kulturschale eingesédAm zweiten Tag wurde
das Kulturmedium gewechselt und anschlief3end Bedium (serumhaltiges DMEM) in jedes
well dazugegeben. Die Uberstande wurden nach 2dd8tugeerntet und die Konzentrationen
von VEGF, IL-6, IL-8, IL-10 und TNFt wurde aus den Uberstanden mittels ELISA bestimmt

(s.u.). RoutinemaRig wurde die Zytokinkonzentrapoa Milliliter Uberstand gemessen.

In einem Teil der Versuche wurde zur Kontrolle, etentuelle Konzentrationsunterschiede auf
Schwankungen in der Zellzahl zuriickzufihren wareih,den im well verbliebenen Zellen ein
MTT-Test zur Zellzahlbestimmung durchgefiihrt (s.bler wurde die Zytokinkonzentration pro
1000 Zellen dargestellt. Bezuglich der Regulaticer &ytokine ergaben sich bei beiden

Versuchsreihen identische Ergebnisse.

2.2.2.2 Wechselwirkungen zwischen den untersuchten Zytokine in den
Ovarialkarzinomzelllinien

Die Zelllinien wurden wie unter 2.2.2.1. beschriebypsiniert, gezahlt und ausgesat. Am

zweiten Tag erfolgte der Mediumwechsel (DMEM mit $Kund die Zugabe von fDder

folgenden Zytokine ( Konzentration der Zytokinlogun der Tabelle), sowie von EDMedium

als Kontrolle:
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Zytokin Konzentration der Losung Endkonzentration
Interleukin B (IL-1B) |5 ng/ml 1 ng/ml

IL-6 500 ng/ml 100 ng/ml

IL-8 50 ng/ml 10 ng/mi

IL-10 50 ng/ml 10 ng/mi

TNF-a 50 ng/ml 10 ng/ml

TGF (c1) 25 ng/ml 5 ng/ml

TGF (c2) 2,5 ng/mi 0,5 ng/ml

VEGF 125 ng/ml 25 ng/ml

Tabelle 2) Konzentrationen der zugeflgten Zytokm&ersuch zu den Wechselwirkungen zwischen den
Zytokinen in den Ovarialkarzinomzelllinien

Die Uberstande wurden nach 72 Stunden entnommemitndem ELISA die Konzentrationen
von VEGF, IL-6, IL-8, TNFe und IL-10 bestimmit.

Traten bei diesem Untersuchung signifikante Verémagen auf, so wurden weitere Versuche
durchgefuhrt, und die Zytokinkonzentration in eirgeitreihe Uber 24, 48 und 72 Stunden

gemessen.

2.2.2.3 Wirkung von Hypoxie auf die Ovarialkarzinomzellem

Die nach Trypsinierung und Zentrifugation gewonme@ellen wurden gezéhlt. Anschliel3end
wurden sie mit 20Qul pro well und einer Konzentration von 100.000 £ellml in die 96-well-

Kulturschale ausgesat.

Am zweiten Tag wurde das Kulturmedium gewechseltl um jedes well 501 Medium
hinzugefligt. Danach wurde die Schale in die Kulamkner fiir Anaerobier verbracht und diese
mit dem 97 % Stickstoff, 3% Sauerstoff -Hypoxiegaslilit.

Die Kontrollen wurden ebenso behandelt, jedochrudtgmoxie gehalten.
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Das Ernten der Uberstande erfolgte nach 24, 487arstunden.

Die Konzentrationen von VEGF, IL-6 und IL-8 wurdens den Uberstanden mittels ELISA

bestimmt.

2.2.3 ELISA

Zur Bestimmung der Konzentrationen der verschiedehgtokine in den Uberstanden der

betreffenden Zellkulturversuche wurde die ELISA-iigi& genutzt.

Prinzip des Sandwich- ELISA’s:

%lll>_

< >
Y Y Y Y Y

Abbildung 1a) Die spezifischen Antikorper bindendi@ Oberflache der Mikrotiterplatte. Nach einer
entsprechenden Inkubation wird das Substrat hingeigen

Xm Xm K Xm
— L >

< >

Y9 ®y

Abbildung 1b) Die biotinylierten Antikdrper bindebenfalls an das Subtrat
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Abbildung 1c) Streptavidinperoxidase wird hinzudesge

<*>

/ [strept-POD] \suept POD] [strept- Pom

YgggY

Abbildung 1d) Es bildet sich ein Komplex, dessetikion nach Zugabe von TMB-Reagenz gemessen
werden kann

Vorbereitung der Mikrotiterplatten:

Zu Beginn wurden Maxisorp-96-well-Mikrotiterplattemit 100 pul pro well des jeweiligen
Antikorpers (anti-VEGF (0,5- 4g/ml), anti-TNFea (2- 4ug/ml), anti-IL-6 (1- 3ug/ml), anti-1L-

8 (1- 3ug/ml) und anti-IL-10 (2-@g/ml), geldst in PBS) beschichtet und fur 24 Stumdbei
Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde die Antikorperlésung dekantiert und 200 ul PBS mit 6 BSA in jedem well

blockiert. Die Inkubationszeit betrug mindesterfst@nden.

AnschlielRend wurden die Platten mit 40UBS mit 0,026 Tween 20 pro well gewaschen.
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Durchfiihrung des Assay's:

Eine Standardverdinnungsreihe des jeweiligen Zg®okbekannter Konzentration wurde
angelegt und die zu messenden Proben wurden npit 3® well hinzugegeben. Die Inkubation

erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur.

Am nachsten Tag wurden die Platten gewaschen (sumil die biotinylierten
Detektionsantikorper in PBS mit2 BSA (anti-VEGF (0,25-2ug/ml), anti-TNFe (0,25-0,75
pg/ml), anti-IL-6 (0,1-0,5ug/ml), anti-IL-8 (0,05-0,1ug/ml) und anti-IL-10 (0,25- dg/ml) mit
je 100 pl pro well hinzugegeben. Es erfolgte die Inkubatison 2 Stunden und das

anschlielBende Waschen der Platten (s.0.).
Nun wurden pro well 1Q@ Streptavidin-Peroxidase mit einer Verdinnung &d26.000 in PBS

mit 2% BSA hinzugefligt, fir 45 Minuten inkubiert und dt&atten erneut gewaschen (s.o.).

Nach der Zugabe von 1Q0 TMB- Fertiglésung pro well, trat nach etwa 10 B& Minuten eine
Blaufarbung der wells auf und die Reaktion wurde¢ #fiQul 0,5 N Schwefelsaure pro well

abgestoppt.

Die Messung der Extinktion erfolgte mittels Mikragken-Photometer (450nm,
Referenzwellenlange 690 nm). Anhand der Standaddweungsreihe wurde mit Excel eine
Standardkurve erstellt, mit welcher sich die Korizaion der einzelnen Proben bestimmen liel3.

2.2.4 MTT-Test

Nach dem Ernten der Uberstande, wie unter 2.2.2hbeben, wurden jedem well 1Qd

Medium hinzugefugt und fir eine Stunde inkubiert.

Es erfolgte die Zugabe von 10 pro well der MTT-Reagenz und eine erneute Inkuaafir 4

Stunden.

Nach Ablauf der Zeit wurden die Uberstande entfgettem well 10Qul DMSO hinzugegeben

und mittels Photometer bei 540 nm (Referenzwelleggd690 nm) gemessen.

Die zu bestimmenden Zellzahlen konnten nun anhandEgtinktionen, der zuvor mit definierter

Zahl ausgesaten Zellen errechnet werden.
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2.2.5 Proliferationsassay

Die Zelllinien CAOV-3, OVCAR-3 und SKOV-3 wurdenypsiniert, zentrifugiert und mit einer

Konzentration von 30.000 Zellen/ml in 96-well-Kujplatten ausgesat. In jedem well befanden
sich 100pl. Die Zellen wuchsen in DMEM( serumhaltig), welsheach 24 Stunden gewechselt
wurde. Danach erfolgte die Zugabe von pbOder Reagenzien mit nachfolgenden

Konzentrationen b. z. w. Medium als Kontrolle.

