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1 Einleitung 

 

1.1 Tumor, Entzündung und Angiogenese 

 

1.1.1 Tumor und Entzündung 

Entzündliche und maligne Erkrankungen stehen auf verschiedenste Weise miteinander in engem 

Zusammenhang. Beispielsweise tragen entzündliche Veränderungen zur Entstehung maligner 

Tumoren bei. Hier seien die durch Papillomaviren hervorgerufene Entzündung der Zervix mit 

möglicher Folge des Zervixkarzinoms, die Helicobacter pylori- induzierte Gastritis mit 

möglichem Magenkarzinom oder das chronisch entzündete Bronchialepithel bei Asbestose oder 

Zigarettenrauchexposition mit nachgewiesen erhöhter Karzinomrate genannt.1 Die Reaktion des 

Organismus auf maligne und entzündliche Prozesse weist in vielerlei Hinsicht Parallelen auf. So 

sind viele Tumoren durch eine entzündliche Umgebung gekennzeichnet.2 Sowohl das Stroma als 

auch der Tumor selbst enthalten Leukozyten, Lymphozyten oder Tumor-assoziierte 

Makrophagen.3 Dadurch wird eine günstige Umgebung für das Tumorwachstum geschaffen. 

Dies erfolgt z.B. durch die Produktion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Chemokinen, 

Proteasen und angiogenetischen Faktoren.4 Diese Faktoren, wie beispielsweise Tumor Nekrose 

Faktor-α (TNF-α), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), Transforming 

Growth Faktor-β (TGF-β), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) u.v.m. können jedoch 

auch von den Tumorzellen selbst gebildet werden.5 Das durch all diese Einflüsse geschaffene 

entzündliche Netzwerk in der Tumorumgebung beeinflusst Wachstum, Proliferation, 

Differenzierung und Migration von Tumorzellen. Einige Zytokine können direkt proliferativ auf 

Tumorzellen wirken, wie es bei IL-6 und hämatologischen Malignomen6, bei IL-1 und 

Magenkarzinomen7 sowie myeloischer Leukämie oder bei IL-8 und Melanomen8 beobachtet 

wurde. Auch VEGF konnte in einer Studie von Price et al. die Invasivität vom 

Mammakarzinomzellen in vitro erhöhen.9 Eine weitere Fähigkeit entzündlicher Proteine ist die 

Induktion von Proteasen. Diese könne den Umbau von Extrazellularmatrix (ECM) bewirken und 

so die Invasion von Entzündungs-, Endothel- und Tumorzellen und damit auch Tumorwachstum, 

-invasion und -metastasierung ermöglichen.10 

Ein weiterer wichtiger Mechanismus bei inflammatorischen und malignen Erkrankungen ist die 

Angiogenese.11 Zum einen stimulieren viele der entzündlichen Zytokine wie TNF-α12, IL-113 
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oder IL-614 angiogenetische Faktoren wie VEGF, zum anderen wirken manche Zytokine selbst 

angiogenetisch, z.B. IL-815 oder TGF-β.16 Außerdem ist auch der stärkste Angiogenese- 

Stimulus die Hypoxie, sowohl in der Umgebung von Wunden als auch von Tumoren zu 

finden.17, 18 

 

1.1.2 Angiogenese 

Blutgefäße können durch zweierlei Mechanismen entstehen. Zum einen durch Vaskulogenese 

(de novo-Bildung aus Vorläuferzellen) und zum anderen durch Angiogenese (ausgehend von 

bestehenden Gefäßen).19 Dieser Prozess beinhaltet den lokalen Umbau von Extrazellularmatrix 

(ECM) und der Basalmembran durch Proteasen, Proliferation, Migration und Gewebeinfiltration 

von Endothelzellen und die Formierung zu Kapillarsystemen.20, 21 Außerdem kommt es während 

der Tumorangiogenese zu einer Erhöhung der Gefäßpermeabilität, die eine Proteinextravasation 

ermöglicht.22, 23 Die Entstehung von Blutgefäßen ist ein essentieller Bestandteil von 

physiologischen und pathologischen Prozessen im Organismus. Physiologische Gefäßbildung 

findet man während der Organentwicklung und Differenzierung der Embryogenese in Form von 

Vaskulogenese. Beim Erwachsenen findet die Angiogenese nur noch bei wenigen 

physiologischen Vorgängen, wie der Wundheilung und während des weiblichen Zyklus in 

Uterus und Ovar statt. Pathologische Prozesse, die Angiogenese beinhalten, umfassen hingegen 

eine Vielzahl von Erkrankungen. Zu diesen zählen z.B. die proliferative Retinopathie, die 

altersbedingte Makuladegeneration (AMD), die rheumatische Arthritis, Psoriasis und schließlich 

die Tumorangiogenese.24 

Bei der Tumorangiogenese verhält sich der Tumor wie ein wachsendes Organ. Um die 

Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen für das wachsende Gewebe zu gewährleisten, 

benötigt der Tumor die Fähigkeit Blutgefäße zu bilden. Ferner erhält er so die Möglichkeit, 

Tumorzellen in den systemischen Kreislauf zu entlassen um später Metastasen aussiedeln zu 

können.24, 25 Außerdem können über die verstärkte Vaskularisation mehr Immunzellen den 

Tumor erreichen, die dann wiederum selbst angiogenetische Faktoren bilden können. Zu den 

potentiellen Regulatoren der Angiogenese zählen u.a. Fibroblast Growth Factor (aFGF, bFGF), 

TGF-β, TNF-α, Prostaglandin E2 (PGE2) und IL-8.24, 26 Die herausragende Rolle unter all diesen 

Stimuli nimmt jedoch sowohl unter physiologischen, als auch pathologischen Bedingungen das 

VEGF ein.27, 28 
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1.1.2.1 VEGF als Mediator der Angiogenese 

Bei der Bildung neuer Blutgefäße nimmt VEGF eine zentrale Rolle ein. Seine proliferative 

Wirkung bezieht sich hauptsächlich auf die Endothelzellen,29 obwohl auch Wirkungen auf  

andere Zellen beschrieben wurden. Dazu zählen Proliferationssteigerung bei Lymphozyten,30 

Retinapigmentepithelzellen,31 Schwannzellen32 und auch Effekte auf Tumorzellen wurden 

beschrieben. Beispielsweise kann es die Invasionsfähigkeit von Mammakarzinomzellen erhöhen 
9 und auch ein möglicher autokriner Wirkmechanismus bei VEGF- Rezeptor expremierenden 

Ovarialkarzinomen wurde tituliert.33 

Ferner ist VEGF essentiell für die Vaskulogenese während der Embryonalentwicklung. Der 

Verlust eines VEGF- Allels führt im Maus-Modell zu gravierenden Fehlentwicklungen der 