Zytokin Konzentration der Losung | Endkonzentration
IL-6 500 ng/ml 166,7 ng/ml

IL-8 50 ng/ml 16,7 ng/ml

VEGF 5/ 25/ 125 ng/ml 1,67/ 8,33/ 41,7 ng/mli

Tabelle 3) Konzentrationen de den Ovarialkarzindiiizien zugeflgten Zytokine im Proliferationsagsa

Nach weiteren 72 Stunden wurde zu jedem well did-Reagenz (7%ul) hinzugegeben und
nach einer Reaktionszeit von 4 Stunden erfolge Bhotometrische Messung bei einer

Wellenlange von 490 nm (Referenzwellenlange 690 nm)

Die Proliferationsrate wurde in Prozent vom Kontwelrt angegeben.

2.2.6 Invasionsassay

Die Transwelleinsatze (Porengro3ar8, Flache 4,7 cm) der 6-well-Kulturplatten wurdeit im
serumfreiem DMEM verdinntem (1mg/ml) Matrigel (6dbpro well) beschichtet. Dabei war
auf die standige Kuhlung der Arbeitsmittel mit Eis achten. Anschlie3end wurden die Platten

fur mindestens 60 Minuten bei &7 inkubiert.

Danach wurden die Membranen mit serumfreiem DMEMNpg#é und Uberschissiges Matrigel

abgesaugt.

Die Zelllinien CAOV-3, OVCAR-3 und SKOV-3 wurdenypsiniert, zentrifugiert und auf eine
Konzentration von 200.000 Zellen/ ml in serumfreidviedium eingestellt. Von dieser
Suspension wurden nun 1,5 ml ins obere Kompartirgegeben, ins untere Kompartiment 2,5
ml serumfreies Medium ohne Zellen. Anschlie3enalgté die Zugabe von 1501 VEGF-

Losung bzw. 15@I Medium als Kontrolle in beide Kompartimente.

Nach 72 Stunden wurde in beide Kompartimente MTageaz gegeben und fir 4 Stunden
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inkubiert.

Nach Absaugen des Mediums wurden die invasivenededin der Unterseite der Membran
vorsichtig mit dem Zellschaber abgewischt, mit 200MSO gel6st und in eine 96-well-Platte
Uberfuhrt. Auch die nichtinvasiven Zellen im obet¢ompartiment wurden in 20Ql DMSO
geldst und in die 96-well-Platte Gberfuhrt. AnseBkend erfolgte die photometrische Messung
mit dem Mikroplate- Reader bei 490 nm (Referenzevélinge 690nm).

Bei der Auswertung konnte nun die Invasionsfraktada Verhdaltnis zu den nicht invasiven
Zellen, sowie die Invasionssteigerung als prozdesua/erhaltnis zur Kontrolle bestimmt

werden.

2.2.7 Migrationsassay

Vorbereitung des Objekttragers:

Der Migrations- Objekttrager wurde in eine 100mniriBehale gestellt und in jedes well auf

dem Objekttrager 50 Matrigel pipettiert.

Nach 1 Stunde Inkubation bei 7 wurde die wells mit % BSA in PBS blockiert und
wiederum fir 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatuubréet. AnschlieRend wurde mit PBS

gespult und auf jedes well 70 DMEM gegeben.

Durchfiihrung des Assays:

Der zuvor autoklavierte und auf@ vorgekuhlte Sedimentationsblock wurde nun votgichuf
den Objekttrager aufgesetzt und mit einer Pipettedem Kanal aspiriert bis das Medium aus

den wells den Rand des Kanals erreichte.

Die Zelllinien OVCAR-3 und CAOV-3 wurden trypsinterzentrifugiert, gezahlt und auf eine
Konzentration von 400 Zellen pnal eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden sahr

vorsichtig und langsam 14 in jeden Kanal pipettiert.

Die gesamte Petrischale blieb nun fir eine StundfeEds stehen und verblieb danach im

Zellkulturschrank.

Nach 24 Stunden wurde der Sedimentationsblock kenggnommen, jedes well abgesaugt und
64 pl Medium wieder hinzugefiigt. Des Weiteren wurdenjedem well 16ul VEGF- Lésung
(125 ng/ml- Endkonzentration 25 ng/ml) b. z .w. Medium als Kolle pipettiert.

Alle 2 bis 3 Tage wurde ein Mediumwechsel mit uhd® VEGF durchgefihrt.
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Am 7. Tag nach Zellaussaat wurde dann das Mediugesaugt, zu jedem well 20 70%
Ethanol dazugegeben und fur 10 Minuten bei Zimmeperatur inkubiert. AnschlieRend wurde

mit Kristalviolett gefarbt und nach 30 Minuten rtasser gespuilt.

Die Messung der Migrationsgrenzen erfolgte mitis

2.2.8 Statistik

Die Experimente wurden in drei unabhangigen Versoahit Doppelanséatzen durchgefihrt. Bei
einigen aufwandigen Versuchen, die keine signifiearErgebnisse zeigten, wurde der Umfang

auf zwei unabhéngige Versuche mit Doppeltansazeuziert.

Zur Prufung der Signifikanz wurde der Student”®${lverwendet. Ab einem p-Wert von kleiner

0,05 wurde Signifikanz angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Basisexpressionen der Zytokine in unstimuliertena@alkarzinomzelllinien

In dieser Versuchsreihe wurden die Konzentratioden verschiedenen Zytokine aus den
Uberstanden der unstimulierten Zelllinien nach 2#in8en bestimmt. Die Messung der

jeweiligen Konzentrationen erfolgte mittels ELISA&dhnik.

3.1.1 Basisexpression von VEGF

T_E\zoo [
2150— %
Luo:100— T /
>5o— 7/ /T /

CAQV-3 OAW-42 OVCAR-3 SKOV-3

Abbildung 2) Basisexpression von VEGF in Ovariatkaomzelllinien (ELISA), gezeigt sind Mittelwert
und Standardabweichung von drei unabhangigen Vaesuc

Die Nachweisgrenze fur VEGF lag bei 25 pg/ml, diesel bei CAOV-3 knapp erreicht, bei

allen anderen Uberschritten. Unter den untersuchédliinien exprimiert SKOV-3 am stéarksten

VEGF.
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3.1.2 Basisexpression von IL-8
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CAOV-3 OAW-42 OVCAR-3 SKOV-3

Abbildung 3) Basisexpression von IL-8 in Ovariattaomzelllinien (ELISA), gezeigt sind Mittelwertun
Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen

Die Nachweisgrenze fur IL-8 betrug 20 pg/ml, sodbes der Zelllinie OAW-42 kein IL-8
nachgewiesen werden konnte. Der starkste NachweisLv8 fand sich bei OVCAR-3.

3.1.3 Basisexpression von IL-6

Elooo 7
2 100 - / T %
- 10 - % / / VT

A

CAQV-3 OAW-42 OVCAR-3 SKOV-3

Abbildung 4) Basisexpression von IL-6 in Ovariaitaomzelllinien (ELISA), gezeigt sind Mittelwertun
Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen

Die Nachweisgrenze fur IL-6 betrug 20 pg/ml. Denin&onnte in der Zelllinie SKOV-3 keine
IL-6-Expression beobachtet werden. Bei der Ze®#it@AOV-3 hingegen, waren sehr hohe
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Konzentrationen von IL-6 nachweisbar, sodass @garlthmische Darstellung gewahlt wurde.

3.1.4 Basisexpressionen von IL-10 und TNF-alpha

Unter der Bericksichtigung der Nachweisgrenze vBnpg@/ml war IL-10 in den getesteten

Ovarialkarzinomzelllinien nur bei OVCAR-3 knapp haeisbar.

Bei einer Nachweisgrenze von 20 pg/ml war in Kkeinater untersuchten
Ovarialkarzinomzelllinien TNF-alpha nachweisbar.
3.1.5 Zusammenfassung der Basisexpressionen deersuahten Zytokine in den

Ovarialkarzinomzelllinien

Einen Uberblick liber die Basisexpressionen gilggnte Tabelle:

CAQOV-3 OAW-42 OVCAR-3 SKOV-3
VEGF (+) + + +
IL-8 + ; + +
IL-6 ++ + + -
IL-10 - - (+) i
TNF-alpha - - - -

++ stark exprimiert, + exprimiert, (+) nachweisbar nhicht nachweisbar

Tabelle 4) Zusammenfassung der BasisexpressionerZydekine in den Ovarialkarzinomzelllinien,
gemessen mit ELISA-Technik in drei unabhéangigerixgnten

Bereits die Bestimmung der Basisexpressionen zeigiss das Expressionsmuster der
verschiedenen Zytokine in den unterschiedlicherlidiein sehr heterogen ist. Einzig VEGF
wird, obgleich in unterschiedlicher Starke von mliger Zelllinien gebildet. Hingegen konnten
IL-10 und TNF-alpha tberhaupt nicht nachgewieserder® Bei der Bildung von IL-6 zeigten

die vier Zelllinien eine erhebliche Varianz. So deirvon CAOV-3 sehr viel, von SKOV-3
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hingegen kein IL-6 gebildet.
Alle Basisexpressionen wurden in drei unabhangigersuchen mit Doppelanséatzen bestimmit.

Die Umrechnung der Konzentrationen auf die Zellzayte keine Verdnderung der Ergebnisse.

3.2 Wie wirken die Zytokine IL-B, IL-10, IL-8, IL-6, TGFf und TNFa auf

die VEGF-Konzentration in den Ovarialkarzinomzetlién?

Um zu uberpriifen, ob und wie stark die in der Utleni$t genannten Zytokine die Expression
von VEGF in den untersuchten Zelllinien veranderarden nach 72 stindiger Inkubation unter
Zytokinzugabe, die Uberstande mittels ELISA auf \FE@tersucht und die Ergebnisse mit der

Basisexpression verglichen.

3.2.1 TGFB, TNF-a und IL-6 erhéhen VEGF bei CAOS-

23150— : ,i 7:

W 100 - 1 . O %%
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* p-Werte: TGFB (hoch) vs. Kontrolle = 0,0174
TNF-a vs. Kontrolle = 4,35E-05
IL-6 vs. Kontrolle = 8,003E-05

Abb. 5) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzaidn bei CAOV-3 nach 72h, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichuvon drei unabhangigen Versuchderifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-Wé08 wurde Signifikanz angenommen

Unter den untersuchten Zytokinen erhohen Tg5fohe Konzentration), TNE-und IL-6 die
VEGF-Konzentration bei CAOV-3 Zelllinien nach 72igrdfikant. Von diesen wurde eine
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Zeitreihe Uber 24, 48 und 72h bestimmit.
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p-Werte: 24h : TGR (hoch) vs. Kontrolle (24h) = 0,0083
TNFa vs. Kontrolle (24h) = 0,0002
IL-6 vs. Kontrolle (24h) = 0,0019

48h : TGB-(hoch) vs. Kontrolle (48h) = 1,9E-05
TNFa vs. Kontrolle (48h) = 0,011
IL-6 vs. Kontrolle (48h) = 3,72E-07

72h : TGB-(hoch) vs. Kontrolle (72h) = 0,0174
TNFa vs. Kontrolle (72h) = 4,35E-05
IL-6 vs. Kontrolle (72h) = 8,003E-05

Abb. 6) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzaian bei CAOV-3 -Zeitreihe, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwaeichuon drei unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-We{05 wurde Signifikanz angenommen

Die Erh6hung der VEGF-Konzentration unter Einflaes ausgewdahlten Zytokine zeigte sich
hierbei zeitabhangig. (Ausnahme: TNE-48h-Wert)
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3.2.2 Keines der Zytokine erhéht VEGF bei OAW-42
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Abb. 7) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzaian bei OAW-42 nach 72h, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwaichuon zwei unabhéangigen Versuchen

Bei der Zelllinie OAW 42 konnte 72 h nach Zugabe wi@ersuchten Zytokine keine signifikante

Anderung der VEGF-Konzentration gemessen werden.

3.2.3 IL-1B erhoht VEGF bei OVCAR-3 um das Doppelte
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* p-Wert: IL-1fB vs. Kontrolle = 4,7E-05

Abb. 8) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzaitn bei CAOV-3 nach 72lgemessen mit dem
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ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwenchuon drei unabhangigen Versuch@niifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-Wér08 wurde Signifikanz angenommen

Unter den untersuchten Zytokinen erhdht nur fLelle Konzentration des VEGF bei OVCAR-3

um das Doppelte und wurde als Zeitreihe untersucht.

1200 - i '|'
' L
e % ] é T Z

pi= B BN

* p-Werte: 24h : IL-B vs. Kontrolle (24h) = 1,2E-0,5
48h : ILfA vs. Kontrolle (48h) = 0,00028
72h : ILfA vs. Kontrolle (72h) = 4,7E-05

Abb. 9) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzatitn bei OVCAR- -Zeitreihe, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwaichuon drei unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-We{05 wurde Signifikanz angenommen

Auch in der Zeitreihe konnte bei OVCAR-3 eine Zbltangigkeit fur die durch ILA erhohte

VEGF-Bildung nachgewiesen werden.
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3.2.4 TGFB und IL-18 erhéhen VEGF bei SKOV-3

*
250 - T

200 - %

S /;
%150—T ?; T %%} 7
D 100 | p) %/V ////

* p-Werte: 72h : TGRB (hoch) vs. Kontrolle = 1E-04
TGRB (niedrig) vs. Kontrolle = 0,0015
IL-B vs. Kontrolle = 0,0003

Abb. 10) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konagiun bei SKOV-3 nach 72h, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwaichuon drei unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-Wér08 wurde Signifikanz angenommen

Bei SKOV-3 konnten von allen untersuchten Zytokimach 72h IL-B und TGFB (in beiden
Konzentrationen) die Konzentration von VEGF sidfit erhdhen. Es folgt die Untersuchung

der genannten Zytokine in der Zeitreihe.
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* p-Werte: 24h : TGH (hoch) vs. Kontrolle (24h) = 0,0017
TGRB (niedrig) vs. Kontrolle (24h) = 0,0051
IL-B vs. Kontrolle (24h) = 0,0073
48h : TGB-(hoch) vs. Kontrolle (48h) = 4,6E-07
TGH? (niedrig) vs. Kontrolle (48h) = 1,4E-05
IL-B vs. Kontrolle (48h) = 0,07
72h : TGB-(hoch) vs. Kontrolle (72h) = 1E-04
TGRB (niedrig) vs. Kontrolle (72h) = 0,0015
IL-B vs. Kontrolle (72h) = 0,0003

Abb. 11) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konagiun bei SKOV-3 -Zeitreihe, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwaichuon drei unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-Wé08 wurde Signifikanz angenommen

Auch in der Zeitreihe konnten die Zytokine 13-Lind TGFB (in beiden Konzentrationen) die
Konzentration von VEGF zeitabhéngig erhéhen. (Absma 1L-13, 48h-Wert)
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3.2.5 Zusammenfassung der Wirkung der Zytokinel.1L-10, IL-8, IL-6, TGFf und TNF«a

auf die VEGF-Konzentration in den Ovarialkarzinoftireen

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber didirkung der o.g. Zytokine auf die
Konzentration des VEGF:

CAQV-3 OAW-42 OVCAR-3 SKOV-3
IL-1P = = ++ +
IL-10 = = = =
IL-8 = = = =
IL-6 + = = =
TGF-B + = = +
TNF-a + = = =

++ erhoht VEGF stark, + erhéht VEGF, = keine Wirkgiauf VEGF

Tab. 5) Zusammenfassung Wirkung der untersuchtaokidg auf die Konzentration des VEGF,
gemessen mit dem ELISA

Anhand dieser Versuchsreihe wird erkennbar, dass/glischiedenen Zytokine auf die VEGF-
Bildung in den vier Zelllinien keineswegs einheitliwirken. Allerdings wurde durchgangig eine
konstante oder aber erhbhte VEGF-Konzentration geame Keines der Zytokine senkte VEGF.
Traten Erhohungen der VEGF-Konzentration auf, saewadiese auch zeitabh&ngig. Die
ausgepragteste Wirkung zeigte sich bei OVCAR-3rugen Einfluss von IL-1 beta.

Alle Versuche zur Wirkung der o.g. Zytokine auf di&GF-Konzentration wurden in drei

unabhangigen Versuchen mit Doppeltansatzen bestimmt
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3.3 Wie wirkt VEGF auf die Konzentration der Zytokin&-B und IL-6 bei den

Ovarialkarzinomzelllinien?