Gefäße und zum Tod des Embryos zwischen dem 11. und 12. Tag.34, 35 Bei fehlendem VEGF- 

Rezeptorgen sterben die Embryos bereits zwischen Tag 8,5 und 9,5.36, 37 

Weitere pro- angiogenetische Wirkungen des VEGF sind neben der 

Endothelzellproliferationssteigerung, die Induktion von Proteasen, welche die Zellmigration und 

damit auch die Angiogenese ermöglichen. Außerdem erhöht VEGF die Lebensdauer bestehender 

Gefäße 38 und erhöht die Gefäßpermeabilität. So wird VEGF in hohem Maße im Aszites von 

Aszites bildenden Tumoren gefunden.22, 39  

Während des Tumorwachstums ist VEGF außerdem in der Lage, die Vaskulogenese einzuleiten, 

indem es chemotaktisch auf Endothelprogenitorzellen im Knochenmark wirkt.40, 41 Über eine 

vermehrte Bildung von vasoaktiven Substanzen wie Stickstoffmonooxid oder Prostacyclin durch 

VEGF kann ferner eine Vasodilatation mit resultierendem erhöhten Blutfluss bewirkt werden.42 

Eine weitere Eigenschaft des VEGF besteht darin, dendritische Zellen in ihrer Differenzierung 

zu blockieren. Daraus resultiert eine insuffiziente Antigenpräsentation von Tumorantigenen, was 

wiederum zu einer so genannten Immuntoleranz des Tumors führen kann.43  

Da, wie zuvor beschrieben, Tumoren die Bildung neuer Gefäße für ihr Wachstum benötigen, 

wird die VEGF- mRNA von den meisten Tumorarten überexprimiert.44-47 Verschiedene Studien 

haben gezeigt, dass hohe VEGF- Level mit erhöhter Tumoraggressivität, gesteigerter 

Metastasierung und dadurch mit schlechter Prognose einhergehen.48, 49 

 

Das VEGF- Gen  und seine Proteinstruktur 

Das VEGF- Gen ist auf Chromosom 6p21.3 lokalisiert 50 und umfasst 8 exons, die ca. 14 kb 
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umspannen.51 Es gehört zur Platelet-derived Growth Factor (PDGF)- Superfamilie.52 

Durch alternatives Splicen werden nach heutiger Erkenntnis sechs Isoformen gebildet, deren 

Länge zwischen 121 und 206 AS variiert die sich in ihrem Bindungsverhalten und ihrer 

biologischen Aktivität unterscheiden.51-55 

Alle Isoformen bilden kovalent verbundene Homodimere von etwa 45kDa.27 

 

VEGF-Expression 

Viele Zytokine und Wachstumsfaktoren besitzen die Fähigkeit VEGF- mRNA zu induzieren. Zu 

ihnen gehören u.a. Fibroblast Growth Factor 4 (Fgf-4), PDGF, TNF-α, TGFα/β, Keratinocyte 

Growth Factor (KGF), IL-1α/β,IL-6 u.v.m..12-14, 56-59 Den stärksten Stimulus stellt jedoch die 

Hypoxie dar, wie sie oft im Bereich nekrotischer Areale maligner Tumoren zu finden ist.60, 61 

Alle anderen Mitglieder der VEGF- Gruppe sind nicht durch Hypoxie induzierbar, so dass 

anzunehmen ist, dass VEGF hauptverantwortlich für Hypoxie induzierte Neovaskularisation 

ist.62, 63 Hypoxie beeinflusst nicht nur die VEGF- Transkription, sondern auch die Stabilität der 

VEGF- mRNA.64 

 

VEGF-Splice Varianten 

Bisher wurden sechs Isoformen des VEGF-Proteins beschrieben (121-206 AS).51-55 Sie entstehen 

durch alternatives Splicen der mRNA und unterscheiden sich durch das Vorhandensein von 

Sequenzen der Exons 6 und 7.65  

Die am meisten vertretene Isoform VEGF 165 ist ein ca. 45 kDa Homodimer mit basischem 

Charakter und mäßiger Heparinaffinität. Es beinhaltet Sequenzen des Exons 7, diese fehlen bei 

der Isoform VEGF 121 und machen es zu einem schwach sauren, nicht Heparin- bindenden 

Molekül.29 

VEGF 121 wird von den Zellen frei sezerniert, während VEGF 165 zu großen Teilen zell- und 

ECM-gebunden bleibt.66 

VEGF 189 und 206 beinhalten zusätzlich Exon 6 kodierte Sequenzen und sind durch eine starke 

Heparin- Affinität gekennzeichnet. Diese beiden Isoformen verbleiben vollständig in der ECM 

bzw. zu geringen Teilen an der Zelloberfläche gebunden.55, 66  
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VEGF-verwandte Proteine 

VEGF stimmt in ca. 20% der AS-Sequenzen mit PDGF überein.52 Zur VEGF/PDGF-Familie 

gehören weiterhin Placental Growth Factor (PlGF),67 VEGF-B, VEGF-C,68 VEGF-D69 und 

VEGF-E.70 PlGf bindet Heparin, Neuropilin-171 und VEGFR-1.72 VEGF-B bindet an  VEGFR-1 
73 und Neuropilin-1 74 und steigert die Expression von uPA und Plasminogen Inhibitor und spielt 

somit evtl. eine Rolle bei Matrixuntergang-, Zelladhäsions- und Migrationsvorgängen. VEGF-C 

und -D binden VEGFR-3 aber auch -2 und besitzen beide proliferationssteigernde Wirkungen 

auf Endothelzellen in vitro.75, 76 VEGF-C spielt hauptsächlich eine Rolle in der Entstehung von 

Lymphgefäßen,77 VEGF-D könnte neben der Lymphangiogenese eine Rolle bei der Entwicklung 

der Lunge spielen.78 Ebenfalls Homologien zum VEGF zeigen Proteine der sogenannten VEGF-

E-Gruppe, die vom orf- Virus kodiert werden. Dieses gehört zur Gruppe der Parapox- Viren und 

befällt hauptsächlich Ziegen und Schafe, nur selten Menschen. Sie binden VEGFR-2 und 

scheinen ebenfalls sehr potente Stimuli der Endothelzellproliferation zu sein. Durch Infektion 

mit dem orf- Virus hervorgerufene Hautläsionen sind durch massive Endothelproliferation und 

Gefäßdilatation gekennzeichnet.70, 79 

 

VEGF-Rezeptoren 

Die VEGF- Rezeptoren VEGFR-1 bis -3 gehören zu den Rezeptoren mit Tyrosinkinase-

Aktivität. Sie sind charakterisiert durch sieben extrazellulär gelegene, Immunglobulin (Ig) -

ähnliche Areale, einer Membranregion und dem intrazellulären Tyrosinkinase-Area.80-82 

Die höchste VEGF- Affinität besitzt VEGFR-1 (= Flt-1), jedoch wird durch den phosphorilierten 

VEGFR-1 keine direkte Wirkung auf Proliferation, Migration oder Zytoskelett erzielt. 