Zur Kontrolle, ob hingegen VEGF selbst, die von detilinien exprimierten Zytokine in Ihrer
Konzentration verandert, wurde diese Versuchsreilmehgefihrt. Nach 24, 48 und 72 stindiger
Inkubation mit VEGF wurden mittels ELISA die Konzetionen von IL-8 und IL-6 bestimmt

und mit der Basisexpression verglichen.

3.3.1 VEGF verandert die Konzentration von IL-8 ten Ovarialkarzinomzelllinien nicht
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Abb. 12a) Einfluss des VEGF auf IL-8-Konzentratibei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt
sind Mittelwert und Standardabweichung von dreibimngigen Versuchen
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Abb. 12b) Einfluss des VEGF auf IL-8-Konzentratibai OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt
sind Mittelwert und Standardabweichung von dreibhmngigen Versuchen
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Abb. 12c) Einfluss des VEGF auf IL-8-Konzentratibri SKOV-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt
sind Mittelwert und Standardabweichung von dreihiringigen Versuchen

Bei keiner der untersuchten Ovarialkarzinomzelimikonnte VEGF einen Einfluss auf die

Konzentration von IL-8 nehmen.

3.3.2 VEGF senkt die Konzentration von IL-6 bei CAQG und OAW-42
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* p-Werte: 24h : VEGF vs. Kontrolle (24h) = 1,448-0
48h : VEGF vs. Kontrolle (48hpA6E-13
72h : VEGF vs. Kontrolle (72h2:93E-10
Abb. 13a) Einfluss des VEGF auf IL-6-Konzentratibei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt

sind Mittelwert und Standardabweichung von dreibhéngigen Versuchen, Prifung der Signifikanz mit
Student’s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurdeifsignz angenommen
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* p-Werte: 24h : VEGF vs. Kontrolle (24h) = 1,448-0
48h : VEGF vs. Kontrolle (48hBA6E-13
72h : VEGF vs. Kontrolle (72h2:93E-10
Abb. 13b) Einfluss des VEGF auf IL-6-Konzentratibei OAW-42, gemessen mit dem ELISA, gezeigt

sind Mittelwert und Standardabweichung von dreibhiéngigen Versuchen, Prifung der Signifikanz mit
Student’s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurdeifsignz angenommen
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Abb. 13c) Einfluss des VEGF auf IL-6-Konzentratibai OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt
sind Mittelwert und Standardabweichung von dreibhmngigen Versuchen

Bei den Zelllinien CAOV-3 und OAW-42 senkt VEGF d{®nzentration von IL-6 signifikant.
Bei CAOV-3 wird IL-6 so stark gesenkt, dass eingalathmische Darstellung gewahlt wurde.
Bei OVCAR-3 konnte kein signifikanter Einfluss beahtet werden.

3.3.3 Zusammenfassung Wirkung von VEGF auf die K IL-8 und IL-6 bei den

Ovarialkarzinomzelllinien

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber Wigkung des VEGF auf die 0.g. Zytokine:

CAOV-3 OAW-42 OVCAR-3 SKOV-3

IL-8 = = =

IL-6 - ] _

-- wird durch VEGF stark erniedrigt, - wird durchEGF erniedrigt, = keine Veranderung durch
VEGF

Tab. 6) Zusammenfassung Wirkung des VEGF auf diezdfdration der untersuchten Zytokine,
gemessen mit dem ELISA

In dieser Versuchsreihe wird deutlich, dass VEGF loei CAOV-3 und OAW-42 die IL-6
Expression negativ beeinflusst. Bei CAOV-3 senktliesL-6-Bildung sogar in hohem Male.

Alle Versuche zur Wirkung des VEGF auf die Konzatitm der 0.g. Zytokine wurden in drei
unabhangigen Versuchen mit Doppeltansatzen bestimmt
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3.4 Wie wirkt VEGF auf Proliferations-, Invasions- urMigrationsverhalten bei

den Ovarialkarzinomzelllinien?

341VEGF, IL-8 und IL-6 verandern das Prolifespagverhalten bei den

Ovarialkarzinomzelllinien nicht

Um feststellen zu koénnen inwiefern die Zytokine MEG IL-8 und IL-6 das
Proliferationsverhalten der Zelllinien verandernyrde nach 72 stindiger Inkubation unter
Zytokinzugabe ein Proliferationsassay durchgefuhrt.
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Proliferation %
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Kontrolle VEGF

Abb. 14a) Einfluss von VEGF, IL-8 und IL-6 auf dasliferationsverhalten bei CAOV-§emessen mit

dem Proliferationsassay, gezeigt sind Mittelwerd uitandardabweichung von zwei unabhangigen
Versuchen

11T

Abb. 14b) Einfluss von VEGF, IL-8 und IL-6 auf ®asliferationsverhalten bei OVCAR-§emessen mit

dem Proliferationsassay, gezeigt sind Mittelwerd utandardabweichung von zwei unabhangigen
Versuchen
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Abb. 14c) Einfluss von VEGF, IL-8 und IL-6 auf dasliferationsverhalten bei SKOV-8§emessen mit

dem Proliferationsassay, gezeigt sind Mittelwerd uBtandardabweichung von zwei unabhangigen
Versuchen

In keiner der untersuchten Zelllinien konnte eimnkes Zytokine VEGF, IL-8 oder IL-6 eine
Veranderung des Proliferationsverhaltens bewirken.

Die Versuche zur Wirkung der Zytokine auf das Peoditionsverhalten wurden in zwei

unabhangigen Versuchen mit Vierfachansatzen begtimm
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3.4.2 VEGF verandert das Invasionsverhalten bei@earialkarzinomzelllinien nicht

Ein Modell zur Untersuchung der Anderung der Invigsi stellt diese Versuchsanordnung dar.
Nach 72 stundiger Inkubation der Zelllinien mit VE®zw. Medium als Kontrolle, wurde in

einem Invasionsassay die Invasionsfraktion der Tagil@n durch eine Membran bestimmt und
miteinander ins Verhaltnis gesetzt.
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Abb. 15) Einfluss von VEGF auf das Invasionsveematiei CAOV-3, OVCAR-3 und SKOM8messen

mit dem Invasionsassay, gezeigt sind Mittelwert @tdndardabweichung von zwei unabhangigen
Versuchen

Bei keiner der genannten Zelllinien kam es unterfléss von VEGF zu einer signifikanten

Anderung des Invasionsverhaltens.

Die Versuche zur Wirkung des VEGF auf das Invasiertglten wurden in zwei unabhéngigen
Versuchen mit Dreifachansatzen bestimmt.
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3.4.3 VEGF verandert das Migrationsverhalten bai @garialkarzinomzelllinien nicht

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens unter WEmhfluss wurde ein Migrationsassay
durchgefuhrt. Hierzu wurde eine definierte AnzabhvTumorzellen auf eine umschriebene
Flache eines Objekttragers gegeben. Hinzugefiigtevdie VEGF-Losung bzw. Medium als
Kontrolle. Nach sieben-tagiger Inkubation wurdere dellen angefarbt und mittels PC die
Migrationsgrenzen gemessen.

a) CAOV plus Medium b) CAOV plus VEGF

Abb. 16 a und b) Migrationsverhalten ohne Zugabe V&GF (a) und nach Zugabe von VEGF (b) bei
CAOV-3, gemessen mit dem Migrationsassay, gezedyFstos der Objekttrager bei Versuchsende

c) OVCAR plus Medium d) OVCAR plus VEGF

Abb. 16 ¢ und d) Migrationsverhalten ohne Zugabe von VEGF (c) undhndugabe von VEGF (d) bei
OVCAR-3, gemessen mit dem Migrationsassay, gedeiyFotos der Objekttrager bei Versuchsende
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Abb.16 e) Diagramm Einfluss des VEGF auf das Migraverhalten bei CAOV-3 und OVCAR-3,
gemessen mit dem Migrationsassay, gezeigt sindeliétt und Standardabweichung von zwei
unabhangigen Versuchen

Bei den untersuchten Zelllinien CAOV-3 und OVCARiBrte die Stimulation mit VEGF zu

keiner Anderung des Migrationsverhaltens.

Die Versuche zur Wirkung des VEGF auf das Migrai@rhalten wurden in zwei

unabhangigen Versuchen durchgefihrt.
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3.5 Wie wirkt Hypoxie auf die Konzentration der ZytolenVEGF, IL-8 und IL-

6 bei den Ovarialkarzinomzelllinien?