Eine geringere Affinität zu VEGF besitzt VEGFR-2 (=KDR). Dieser Rezeptor übermittelt 

beinahe alle bekannten VEGF-Funktionen, wie Endothelzellproliferation, Chemotaxis u.v.m.83-85 

VEGFR-3 (= Flt-4) befindet sich fast ausschließlich auf lymphatischen Gefäßen und bindet 

VEGF-C und –D, jedoch kein VEGF.82, 86, 87 

Ein weiterer VEGF- bindender Rezeptor ist das Neuropilin-1. Dieser spielt eine Rolle als Co-

Rezeptor für VEGF 165, indem er die Bindung an VEGFR-2 und seine Bioaktivität erhöht. Bei 

Zellen, die nur Neuropilin-1 ohne VEGFR-2 exprimieren konnte keine VEGF 165-Wirkung 

beobachtet werden.88 

Einen Überblick über die verschiedenen VEGF- Rezeptoren und deren Liganden bietet folgende 
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Tabelle: 

Rezeptor Ligand 

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

Tabelle 1) Überblick VEGF- Rezeptoren und Liganden 

 

Heparin und Heparansulfatproteoglycane 

Heparin und Heparansulfatproteoglycane verbessern die Bindungsfähigkeit von VEGF 165 an 

VEGFR-2, inhibieren jedoch die Bindung an VEGFR-1. Die Heparin bindenden VEGF- Formen 

können Heparansulfatproteoglycane (HSPG´s) in der ECM und an der Zelloberfläche binden und 

dort andere angiogenetische Faktoren wie bFGF freisetzen.89 

 

1.2 Das Ovarialkarzinom und Angiogenese 

Das Ovarialkarzinom ist eine der häufigsten gynäkologischen Neoplasien und hat unter diesen 

die höchste Mortalität. Etwa zwei Drittel der Patientinnen befinden sich bei Diagnosestellung 

bereits in fortgeschrittenen Stadien.90 Wie viele andere Malignome ist auch das Ovarialkarzinom 

meist hypervaskularisiert, die Gefäßdichte korreliert mit der Aggressivität des Tumors.91  In 

fortgeschrittenen Stadien bilden Ovarialkarzinome häufig große Mengen Aszites und peritoneale 

Metastasen.92 Es wird davon ausgegangen, dass dem VEGF als Faktor mit hoher 

angiogenetischer Potenz und Gefässpermeabilität erhöhender Wirkung, hinsichtlich Wachstum 

und v.a. der Entstehung des malignen Aszites beim Ovarialkarzinom, eine besondere Rolle 

zukommt.93-97 Bereits unter physiologischen Bedingungen reguliert VEGF die 

Neovaskularisation des Corpus luteum im Rahmen der Follikelreifung und bildet damit eine der 

wenigen Situationen, bei denen Angiogenese im erwachsenen Organismus vorkommt.98 

Verschiedene Studien konnten häufiger erhöhte VEGF-Konzentrationen im 

Ovarialkarzinomgewebe im Vergleich zu normalen Ovarien aufzeigen. Die Überexpression von 

VEGF korrelierte mit einer schlechteren Prognose.96, 99 
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In einer Studie mit inhibitorischen anti-VEGF-Antikörpern an Mäusen wurden den Tieren 

SKOV-3-Ovarialkarzinomzelllinien subcutan bzw. intraperitoneal implantiert. Es zeigte sich, 

dass in der Gruppe mit subcutan implantierten Tumoren der VEGF-Antikörper das 

Tumorwachstum inhibieren konnte. In der Tiergruppe mit intraperitonealer Tumorimplantation 

konnte durch die Antikörper eine komplette Inhibition des Aszites und eine Verlängerung der 

Überlebenszeit erreicht werden. Nach Absetzen der Antikörpertherapie kam es bei den Tieren zu 

erneuter Aszitesbildung und Kachexie. Bezüglich des Tumorwachstums konnte somit nur eine 

partielle Inhibition erreicht werden.99, 100  

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine essentielle Rolle des VEGF bei der Entstehung von malignem 

Aszites beim Ovarialkarzinom anzunehmen ist. Für die intraperitoneale Karzinomatose müssen 

jedoch auch VEGF- unabhängiges Wachstum und weitere, für die Angiogenese bedeutsame 

Faktoren diskutiert werden.  

Eine kürzlich erschienene Studie konnte zeigen, daß bei Patientinnen mit fortgeschrittenen 

Ovarialkarzinomen, die nicht auf eine platinhaltige Chemotherapie angesprochen hatten, eine 

signifikant erhöhte VEGF-Expression im Tumorgewebe vorlag. In der Platin-sensiblen 

Kontrollgruppe war hingegen keine erhöhte VEGF-Bildung im Tumorgewebe nachweisbar. 

Somit könnte die Expression von VEGF außerdem ein Prognosefaktor für das Ansprechen auf 

ein Platin-haltiges Chemotherapie-Regime sein. Besonders bei den Patientinnen mit erhöhter 

VEGF-Bildung könnte dann eine antiangiogenetische Therapie von hohem Wert sein.101 

Hinsichtlich der großen epidemiologischen Bedeutung und schlechten Prognose des 

Ovarialkarzinoms kommt dem besseren Verständnis der Angiogeneseregulation ein hoher 

Stellenwert zu. Vor allem aber auch die Frage nach therapeutischen Optionen mittels 

Angiogenesehemmung, zumindest in Form von palliativer Aszitesbekämpfung, macht ein 

besseres Verständnis der Angiogenesevorgänge im Ovarialkarzinom unerlässlich. 
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1.3 Fragestellung 

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Zellkulturversuchen an Ovarialkarzinomzelllinien die 

Regulation verschiedener inflammatorischer Zytokine und des VEGF hinsichtlich Expression 

und gegenseitiger Wechselwirkung, sowie die Wirkung von Hypoxie auf diese Zytokine 

untersucht. Ferner wurde der Einfluss des VEGF auf das Proliferations-, Invasions- und 

Migrationsverhalten der Karzinomzellen kontrolliert. 

 

� Welche Basisexpressionen der Zytokine VEGF, IL-8, IL-6, TNF-apha und IL-10 finden 

sich in den unstimulierten Ovarialkarzinomzelllinien CAOV-3, OAW-42, OVCAR-3 und 

SKOV-3? 

� Wie wirken die Zytokine IL-1β, IL-10, IL-8, IL-6, TGF-beta und TNF-alpha auf die 

VEGF-Konzentration in den Ovarialkarzinomzelllinien? 

� Wie wirkt VEGF auf die Konzentration der Zytokine IL-8 und IL-6 in den 

Ovarialkarzinomzelllinien? 