In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung von Hypcauf die Expression von VEGF, IL-6
und IL-8 Uberprift. Hierzu wurden die Zelllinien @ner Kulturkammer fur Anaerobier, die mit
einem 97%igen Stickstoffgas geflullt wurde, fur 248 und 72h inkubiert. Die

Zytokinkonzentrationen in den Uberstanden wurdeawfamittels ELISA bestimmt.

3.5.1 Hypoxie erhoht die Konzentration von VEGF den Ovarialkarzinomzelllinien
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* p-Werte: 48h : VEGF vs. Kontrolle (48h) = 0,0087
72h : VEGF vs. Kontrolle (72hP;06011

Abb. 17 a) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration VEGF bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung wyai unabh&angigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-Wér08 wurde Signifikanz angenommen
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Abb. 17b) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration VEGF bei OAW-42, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung wyai unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-We{05 wurde Signifikanz angenommen
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* p-Werte: 72h : VEGF vs. Kontrolle (72h) = 0,0033

Abb. 17c) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentratimn VEGF bei OVCAR-3, gemessen mit dem
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabwenchuon drei unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-Wér08 wurde Signifikanz angenommen
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Abb. 17d) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration VEGF bei SKOV-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung di@n unabhéangigen Versuchen

Bei allen untersuchten Zelllinien wurde die Konzahtn von VEGF unter Hypoxie signifikant

erhoht. (Ausnahme SKOV-3, keine Signifikanz) Ingsanterweise ist die Erh6hung erst nach 48

und 72 stundiger, jedoch noch nicht nach 24 stiardigkubation signifikant.

3.5.2 Hypoxie verandert die Konzentration von Ib&3 den Ovarialkarzinomzelllinien nicht
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Abb. 18 a) Einfluss von Hypoxie auf die Konzertration IL-8 bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung di@n unabhangigen Versuchen
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Abb. 18 b) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration IL-8 bei OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung di@n unabhéangigen Versuchen
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Abb. 18 c) Einfluss von Hypoxie auf die Konzergratron IL-8 bei SKOV-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung di@n unabhéangigen Versuchen

Bei keiner der untersuchten Zelllinien kam es uktgpoxie zu einer signifikanten Anderung der
IL-8-Konzentration.
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3.5.3 Hypoxie senkt die Konzentration von IL-6 BAOV-3

400 4
350 + T

300 +

250 -
OKontrolle

200 4
BHypoxie

IL-6(%)

150 - T

100 A

50 4

24h 48h 72h

* p-Werte: 24h : IL-6 vs. Kontrolle (24h) = 6,7E-05
48h : IL-6vs. Kontrolle (48h)657E-05
72h : IL-6 vs. Kontrolle (72h)5E-05

Abb.19 a) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentratron IL-6 bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung wyai unabhangigen Versuchen, Prifung der
Signifikanz mit Student’s t-Test, ab einem p-We{05 wurde Signifikanz angenommen
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Abb. 19 b) Einfluss von Hypoxie auf die Konzergratron IL-6 bei OAW-42, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung di@n unabhangigen Versuchen
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Abb.19 c) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration IL-6 bei OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA,
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung di@n unabhangigen Versuchen

Unter Hypoxie wird die Konzentration von IL-6 belAOV-3 hochsignifikant gesenkt. Der
Einfluss von VEGF senkte ebenfalls IL-6 in CAOV-8linien. Durch Hypoxie wurde VEGF
erhoht, sodass der Effekt von Hypoxie auf die IBitlung VEGF-gesteuert sein kdnnte.

Bei OAW-42 lasst sich ein solcher Ruckkopplungdeffécht ausmachen, Hypoxie senkt IL-6
hier nicht, obwohl bei dieser Zelllinie unter VE@Fe IL-6-Konzentration erniedrigt wird.

Bei OVCAR-3 Zelllinien war nach Hypoxie keine Veds&rung der IL-6-Expression zu

erkennen.
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3.5.4 Zusammenfassung Wirkung von Hypoxie auf di@zéntration der Zytokine VEGF, IL-8

und IL-6 bei den Ovarialkarzinomzelllinien

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iber Wekung von Hypoxie auf die Konzentration

der o0.g. Zytokine bei Ovarialkarzinomzelllinien:

CAQOV-3

OAW-42

OVCAR-3

SKOV-3

VEGF

24h

48h

++

72h

++

IL-8

24h

48h = = =

72h = = =

IL-6 24h - = =

48h - = =

72h - = =

Wird durch Hypoxie: ++ stark erhéht, + erhoht, (d9eringflgig erhéht, = nicht verandert, -

erniedrigt, -- stark erniedrigt

Tab. 7) Zusammenfassung Einfluss von Hypoxie auKdnzentration von VEGF, IL-8 und IL-6 bei
Ovarialkarzinomzelllinien, gemessen mit dem ELISA

Erwartungsgemald kommt es unter dem Einfluss vonokigp als starkem Angiogenese-
Stimulus, zu einer Erh6hung der VEGF-Konzentratiatterdings zeigt sich dieser Effekt erst
nach 48 stundiger Inkubationszeit.

Die Bildung von IL-8 zeigte in diesem Versuch kelaeAnderungen nach Hypoxie.

In der Zelllinie CAOV-3 kam es nach Hypoxieeinfluas einer deutlichen Abnahme der IL-6-
Konzentration. In den Ubrigen Zelllinien konnte rkdUnterschied des IL-6 nach Hypoxie

gemessen werden.
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Die Versuchsreihe zur Wirkung von Hypoxie auf dienkentration der Zytokine VEGF, IL-8
und IL-6 wurde in drei unabhangigen Versuchen noppelansatzen bestimmt.

3.5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammengefasst konnten folgende Ergebnisse iardigbeit gezeigt werden:

1.) Bereits die Basisexpressionen von VEGF, IL486] IL-10 und TNF-alpha ist in den
unterschiedlichen Zelllinien sehr heterogen. VEGFIwn unterschiedlicher Starke von allen
vier Zelllinien gebildet. IL-10 und TNF-alpha komnt hingegen tberhaupt nicht nachgewiesen

werden.

2.) Einige Zytokine kdnnen die VEGF-Konzentration@varialzelllinien erhéhen. Keines der
Zytokine senkte VEGF. Bei CAOV-3 Zelllinien wurdeirdh TGFf, TNF-a und IL-6 die
VEGF-Konzentration signifikant erhoht. Bei der Zieile OAW 42 &anderte sich die VEGF-
Konzentration nach keinem der untersuchten Zytokdee OVCAR-3 erhdhte die Zugabe von
IL-13 die Konzentration des VEGF um das Doppelte. BeDSK3 konnte durch IL-f und
TGF{ die Konzentration von VEGF signifikant erhéhen.

3.) Bei keiner der untersuchten Ovarialkarzinoniimédin konnte VEGF einen Einfluss auf die
Konzentration von IL-8 nehmen. Bei den ZelllinieA@V-3 und OAW-42 senkte VEGF die

Konzentration von IL-6 signifikant.

4.) In den untersuchten Zelllinien konnte keines dgtokine VEGF, IL-8 oder IL-6 eine
Veranderung des Proliferationsverhaltens bewirkirier Einfluss von VEGF kam es zu keiner

signifikanten Anderung des Invasionsverhaltens daeterung des Migrationsverhaltens.

5.) Unter dem Einfluss von Hypoxie kam es in detertsuchten Zelllinien zu einer Erh6hung
der VEGF-Konzentration. Die Bildung von IL-8 und-B.zeigte hierunter keinerlei Anderungen.
Lediglich bei der Zelllinie CAOV-3 kam es nach Hypeeinfluss zu einer deutlichen Abnahme

der IL-6-Konzentration.
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4 Diskussion

Die Bildung neuer BlutgefalRe ist fur das Wachsturaligner Tumoren von essentieller
Bedeutung. Unter den angiogenetischen Faktoren hidas VEGF eine zentrale Rolle ein und
wirkt auBerdem stark erhthend auf die GefaRperrigabf 2" % 3**Das Ovarialkarzinom

imponiert zumeist als hypervaskularisierter Tumaer haufig grole Mengen Aszites bilden
kann®" %2 Es kann angenommen werden, dass hierbei dem VEGF bedeutende Rolle

zukommt. Zum besseren Verstandnis der regulativeorgdhge der Angiogenese im
Ovarialkarzinom dienen die Untersuchungen dieseeir

4.1 Expression der proangiogentischen Zytokine VEGF;8ILIL-6, TNF-a und

dem immuninhibitorischen IL-10 in Ovarialkarzinomf@eien

In der Literatur wird beschrieben, dass VEGF vona@alkarzinomzellen in der Zellkultur
iiberexprimiert wird> % %% 1% henso werden erhéhte VEGF- Plasmaspiegel beiriiatnen

mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom nachgewieSénVergleichbar hierzu konnte in der
vorliegenden Arbeit VEGF in den untersuchten Zaih CAOV-3, OAW-42, OVCAR-3 und

SKOV-3, wenn auch in sehr unterschiedlicher Intgétgiemessen werden.

VEGF und IL-8 als ebenfalls angiogenetisch wirksardgtokin, konnten von Kassim et al. bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinom nachgewiesen werded korrelierten hier mit hohem
Tumorstadium und schlechter Prognd¥eAuch bei Untersuchungen von Radke et al. konnten
sowohl in Plasma als auch im Aszites von Patieetirmit Ovarialkarzinom erhéhte IL-8- Werte
gemessen werden. In derselben Arbeit waren ebgnfalb, IL-10 und TNFe in Plasma und
Aszites signifikant erhéht nachweisdas.

Eine weitere Untersuchung stammt von Toutiraid.etleese konnte in vitro erhdhte Spiegel von
IL-8 und IL-6 in Ovarialkarzinomzelllinien nachweis. Immuninhibitorisches IL-10 konnte hier
nicht gefunden werden und das proinflammatorischeéokin TNF-« wurde nur wenig
produziert® In der Arbeit von Kutteh et al. waren im Aszite®nv Patientinnen mit

Ovarialkarzinomen IL-6 und TNE-erhoht nachweisbaf’

Die Ergebnisse aus der Literatur decken sich Usgevid mit denen aus unserer Arbeit. In den
von uns untersuchten Zelllinien lief3 sich IL-8 mAiisnahme von OAW-42 nachweisen. IL-6

war in unseren Untersuchungen ebenfalls in deridieh vorhanden, wobei CAOV-3 sehr hohe
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Werte aufwies, wahrend es bei SKOV-3 unterhalbNBrhweisgrenze lag.

IL-10 war in unserer Arbeit nur fir OVCAR-3 knappahweisbar, was den Ergebnissen von

Radke et al widerspricht, sich jedoch mit denen Voutirais et al. deckt.

Das proinflammatorische Zytokin TNd-war in unserer Arbeit entgegen den Ergebnissen von
Kutteh et al. und Radke et al. in keiner der Z&lih nachweisbar. Allerdings konnten es auch

Toutirais et al. in ihren Untersuchungen nur inigegm Mal3e nachweisen.

Bereits bei der Betrachtung der BasisexpressiomerZgtokine im Vergleich mit der Literatur
fallt die Heterogenitat der Zytokinexpression awMf&hrend VEGF, IL-8 und auch IL-6
regelmafig nachweisbar waren, schwanken die Ergsdffir IL-10 und TNFex.

4.2 Der Einfluss der Zytokine IL-A, IL-10, IL-8, IL-6, TGFf und TNFa auf

die VEGF-Expression in den Ovarialkarzinomzelllinie

Fur einige Zytokine ist bekannt, dass sie in dagd_sind VEGF zu erhdhen. Hierzu zahlen u. a.
TNF-q, IL-1p, IL-6 und TGFB. Ferner gilt IL-8 ebenfalls als proangiogenetisdraktor:>*> 8
Als potentieller VEGF- Inhibitor wurde das IL-10 dmriebert®® Keine dieser Daten beruht
allerdings auf Interaktionsstudien an Ovarialkaoeien, sodass in dieser Arbeit untersucht
wurde, inwiefern die o. g. Zytokine die Expressison VEGF im Ovarialkarzinom am
Zellkulturmodell veréndern. In den Ergebnissen tzesgch erneut die Heterogenitat der
verschiedenen Zelllinien. Von den potentiellen VE&&mulatoren konnte ILflin zwei von
vier Zelllinien (OVCAR und SKOV) VEGF erhohen. IL#d TNFea hingegen konnten nur bei
CAQV-3 eine Wirkung zeigen. TGB-konnte bei CAOV-3 und SKOV-3 eine VEGF- Erh6hung
bewirken. Das potentiell VEGF inhibierende IL-10gte bei keiner Zelllinie einen Einfluss auf
die VEGF- Expression. Mit den Daten aus der Litaratnd diese Ergebnisse allerdings nur sehr
eingeschrankt vergleichbar, da wie oben erwahntekeler Zytokinwirkung auf VEGF im

Ovarialkarzinom erhoben wurde.

Allerdings legen unsere Ergebnisse nahe, dassgeineralisierte Aussage fur die Wirkung der
einzelnen Zytokine auf die Expression von VEGF hiolglich ist, da die Beeinflussbarkeit der
VEGF-Expression durch diese Zytokine unter dencleeslenen Zelllinien stark differiert. Es
l&sst sich jedoch feststellen, dass verschiedetdigtungsmediatoren mit VEGF interagieren,
wahrend das entziindungshemmende IL-10 keine Wirlagngf. Dies fiuhrt zu der Annahme,

dass die Angiogenese im Ovarialkarzinom durch imfteatorische Botenstoffe aus dem Stroma
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angeregt werden kann und dann ihrerseits das Tuachistum begunstigt.

4.3 Der Einfluss von VEGF auf die Expression der Zyto&ilL-8 und IL-6 in

den Ovarialkarzinomzelllinien

Die in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien expienten neben VEGF auch tberwiegend IL-8
und IL-6. In der Literatur finden sich Hinweise sd&VEGF in der Lage ist, die Expression dieser
beiden Zytokine zu verédndern. In einer Arbeit voankbar, Padro, Leo et al. wird eine
Erh6hung der IL-6-Sekretion in Stroma- und Endatbk¢n durch rekombinantes VEGF bei
Patienten mit Multiplen Myelom beschrieb®.In einer weiteren Arbeit von Yoo , Bae , Ryoo
et al. findet sich ein erhdhender Effekt von VEGE die IL-6-Konzenration in Monozytet®

Die Untersuchungen von Lee TH, Avraham H, Lee SHilepostulieren eine IL-8 Erhdhung
durch VEGF in Endothelzellen (human brain microwesc endothelial cellsy* In der
vorliegenden Arbeit wurde hingegen bei Ovarialkaomzelllinien kein Effekt von VEGF auf
die IL-8 Bildung nachgewiesen. Bezuiglich des ILaéd sich in unseren Ergebnissen nicht nur
kein erhohender Einfluss des VEGF, sondern in zidilinien konnte VEGF die IL-6-
Konzentration senken. Bei CAOV-3 war diese IL-64Ednigung sogar stark ausgepragt. Die
Abweichungen zu den Ergebnissen der Literaturretieetassen sich in erster Linie durch die
unterschiedlichen Zellarten erklaren. Offensichtlitnden sich in den Ovarialkarzinomzellen

andere Regulationsmechanismen als in den bescheeligut- und Endothelzellen.

Obgleich VEGF und IL-8 angiogenetisch wirken, b#assen sie in unseren Ergebnissen ihre
Expression in den Ovarialzellen nicht gegenseidig IL-6-Senkung in CAOV-3 durch VEGF
konnte im Sinne einer negativen Ruckkopplung vonkan, da IL-6 in unseren Untersuchungen
bei CAOV-3 in der Lage war, VEGF zu erhdhen. Inselere legt diese Vermutung auch der
Effekt der Hypoxie auf IL-6 nahe (siehe unten).