� Welchen Einfluss hat VEGF auf das Proliferations-, Invasions-und Migrationsverhalten 

in den Ovarialkarzinomzelllinien? 

� Welchen Einfluss hat Hypoxie auf die untersuchten Zytokine in den 

Ovarialkarzinomzelllinien? 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material  

2.1.1 Zelllinien 

SKOV-3   Cell Lines Service, Heidelberg 

Seröses Karzinom des Ovars   
 

OVCAR-3   Cell Lines Service, Heidelberg 

Seröses Karzinom des Ovars   
 

OAW-42  Cell Lines Service, Heidelberg 

Seröses Karzinom des Ovars   
 

CAOV-3   WAK Chemie Medical GmbH, Bad Soden 

Seröses Karzinom des Ovars   

 

 

2.1.2 Chemikalien und Antikörper 

Bovines Serumalbumin (BSA)  Merck, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 

Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium (DMEM) 

 Bio Whittaker, Verviers, Niederlande 

Ethanol  Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande 

Foetales Kälberserum (FCS)  PAA Laboratories, Linz, AU  

Hypoxiegas (97% N2; 3% O2)  AGA Gas GmbH & Co KG, Hamburg 

L-Glutamin  Bio Whittaker, Verviers, Niederlande 

Interleukin 1ß (IL-1ß), 

rekombinant, human 

 R&D Systems, Wiesbaden 

Interleukin 6 (IL-6),  R&D Systems, Wiesbaden 



15 

rekombinant, human 

Interleukin 8(IL-8), 

rekombinant, human 

 R&D Systems, Wiesbaden 

Interleukin 10 (IL-10), 

rekombinant, human 

 R&D Systems, Wiesbaden 

Kristallviolett  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 

Monoklonaler anti-VEGF- 

Antikörper / biotinylierter anti-

VEGF- Antikörper 

 R&D Systems, Wiesbaden 

Monoklonaler anti-IL-6 

Antikörper/ biotinylierter anti-

IL-6 Antikörper 

 Endogen, Woburn, USA 

Monoklonaler anti-IL-8 

Antikörper/ biotinylierter anti-

IL-8 Antikörper 

 Endogen, Woburn, USA  

Monoklonaler anti-TNF-α 

Antikörper/ biotinylierter anti-

TNF-α Antikörper 

 Endogene, Woburn, USA  

Monoklonaler anti-IL-10 

Antikörper/ biotinylierter anti-

IL-10 Antikörper 

 Endogen, Woburn, USA  

MTT- Reagenz  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 

Natriumchlorid  Merck, Darmstadt 

Na2HPo4  Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 

NaH2Po4* H2O  Merck, Darmstadt 

Schwefelsäure  Merck, Darmstadt 

Streptavidin-Peroxidase  Roche, Mannheim 
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Tetramethylbenzidine (TMB) 

fertiglösung 

 ICN Biomedicals GmbH, Eschwege 

Transforming Growth Factor β 

(TGF-β) 

 R&D Systems, Wiesbaden 

Trypsin / EDTA – Lösung 

0,5% / 0,2% (w/v) in PBS 

(10-fach konzentriert) 

 Biochrom KG, Berlin 

Tumor-Nekrose-Faktor α 

(TNFα) 

 R&D Systems, Wiesbaden 

Tween 20  Serva, Heidelberg 

Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) 

 R&D Systems, Wiesbaden 

XTT- Reagenz  Roche, Mannheim  

   

 

2.1.3 Lösungen, Kulturmedien 

DMEM, serumhaltig: 500 ml DMEM 

 10 ml L-Glutamin 

 50 ml FCS 

 

DMEM, serumfrei: 500 ml DMEM 

 10 ml L-Glutamin 

10∗∗∗∗PBS 82,3 g Na2HPo4 

 23,5 g NaH2Po4 

 40 g NaCl → mit Aqua bidest. Auf 1000 ml auffüllen 
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10∗∗∗∗TBS 18 g Tris Base 

 137 g Tris HCl 

 175,6 g NaCl → mit Aqua bidest. auf 2000 ml auffüllen und 

auf pH 7,4 einstellen 

 

2.1.4 Verbrauchsmaterial 

Kanülen  B. Braun, Melsungen 

Kulturplatten-6-well mit 

Transwelleinsätzen 

 Corning Costar, Cambridge, USA 

Kulturplatten 96 well  Falcon – Becton Dickinson, Le pont de Claix, Frankreich  

Maxisorp-96-well-

Mikrotiterplatten 

 NUNC, Roskilde, Dänemark 

Objektträger  CSM, Phoenix,USA 

Parafilm  American National Can, Menasha, USA 

Petrischalen für Zellkultur  Falcon – Becton Dickinson, Le pont de Claix, Frankreich 

Pipettenspitzen ohne Filter  Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 

Pipettenspitzen mit Filter  Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf 

Zellkulturflaschen 75 cm2  Falcon – Becton Dickinson, Le pont de Claix, Frankreich 

Zellschaber   Corning Costar, Cambridge, USA 

 

2.1.5 Geräte 

Abzug  Captair, Düsseldorf 

Casy-Zellzählgerät  Schärfe Systems, Reutlingen 

Dampfsterilisator Varioclav  H+P Labortechnik, München 

Kulturkammer für Anaerobier  Billups, Rothenburg 
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Laborwaage  Sartorius, Göttingen 

Magnetrührer Variomag  H+P Labortechnik, München 

pH-Meter  Mettler, Schwerzenbach, Schweiz 

Photometer (Mikroplate-

Reader) 

 Bio-Tek Instruments, Winooski, USA 

Pipetboy  Integra Biosciences, Fernwald 

Pipetten  Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 

Reinstwasseranlage 

Elix 10 / MilliQPlus 

 Millipore, Eschborn 

Schüttler  Edmund Bühler, Tübingen 

Biometra, Göttingen 

Vortexer Reax 2000  Heidolph, Schwabach 

Waschgerät für 96-well-

Platten(Immunowash) 

 Bio-Rad,USA 

Wasserbad  GFL Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel 

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-42 und CAOV-3 wuchsen in 75 cm2-

Zellkulturflaschen in Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) mit 10% FCS. Die 

Inkubation im Zellkulturschrank erfolgte in wassergesättigter Atmosphäre bei 37°C und einem 

5%igen Volumenanteil CO2. Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Das 
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Kulturmedium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Bei nahezu vollständiger Konfluenz wurden die 

Zellen mit Trypsin gelöst und anschließend passagiert. Die entnommenen Zellen konnten 

daraufhin für Versuche verwendet werden. 

 

2.2.2 Versuchsanordnung 

2.2.2.1 Bestimmung der Basisexpression der untersuchten Zytokine in den 

Ovarialkarzinomzelllinien 

In der nach Trypsinierung und Zentrifugation gewonnenen Zellsuspension wurde mit dem Casy-

Cell Counter die Zellzahl bestimmt. Danach wurden die Zellen in der Konzentration 100.000 

Zellen/ ml, mit 200 µl pro well in die 96-well- Kulturschale eingesät.  Am zweiten Tag wurde 

das Kulturmedium gewechselt und anschließend 50µl Medium (serumhaltiges DMEM) in jedes 

well dazugegeben. Die Überstände wurden nach 24 Stunden geerntet und die Konzentrationen 

von VEGF, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-α wurde aus den Überständen mittels ELISA bestimmt 

(s.u.). Routinemäßig wurde die Zytokinkonzentration pro Milliliter Überstand gemessen. 

In einem Teil der Versuche wurde zur Kontrolle, ob eventuelle Konzentrationsunterschiede auf 

Schwankungen in der Zellzahl zurückzuführen waren, mit den im well verbliebenen Zellen ein 

MTT-Test zur Zellzahlbestimmung durchgeführt (s.u.). Hier wurde die Zytokinkonzentration pro 

1000 Zellen dargestellt. Bezüglich der Regulation der Zytokine ergaben sich bei beiden 

Versuchsreihen identische Ergebnisse. 

 

2.2.2.2 Wechselwirkungen zwischen den untersuchten Zytokinen in den 

Ovarialkarzinomzelllinien 

Die Zelllinien wurden wie unter 2.2.2.1. beschrieben trypsiniert, gezählt und ausgesät. Am 

zweiten Tag erfolgte der Mediumwechsel (DMEM mit FKS) und die Zugabe von 50µl der 

folgenden Zytokine ( Konzentration der Zytokinlösung in der Tabelle), sowie von 50µl Medium 

als Kontrolle: 
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Zytokin Konzentration der Lösung Endkonzentration 

Interleukin 1β (IL-1β) 5 ng/ml 1 ng/ml 

IL-6 500 ng/ml 100 ng/ml 

IL-8 50 ng/ml 10 ng/ml 

IL-10 50 ng/ml 10 ng/ml 

TNF-α 50 ng/ml 10 ng/ml 

TGF-β (c1) 25 ng/ml 5 ng/ml 

TGF-β (c2) 2,5 ng/ml 0,5 ng/ml 

VEGF 125 ng/ml 25 ng/ml 

Tabelle 2) Konzentrationen der zugefügten Zytokine im Versuch zu den Wechselwirkungen zwischen den 
Zytokinen in den Ovarialkarzinomzelllinien 

 

Die Überstände wurden nach 72 Stunden entnommen und mit dem ELISA die Konzentrationen 

von VEGF, IL-6, IL-8, TNF-α und IL-10 bestimmt. 

Traten bei diesem Untersuchung signifikante Veränderungen auf, so wurden weitere Versuche 

durchgeführt, und die Zytokinkonzentration in einer Zeitreihe über 24, 48 und 72 Stunden 

gemessen. 

 

2.2.2.3 Wirkung von Hypoxie auf die Ovarialkarzinomzelllinien 

Die nach Trypsinierung und Zentrifugation gewonnenen Zellen wurden gezählt. Anschließend 

wurden sie mit 200 µl pro well und einer Konzentration von 100.000 Zellen/ ml in die 96-well- 

Kulturschale ausgesät.  

Am zweiten Tag wurde das Kulturmedium gewechselt und in jedes well 50µl Medium 

hinzugefügt. Danach wurde die Schale in die Kulturkammer für Anaerobier verbracht und diese 

mit dem 97 % Stickstoff, 3% Sauerstoff -Hypoxiegas gefüllt. 

Die Kontrollen wurden ebenso behandelt, jedoch unter Normoxie gehalten. 
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Das Ernten der Überstände erfolgte nach 24, 48 und 72 Stunden.  

Die Konzentrationen von VEGF, IL-6 und IL-8 wurden aus den Überständen mittels ELISA 

bestimmt. 

 

2.2.3 ELISA 

Zur Bestimmung der Konzentrationen der verschiedenen Zytokine in den Überständen der 

betreffenden Zellkulturversuche wurde die ELISA-Technik genutzt.  

Prinzip des Sandwich- ELISA´s: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1a) Die spezifischen Antikörper binden an die Oberfläche der Mikrotiterplatte. Nach einer 
entsprechenden Inkubation wird das Substrat hinzugegeben 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1b) Die biotinylierten Antikörper binden ebenfalls an das Subtrat 
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. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1c) Streptavidinperoxidase wird hinzugegeben 

. 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Vorbereitung der Mikrotiterplatten: 

Zu Beginn wurden Maxisorp-96-well-Mikrotiterplatten mit 100 µl pro well des jeweiligen 

Antikörpers (anti-VEGF (0,5- 4 µg/ml), anti-TNF-α (2- 4 µg/ml), anti-IL-6 (1- 3 µg/ml), anti-IL-

8 (1- 3 µg/ml) und anti-IL-10 (2-6µg/ml), gelöst in PBS) beschichtet und für 24 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurde die Antikörperlösung dekantiert und mit 200 µl PBS mit 4% BSA in jedem well 

blockiert. Die Inkubationszeit betrug mindestens 2 Stunden. 

Anschließend wurden die Platten mit 400µl TBS mit 0,02% Tween 20 pro well gewaschen. 

 

 

BIOT BIOTBIOT
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Extinktion
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Durchführung des Assay`s: 

Eine Standardverdünnungsreihe des jeweiligen Zytokins bekannter Konzentration wurde 

angelegt und die zu messenden Proben wurden mit 50 µl pro well hinzugegeben. Die Inkubation 

erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. 

Am nächsten Tag wurden die Platten gewaschen (s.o.) und die biotinylierten 

Detektionsantikörper in PBS mit 2% BSA (anti-VEGF (0,25-2 µg/ml), anti-TNF-α (0,25-0,75  

µg/ml), anti-IL-6 (0,1-0,5 µg/ml), anti-IL-8 (0,05-0,1 µg/ml) und anti-IL-10 (0,25- 1µg/ml) mit 

je 100 µl pro well hinzugegeben. Es erfolgte die Inkubation von 2 Stunden und das 

anschließende Waschen der Platten (s.o.). 

Nun wurden pro well 100µl Streptavidin-Peroxidase mit einer Verdünnung von 1:25.000 in PBS 

mit 2% BSA hinzugefügt, für 45 Minuten inkubiert und die Platten erneut gewaschen (s.o.). 

Nach der Zugabe von 100 µl TMB- Fertiglösung pro well, trat nach etwa 10 bis 60 Minuten eine 

Blaufärbung der wells auf und die Reaktion wurde mit 100µl 0,5 N Schwefelsäure pro well 

abgestoppt. 