In den Ergebnissen aus der Literatur wurde die Wigkvon VEGF auf die IL-6-Bildung in
Stromazellen und Monozyten im Sinne eines parakrMérkmechanismus beschrieben. Eine
solche Wirkung des VEGF auf das den Tumor umgebe®lema mit Leukozyten und
BlutgefaRen kann anhand der durchgefiihrten Zellkegrsuche nicht nachgewiesen werden.
Inwiefern hier Regulationen zwischen VEGF und Zytek aus der Tumorumgebung vorliegen

bliebe in weiterfihrenden Versuchen zu klaren.
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4.4 Der Einfluss von VEGF auf das Proliferations-, Isvans- und

Migrationsverhalten der Ovarialkarzinomzelllinien

DalR VEGF nicht ausschlie3lich auf Endothelzellenfledss nehmen kann, zeigt beispielsweise
eine Arbeit von Price, Miralem, Jiang et al., inleter ein Invasivitat steigernder Effekt bei
Mammakarzinomzellen in vitro gefunden wurtBereits 1995 konnten Liu, Earl, Baban et al.
den VEGF-Rezeptor KDR in Melanomzelllinien nachweis Diese reagierten auf exogenes
VEGF mit einer Proliferationssteigerufiy.Auch fiir IL-6 wird von Ara T, Song L, Shimada H
et al. eine Proliferationssteigerung bei Neuroblastelllinien beschriebelt® Fur IL-8 wurden
ebenfalls Wirkungen auf Tumorzellen nachgewiesea.Adbeit von Xu L. und Fidler 1.J. zeigte
eine Proliferationssteigerung nach rekombinanter@ ih Hey-A8-Ovarialkarzinomzelllinieh*

In unseren Untersuchungen konnte nach VEGF-, | IL-8-Zugabe keine Anderung des
Proliferationsverhaltens festgestellt werden. Ditdgschiede zu den Ergebnissen der Literatur
konnten in den unterschiedlichen Zellarten begrtiidgen. Entgegen der Arbeit von Xu und
Fidler an Hey-A8-Zellen hatte IL-8 keinen Einfluasif die Proliferationsrate der Zelllinien
CAQV-3, OVCAR-3 und SKOV-3. Dies legt die Vermutunghe, dass es hier unterschiedliche

Ovarialkarzinomtypen mit entsprechend unterschibeélin Rezeptorbesatz gibt.

Anders als in der o0.g. Arbeit von Price, Miralerignd) et al. an Mammakarzinomzellen war in
unseren Untersuchungen die Zugabe von VEGF nichtden Lage die Invasivitat der
Ovarialkarzinomzellen in vitro zu erhdhen. Auch rhecheint es Abweichungen zwischen

verschieden Tumorzelltypen zu geben, die keineealkgnguiltige Aussage zulassen.

Die Tatsache, dass erhdhte VEGF- und IL-8-Spiegeémer schlechteren Prognose und hohem
Tumorstadium beim Ovarialkarzinom einhergefh¥rscheint also nicht in einer Wirkung auf das
Verhalten der Tumorzellen begriindet. Vielmehr wdreses durch die VEGF- und IL-8-

vermittelte Neovaskularisation erklarlich.

Ob diese erhobenen in vitro- Untersuchungen auéhd@uin vivo- Verhaltnisse Ubertragen
werden konnen muf3 offen bleiben, da die Zellkukusuche keinerlei Wechselwirkungen mit

der Tumorumgebung und den Tumorgefal3en abbildenetdn

4.5 Der Einfluss der Hypoxie auf die Expression von VIEGIL-8 und IL-6 in

den Ovarialkarzinomzelllinien

Bereits 1992 wurde von Shweiki, Itin, Soffer etlkmschrieben, dass VEGF durch Hypoxie
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induzierbar isf® Wahley, Brody, Knapp et al. zeigten 1995 an Kokmaknomzellen, daR
Hypoxie mit erhéhter VEGF- Expression korreliertDie Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
stimmen insofern mit der Literatur tUberein. Die ersuchten Zelllinien CAOV-3, OAW-42,
OVCAR-3 und SKOV-3 bildeten unter Hypoxie verstalKEGF. Fir SKOV-3 war diese
Erh6hung allerdings nicht signifikant. Fur die arete Zelllinien zeigten sich signifikante
Erh6hungen nach 48 bzw. 72 Stunden. Es scheinttsmmch fur Ovarialkarzinomzellen zu
gelten, dass unter hypoxischen Bedingungen vetst#kGF gebildet wird, um eine
Hypervaskularisation zu erzielen, welche wiederwan @achsenden Tumor mit Sauerstoff und
Nahrstoffen versorgt. Auf3erdem wird dem Tumor veugebildeten und hyperpermeablen
GefalRen die Moglichkeit der hdmatogenen Metastasipgegeben. Somit wirden ausgedehnte
hypoxische Areale mit einer gesteigerten VEGF -—Bilgl und damit mit progressiverem

Tumorwachstum und einer erhdhten Metastasieruregkoatelieren.

Auch fur IL-6 wurde bereits 1995 von Yan, Trittoingky et al. eine Induzierbarkeit durch
Hypoxie in Endothelzellen und in glatten Muskelerllbeschriebeti® In der vorliegenden
Arbeit konnte in keiner der untersuchten Zellliniene IL-6-Erh6hung unter Hypoxie
beobachtet werden. In den CAOV-3-Zellen flhrte Higoxie sogar zu einer starken IL-6-
Reduktion. Interessanterweise war bei dieser Aallauch unter Einfluss von VEGF eine starke
IL-6-Repression zu beobachten. Moglicherweise isstlid-6-Reduktion unter Hypoxie ebenfalls
VEGF vermittelt, welches wiederum durch Hypoxiedrhwird. Warum diese Beobachtungen
nur bei CAOV-3 zu finden sind, misste durch weiterénde Untersuchungen dieser Zelllinie

geklart werden.

Als proangiogenetischer Faktor wird auch fir IL-Biee Induzierbarkeit durch Hypoxie in
verschiedenen Zelltypen beschrieben. Hierunteretinglch auch eine Arbeit von Xu, Xie,
Mukaida et al., welche diesen Effekt bei Ovariatkaomen beschreibt. Hierbei wurden die
Zelllinien SKOV-3 und Hey-A8 verwandt’

In den von uns untersuchten Zellen konnte Hypoxi&einer Erhéhung der IL-8-Konzentration
fuhren. Eine IL-8-Erhéhung unter hypoxischen Bedimgen wéare zumindest insofern erklarlich,
als dass es ebenso wie VEGF proangiogenetisch witkt damit auch unter Hypoxie ein
synergistisches Verhalten zu erwarten ware. Dasmaerer Arbeit IL-8 nicht wie VEGF nach
Hypoxie signifikant erhéht messbar war, konnte dafandeuten, dass es im Ovarialkarzinom

bezuglich der Angiogenese moglicherweise eine remfuipete Rolle spielt.
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4.6 Zukunftsaussichten: Hemmung der Angionese durch ¥H&hibition

Wie in der Einleitung beschrieben, bendétigen maigihumoren fur Wachstum und
Metastasierung die Bildung neuer BlutgefalBe. Undem Aspekt, dass physiologische
Angiogenese beim Erwachsenen bis auf wenige Auseah{Reproduktionszyklus der Frau,
Wundheilung) nicht vorkommt, stellt die Hemmung dgrgiogenese einen innovativen Ansatz
in der Tumortherapie dar. Die Endothelzellen in Dugefalen bilden das Ziel der
antiangiogentischen Therapie. Das Tumorwachstuiniber mangelnde GefalZneubildung und
resultierender Minderversorgung gehemmt werden. aVegeiner besonderen Rolle als
Hauptregulator der Angiogenese wurden verschieddp@F-Antagonisten entwickelt und in
Phase I[-1ll-Studien als Monotherapie und als Korabonstherapie mit verschiedenen

Chemotherapeutika getestet.

Im Maus-Modell mit subkutan implantierten humanenmbrzelllinien konnte durch die
Applikation ~ von  Anti-VEGF-Antikorpern (rhuMab  VEGF) eine  70-95%ige
Wachstumshemmung sowie eine geringere Blutgefafdidar Tumoren erreicht werden. In-
vitro-Experimente konnten keine Wirksamkeit der iRdtper auf das Wachstum von
Tumorzellen aufzeigeht® Im Lebermetastasenmodell der Kolonkarzinomlinie -fAMeigte sich
bei den Mausen, welche mit anti-VEGF-Antikorperméedelt wurden, eine Reduktion von
Grosse und Anzahl der Lebermetastasén.