Die Messung der Extinktion erfolgte mittels Mikroplatten-Photometer (450nm, 

Referenzwellenlänge 690 nm). Anhand der Standardverdünnungsreihe wurde mit Excel eine 

Standardkurve erstellt, mit welcher sich die Konzentration der einzelnen Proben bestimmen ließ. 

 

2.2.4 MTT-Test 

Nach dem Ernten der Überstände, wie unter 2.2.2 beschrieben, wurden jedem well 100 µl 

Medium hinzugefügt und für eine Stunde inkubiert. 

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

Stunden. 

Nach Ablauf der Zeit wurden die Überstände entfernt, jedem well 100 µl DMSO hinzugegeben 

und mittels Photometer bei 540 nm (Referenzwellenlänge 690 nm) gemessen. 

Die zu bestimmenden Zellzahlen konnten nun anhand der Extinktionen, der zuvor mit definierter 

Zahl ausgesäten Zellen errechnet werden. 
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2.2.5 Proliferationsassay 

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

Konzentration von 30.000 Zellen/ml in 96-well-Kulturplatten ausgesät. In jedem well befanden 

sich 100 µl. Die Zellen wuchsen in DMEM( serumhaltig), welches nach 24 Stunden gewechselt 

wurde. Danach erfolgte die Zugabe von 50µl der Reagenzien mit nachfolgenden 

Konzentrationen b. z. w. Medium als Kontrolle. 

Zytokin Konzentration der Lösung 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/ml 

Tabelle 3) Konzentrationen de den Ovarialkarzinomzelllinien  zugefügten Zytokine im Proliferationsassay 

Nach weiteren 72 Stunden wurde zu jedem well die XTT-Reagenz (75 µl) hinzugegeben und 

nach einer Reaktionszeit von  4 Stunden erfolgte die Photometrische Messung bei einer 

Wellenlänge von 490 nm (Referenzwellenlänge 690 nm). 

Die Proliferationsrate wurde in Prozent vom Kontrollwert angegeben. 

 

2.2.6 Invasionsassay 

Die Transwelleinsätze (Porengröße 8 µm, Fläche 4,7 cm) der 6-well-Kulturplatten wurden mit in 

serumfreiem DMEM verdünntem (1mg/ml) Matrigel (675 µl pro well) beschichtet. Dabei war 

auf die ständige Kühlung der Arbeitsmittel mit Eis zu achten. Anschließend wurden die Platten 

für mindestens 60 Minuten bei 37°C inkubiert. 

Danach wurden die Membranen mit serumfreiem DMEM gespült und überschüssiges Matrigel 

abgesaugt. 

Die Zelllinien CAOV-3, OVCAR-3 und SKOV-3 wurden trypsiniert, zentrifugiert und auf eine 

Konzentration von 200.000 Zellen/ ml in serumfreiem Medium eingestellt. Von dieser 

Suspension wurden nun 1,5 ml ins obere Kompartiment gegeben, ins untere Kompartiment 2,5 

ml serumfreies Medium ohne Zellen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 150 µl VEGF- 

Lösung bzw. 150 µl Medium als Kontrolle in beide Kompartimente. 

Nach 72 Stunden wurde in beide Kompartimente MTT-Reagenz gegeben und für 4 Stunden 
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inkubiert. 

Nach Absaugen des Mediums wurden die invasiven Zellen an der Unterseite der Membran 

vorsichtig mit dem Zellschaber abgewischt, mit 200 µl DMSO gelöst und in eine 96-well-Platte 

überführt. Auch die nichtinvasiven Zellen im oberen Kompartiment wurden in 200 µl DMSO 

gelöst und in die 96-well-Platte überführt. Anschließend erfolgte die photometrische Messung  

mit dem Mikroplate- Reader bei 490 nm (Referenzwellenlänge 690nm). 

Bei der Auswertung konnte nun die Invasionsfraktion als Verhältnis zu den nicht invasiven 

Zellen, sowie die Invasionssteigerung als prozentuales Verhältnis zur Kontrolle bestimmt 

werden. 

 

2.2.7 Migrationsassay 

Vorbereitung des Objektträgers: 

Der Migrations- Objektträger wurde in eine 100mm Petrischale gestellt und in jedes well auf 

dem Objektträger 50µl Matrigel pipettiert.  

Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C wurde die wells mit 1% BSA in PBS blockiert und 

wiederum für 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde mit PBS 

gespült und auf jedes well 70 µl DMEM gegeben. 

Durchführung des Assays: 

Der zuvor autoklavierte und auf 4°C vorgekühlte Sedimentationsblock wurde nun vorsichtig auf 

den Objektträger aufgesetzt und mit einer Pipette in jedem Kanal aspiriert bis das Medium aus 

den wells den Rand des Kanals erreichte. 

Die Zelllinien OVCAR-3 und CAOV-3 wurden trypsiniert, zentrifugiert, gezählt und auf eine 

Konzentration von 400 Zellen pro µl eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden nun sehr 

vorsichtig und langsam 10 µl in jeden Kanal pipettiert. 

Die gesamte Petrischale blieb nun für eine Stunde auf Eis stehen und verblieb danach im 

Zellkulturschrank. 

Nach 24 Stunden wurde der Sedimentationsblock heruntergenommen, jedes well abgesaugt und 

64 µl Medium wieder hinzugefügt. Des Weiteren wurden zu jedem well 16 µl VEGF- Lösung 

(125 ng/ml → Endkonzentration 25 ng/ml) b. z .w. Medium als Kontrolle pipettiert. 

Alle 2 bis 3 Tage wurde ein Mediumwechsel mit und ohne VEGF durchgeführt. 
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Am 7. Tag nach Zellaussaat wurde dann das Medium abgesaugt, zu jedem well 20 µl 70% 

Ethanol dazugegeben und für 10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Anschließend wurde 

mit Kristalviolett gefärbt und nach 30 Minuten mit Wasser gespült. 

Die Messung der Migrationsgrenzen erfolgte mittels PC. 

 

2.2.8 Statistik 

Die Experimente wurden in drei unabhängigen Versuchen mit Doppelansätzen durchgeführt. Bei 

einigen aufwändigen Versuchen, die keine signifikanten Ergebnisse zeigten, wurde der Umfang 

auf zwei unabhängige Versuche mit Doppeltansätzen reduziert. 

Zur Prüfung der Signifikanz wurde der Student´s t-Test verwendet. Ab einem p-Wert von kleiner 

0,05 wurde Signifikanz angenommen. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Basisexpressionen der Zytokine in unstimulierten Ovarialkarzinomzell l inien 

In dieser Versuchsreihe wurden die Konzentrationen der verschiedenen Zytokine aus den 

Überständen der unstimulierten Zelllinien nach 24 Stunden bestimmt. Die Messung der 

jeweiligen Konzentrationen erfolgte mittels ELISA-Technik. 

3.1.1 Basisexpression von VEGF 

 

Abbildung 2) Basisexpression von VEGF in Ovarialkarzinomzelllinien (ELISA), gezeigt sind Mittelwert 
und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

Die Nachweisgrenze für VEGF lag bei 25 pg/ml, diese wird bei CAOV-3 knapp erreicht, bei 

allen anderen überschritten. Unter den untersuchten Zelllinien exprimiert SKOV-3 am stärksten 

VEGF.  
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3.1.2 Basisexpression von IL-8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3) Basisexpression von IL-8 in Ovarialkarzinomzelllinien (ELISA), gezeigt sind Mittelwert und 
Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

Die Nachweisgrenze für IL-8 betrug 20 pg/ml, sodass bei der Zelllinie OAW-42 kein IL-8 

nachgewiesen werden konnte. Der stärkste Nachweis von IL-8 fand sich bei OVCAR-3.  

 

3.1.3 Basisexpression von IL-6 

 

Abbildung 4) Basisexpression von IL-6 in Ovarialkarzinomzelllinien (ELISA), gezeigt sind Mittelwert und 
Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

Die Nachweisgrenze für IL-6 betrug 20 pg/ml. Demnach konnte in der Zelllinie SKOV-3 keine 

IL-6-Expression beobachtet werden. Bei der Zelllinie CAOV-3 hingegen, waren sehr hohe 
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Konzentrationen von IL-6 nachweisbar, sodass eine logarithmische Darstellung gewählt wurde.  

 

3.1.4 Basisexpressionen von IL-10 und TNF-alpha 

Unter der Berücksichtigung der Nachweisgrenze von 20 pg/ml war IL-10 in den getesteten 

Ovarialkarzinomzelllinien nur bei OVCAR-3 knapp nachweisbar. 

Bei einer Nachweisgrenze von 20 pg/ml war in keiner der untersuchten  

Ovarialkarzinomzelllinien TNF-alpha nachweisbar. 

 

3.1.5 Zusammenfassung der Basisexpressionen der untersuchten Zytokine in den 

Ovarialkarzinomzelllinien 

Einen Überblick über die Basisexpressionen gibt folgende Tabelle: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

++ stark exprimiert, + exprimiert, (+) nachweisbar, - nicht nachweisbar 

Tabelle 4) Zusammenfassung der Basisexpressionen der Zytokine in den Ovarialkarzinomzelllinien, 
gemessen mit ELISA-Technik in drei unabhängigen Experimenten 

 

Bereits die Bestimmung der Basisexpressionen zeigt, dass das Expressionsmuster der 

verschiedenen Zytokine in den unterschiedlichen Zelllinien sehr heterogen ist. Einzig VEGF 

wird, obgleich in unterschiedlicher Stärke von allen vier Zelllinien gebildet. Hingegen konnten 

IL-10 und TNF-alpha überhaupt nicht nachgewiesen werden. Bei der Bildung von IL-6 zeigten 

die vier Zelllinien eine erhebliche Varianz. So wurde von CAOV-3 sehr viel, von SKOV-3 

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

VEGF (+) + + + 

IL-8 + - + + 

IL-6 ++ + + - 

IL-10 - - (+) - 

TNF-alpha - - - - 
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hingegen kein IL-6 gebildet.   

Alle Basisexpressionen wurden in drei unabhängigen Versuchen mit Doppelansätzen bestimmt. 

Die Umrechnung der Konzentrationen auf die Zellzahl zeigte keine Veränderung der Ergebnisse. 

 

3.2 Wie wirken die Zytokine IL-1β , IL-10, IL-8, IL-6, TGF-β  und TNF-α auf 

die VEGF-Konzentration in den Ovarialkarzinomzell l inien? 

Um zu überprüfen, ob und wie stark die in der Überschrift genannten Zytokine die Expression 

von VEGF in den untersuchten Zelllinien verändern, wurden nach 72 stündiger Inkubation unter 

Zytokinzugabe, die Überstände mittels ELISA auf VEGF untersucht und die Ergebnisse mit der 

Basisexpression verglichen. 

 

3.2.1 TGF-β, TNF-α und IL-6 erhöhen VEGF bei CAOV-3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p-Werte: TGF-β (hoch) vs. Kontrolle = 0,0174 
 TNF-α vs. Kontrolle = 4,35E-05 
     IL-6 vs. Kontrolle = 8,003E-05  
 
Abb. 5) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei CAOV-3 nach 72h, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen,  Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

Unter den untersuchten Zytokinen erhöhen TGF-β (hohe Konzentration), TNF-α und IL-6 die 

VEGF-Konzentration bei CAOV-3 Zelllinien nach 72h signifikant. Von diesen wurde eine 
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Zeitreihe über 24, 48 und 72h bestimmt. 

 

   

p-Werte: 24h : TGF-β (hoch) vs. Kontrolle (24h) = 0,0083 
              TNF-α vs. Kontrolle (24h) = 0,0002 
               IL-6 vs. Kontrolle (24h) = 0,0019 
                   48h : TGF-β (hoch) vs. Kontrolle (48h) = 1,9E-05 
              TNF-α vs. Kontrolle (48h) = 0,011 
               IL-6 vs. Kontrolle (48h) = 3,72E-07  
                  72h : TGF-β (hoch) vs. Kontrolle (72h) = 0,0174    
              TNF-α vs. Kontrolle (72h) = 4,35E-05 
               IL-6 vs. Kontrolle (72h) = 8,003E-05  
 
 
Abb. 6) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei CAOV-3  -Zeitreihe, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

Die Erhöhung der VEGF-Konzentration unter Einfluss der ausgewählten Zytokine zeigte sich 

hierbei zeitabhängig. (Ausnahme: TNF-α, 48h-Wert) 
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3.2.2 Keines der Zytokine erhöht VEGF bei OAW-42  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei OAW-42  nach 72h, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei unabhängigen Versuchen 

 

Bei der Zelllinie OAW 42 konnte 72 h nach Zugabe der untersuchten Zytokine keine signifikante 

Änderung der VEGF-Konzentration gemessen werden. 