Eine Substanz zu der inzwischen Phase llI-Studaeifeh ist Aflibercept (Sanofi-Aventis und
Regeneron Pharmaceuticals) , auch genannt VEGFE-Diages Molekil stellt einen I6slichen
Rezeptor dar, der aus VEGF-Rezeptor 1 und VEGF{Rez2-Anteilen besteht und spezifisch
VEGF bindet und damit inhibiett”

Der monoklonale anti-VEGF Antikorper Bevacizumabgatin®; Genentech) und die VEGF-
Rezeptor Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) PazopanWotfient, GlaxoSmithKline), Sorafenib
(Nexava®, Bayer/ Onyx) und Sunitinib (Sutedt Pfizer) wurden fir den klinischen Gebrauch

zugelassen.

Der anti-VEGF-Antikorpern Bevamizumab (Avastin Genentech) wurde nach den klinischen
Studien fur die Kombinationsbehandlung mit Chemiatpeutika fur die Therapie von
kolorektalen Karzinomen, nichtkleinzelligen Brormalkiarzinomen und metastasierten

Mammakarzinomen zugelassén*

VEGF-Rezeptor-Antagonisten wie SU 11248 (Sunitinitfizer), Bay 43-9006 (Sorafenib,
Bayer), Pazopanib (GlaxoSmithKline), PTK 787 (Na&f ZK 222584 (Schering), SU 5416
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(Sugen) und SU 6668 (Sugen) inhibieren in praktimen in-vivo-Modellen und Phase I- Studien
Tumorwachstum und erhéhen die UberlebensZ&it* Die klinischen Studien ergaben
Responseraten von sporadischem Ansprechen bis tirb0z %, bei relativ gemaligten

NebenWirkungeﬁ?B» 130-136

Der TKI Sorafenib wurde fir die Monotherapie beiti@aten mit Nierenzellkarzinomen und
Hepatozelluldren Karzinomen zugelas$€n**®Sunitinib, ebenfalls ein TKI, wird auch klinisch
fur die Therapie des Nierenzellkarzinoms verwenifet.

Zur Anwendung von Angiogenese-Inhibitoren beim @lkarzinom gibt es ebenfalls mehrere
aktuelle Studien. Beispielsweise wurde Bevacizurafsh Monotherapie in Phase Il-Studien
untersucht. Es wurden Ansprechraten von 8-21% bieben’*® ***Ebenfalls mit Bevacizumab
erfolgten Phase-II- Studien in Kombination mit Galatin und Paclitaxel. Hierin konnte die
Sicherheit der Kombinationstherapie gezeigt werdeén:** Eine Phase-IlI-Studie zur second
line-Therapie mit Carboplatin/ Paclitaxel mit unthe Bevacizumab ist aktuell in Arbeit (GOG-
213). Zwei weitere Phase-lll Studien- GOG-0218 U@DN7- untersuchen die first-line-
Therapie mit Platin/Taxan-Standardchemotherapie unidi ohne Bevacizumab. Die ersten
Ergebnisse wurden 2010 im Rahmen von KongresserG(GZ18 beim ASCO in Chicago und
ICON7 beim ESMO in Mailand) prasentiert. Beide $¢ndkommen zu dem Ergebnis, daf3 die
Zugabe von Bevacizumab das progressionsfreie (hmrlem etwa 1,5-3 Monate erhoht. Die

endgultigen Ergebnisse werden 2012 erwartet.

Das unterschiedliche Ansprechen der verschiedenemofspezies auf Mono- bzw.
Kombinationstherapie mit Angiogenesehemmern ledienalass die Tumorangiogenese ein
komplexerer Vorgang ist, als nach den prakliniscliggebnissen angenommen wurde und
welche weitere Untersuchungen notwendig macht. SEsamzunehmen, dass hierbei weitere
Faktoren eine Rolle spielen und die VEGF- vernt#télngiogenese beeinflussen. Hierbei muss
insbesondere auch auf inflammatorische Einflussedan Tumorumgebung Augenmerk gelegt
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedodhass die Wechselwirkungen von
inflammatorischen  Mediatoren und VEGF nicht einmdlei den beobachteten

Ovarialkarzinomzelllinien homogen sind.
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5 Zusammenfassung

Viele Tumoren sind durch das Vorhandensein ein&zieadlichen Umgebung mit Leukozyten,
Lymphozyten oder tumor-assoziierte Makrophagen igekeichnet. Dieses entziindliche Milieu
schafft durch die Produktion von Zytokinen, Wachsstaktoren, Chemokinen, Proteasen und
angiogenetischen Faktoren eine das Tumorwachstginbggende Umgebung. Die beteiligten
Faktoren, u.a. VEGF, kdnnen jedoch auch von denofeefien selbst z.B. unter dem Einfluss

von Hypoxie gebildet werden.

Ziel dieser Arbeit war es die Interaktion zwischéBGF und Entziindungsmediatoren beim
Ovarialkarzinom mittels Zellkulturversuchen an déwarialkarzinomzelllinien SKOV-3,

OVCAR-3, OAW-42 und CAOV-3 genauer zu beleuchtea,e$ sich beim Ovarialkarzinom
meist um hypervaskularisierte Tumoren handelt, nelin fortgeschrittenen Stadien haufig
groBe Mengen Aszites bilden. Es wurde angenommass dem VEGF als Faktor mit hoher
angiogenetischer Potenz und Gefal3permeabilitdthertdier Wirkung, hinsichtlich Wachstum
und v .a. der Entstehung des malignen Aszites @varialkarzinom, eine besondere Rolle

zukommit.

Die ELISA-Untersuchungen konnten ein heterogengwdssionsmuster fur VEGF, IL-8, IL-6,
IL-10 und TNF-alpha in den unterschiedlichen Zeidn zeigen. Wahrend VEGF von allen
Zelllinien gebildet wurde, konnten I1L-10 und TNFah& tberhaupt nicht nachgewiesen werden.

Die Zugabe von IL-f, IL-10, IL-8, IL-6, TGFf und TNFa wirkte sich in den einzelnen

Zelllinien unterschiedlich auf die VEGF- Konzeniost aus. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass proinflammatorische Mediatotiae Erhdhung des VEGF bewirkten, wéahrend
das entztindungshemmende IL-10 keine Wirkung zelgjees fuhrt zu der Annahme, dass die
Angiogenese im Ovarialkarzinom durch inflammatdies®@otenstoffe aus dem Stroma angeregt

werden kann.

Hinsichtlich des Proliferationsverhaltens liel3 sichkeiner der untersuchten Zelllinien eine
Veranderung unter dem Einfluss von VEGF, IL-8 dde8 feststellen. Auch die Invasivitat oder
das Migrationsverhalten konnte durch VEGF nichtifféesst werden. Die Tatsache, dass
erhohte VEGF- und IL-8-Spiegel mit einer schleaatePrognose und hohem Tumorstadium
beim Ovarialkarzinom einhergehen, scheint alsotrpaimar in einer Wirkung auf das Verhalten
der Tumorzellen begrindet. Vielmehr wére diesescidutie VEGF- und IL-8-vermittelte

Neovaskularisation erklarlich.

Unter dem Einfluss von Hypoxie kam es zu einer Bumyy der VEGF- Konzentration, wéahrend
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fir IL-8 keine signifikanten Anderungen festgestelurden. Fir IL-6 konnte bei CAOV-3 nach
Hypoxie sogar eine deutliche Abnahme der Konzeantraterzeichnet werden.

Es scheint somit auch fur Ovarialkarzinomzellergelien, dass unter hypoxischen Bedingungen

verstarkt VEGF gebildet wird, um eine Hypervaskigiion zu erzielen und Tumorwachstum
und Metastasierung zu begunstigen.

Unter dem Aspekt, dass physiologische Angiogenesm fErwachsenen nur selten vorkommt
und ein maligner Tumor fur sein Wachstum die Bilglureuer Blutgefal3e benottigt, stellt die
Hemmung der Angiogenese einen innovativen Ansatzdér Tumortherapie dar. Ein
unterschiedlich gutes Ansprechen verschiedener Tspeaies auf Mono- bzw.
Kombinationstherapie mit VEGF- Inhibitoren legt ealdass die Tumorangiogenese ein sehr
komplexer Vorgang ist, welcher weitere Untersuclaimgotwendig macht. Hierbei sollte auch
auf inflammatorische Einflisse aus der TumorumgghAimgenmerk gelegt werden.
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