 

3.2.3 IL-1β erhöht VEGF bei OVCAR-3 um das Doppelte 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p-Wert: IL-1β vs. Kontrolle = 4,7E-05 

Abb. 8) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei CAOV-3 nach 72h, gemessen mit dem 

 

0

50

100

150

200

250

V
E

G
F

(%
)

 

*

0

50

100

150

200

250

V
E

G
F

(%
)



33 

ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 

Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

Unter den untersuchten Zytokinen erhöht nur IL-1β die Konzentration des VEGF bei OVCAR-3 

um das Doppelte und wurde als Zeitreihe untersucht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p-Werte:  24h : IL-1β vs. Kontrolle (24h) = 1,2E-0,5 

                   48h : IL-1β vs. Kontrolle (48h) = 0,00028            
                   72h : IL-1β vs. Kontrolle (72h) = 4,7E-05 

Abb. 9) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei OVCAR- -Zeitreihe, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

Auch in der Zeitreihe konnte bei OVCAR-3 eine Zeitabhängigkeit für die durch IL-1β erhöhte 

VEGF-Bildung  nachgewiesen werden. 
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3.2.4 TGF-β und IL-1β erhöhen VEGF bei SKOV-3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p-Werte: 72h : TGF-β (hoch) vs. Kontrolle = 1E-04 

           TGF-β (niedrig) vs. Kontrolle = 0,0015 

               IL-1β vs. Kontrolle = 0,0003 

 

Abb. 10) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei SKOV-3  nach 72h, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

Bei SKOV-3 konnten von allen untersuchten Zytokinen nach 72h IL-1β und TGF-β (in beiden 

Konzentrationen) die Konzentration von VEGF signifikant erhöhen. Es folgt die Untersuchung 

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

 
Abb. 11) Einfluss der Zytokine auf die VEGF-Konzentration bei SKOV-3  -Zeitreihe, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

Auch in der Zeitreihe konnten die Zytokine IL-1β und TGF-β (in beiden Konzentrationen) die 

Konzentration von VEGF zeitabhängig erhöhen. (Ausnahme: IL-1β, 48h-Wert) 
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3.2.5 Zusammenfassung der Wirkung der Zytokine IL-1β, IL-10, IL-8, IL-6, TGF-β und TNF-α 

auf die VEGF-Konzentration in den Ovarialkarzinomzelllinien 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die Wirkung der o.g. Zytokine auf die 

Konzentration des VEGF: 

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

IL-1 ββββ = = ++ + 

IL-10 = = = = 

IL-8 = = = = 

IL-6 + = = = 

TGF-ββββ + = = + 

TNF-αααα + = = = 

++ erhöht VEGF stark, + erhöht VEGF, = keine Wirkung auf VEGF 

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

Anhand dieser Versuchsreihe wird erkennbar, dass die verschiedenen Zytokine auf die VEGF-

Bildung in den vier Zelllinien keineswegs einheitlich wirken. Allerdings wurde durchgängig eine 

konstante oder aber erhöhte VEGF-Konzentration gemessen. Keines der Zytokine senkte VEGF. 

Traten Erhöhungen der VEGF-Konzentration auf, so waren diese auch zeitabhängig. Die 

ausgeprägteste Wirkung zeigte sich bei OVCAR-3 unter dem Einfluss von IL-1 beta.  

Alle Versuche zur Wirkung der o.g. Zytokine auf die VEGF-Konzentration wurden in drei 

unabhängigen Versuchen mit Doppeltansätzen bestimmt. 
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3.3 Wie wirkt VEGF auf die Konzentration der Zytokine IL-8 und IL-6 bei den 

Ovarialkarzinomzell l inien? 

Zur Kontrolle, ob hingegen VEGF selbst, die von den Zelllinien exprimierten Zytokine in Ihrer 

Konzentration verändert, wurde diese Versuchsreihe durchgeführt. Nach 24, 48 und 72 stündiger 

Inkubation mit VEGF wurden mittels ELISA die Konzentrationen von IL-8 und IL-6 bestimmt 

und mit der Basisexpression verglichen. 

3.3.1 VEGF verändert die Konzentration von IL-8 bei den Ovarialkarzinomzelllinien nicht 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12a) Einfluss des VEGF auf  IL-8-Konzentration  bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12b) Einfluss des VEGF auf  IL-8-Konzentration  bei OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 
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Abb. 12c) Einfluss des VEGF auf  IL-8-Konzentration  bei SKOV-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 
Bei keiner der untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien konnte VEGF einen Einfluss auf die 

Konzentration von IL-8 nehmen. 

 

3.3.2 VEGF senkt die Konzentration von IL-6 bei CAOV-3 und OAW-42 

 

 

 

 

 

 

 

* p-Werte: 24h : VEGF vs. Kontrolle (24h) = 1,44E-09 

                   48h : VEGF vs. Kontrolle (48h) = 6,16E-13 
                   72h : VEGF vs. Kontrolle (72h) = 2,93E-10 

Abb. 13a) Einfluss des VEGF auf  IL-6-Konzentration  bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der Signifikanz mit 
Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 
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* p-Werte: 24h : VEGF vs. Kontrolle (24h) = 1,44E-09 

                   48h : VEGF vs. Kontrolle (48h) = 6,16E-13 
                   72h : VEGF vs. Kontrolle (72h) = 2,93E-10 

Abb. 13b) Einfluss des VEGF auf  IL-6-Konzentration  bei OAW-42, gemessen mit dem ELISA, gezeigt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der Signifikanz mit 
Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 
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Abb. 13c) Einfluss des VEGF auf  IL-6-Konzentration  bei OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA, gezeigt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

Bei den Zelllinien CAOV-3 und OAW-42 senkt VEGF die Konzentration von IL-6 signifikant. 

Bei CAOV-3 wird IL-6 so stark gesenkt, dass eine logarithmische Darstellung gewählt wurde. 

Bei OVCAR-3 konnte kein signifikanter Einfluss beobachtet werden. 

 

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

Ovarialkarzinomzelllinien 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die Wirkung des VEGF auf die o.g. Zytokine: 

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

IL-8 =  = = 

IL-6 -- - =  

-- wird durch VEGF stark erniedrigt, - wird durch VEGF erniedrigt, = keine Veränderung durch 

VEGF 

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

In dieser Versuchsreihe wird deutlich, dass VEGF nur bei CAOV-3 und OAW-42 die IL-6 

Expression negativ beeinflusst. Bei CAOV-3 senkt es die IL-6-Bildung sogar in hohem Maße. 

Alle Versuche zur Wirkung des VEGF auf die Konzentration der o.g. Zytokine wurden in drei 

unabhängigen Versuchen mit Doppeltansätzen bestimmt. 
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3.4 Wie wirkt VEGF auf Proli ferations-, Invasions- und Migrationsverhalten bei 

den Ovarialkarzinomzell l inien? 

 

3.4.1 VEGF, IL-8 und IL-6 verändern das Proliferationsverhalten bei den 

Ovarialkarzinomzelllinien nicht 

Um feststellen zu können inwiefern die Zytokine VEGF, IL-8 und IL-6 das 

Proliferationsverhalten der Zelllinien verändern, wurde nach 72 stündiger Inkubation unter 

Zytokinzugabe ein Proliferationsassay durchgeführt. 

 

Abb. 14a) Einfluss von VEGF, IL-8 und IL-6 auf das Proliferationsverhalten bei CAOV-3, gemessen mit 
dem Proliferationsassay, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei unabhängigen 
Versuchen 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14b) Einfluss von VEGF, IL-8 und IL-6 auf das Proliferationsverhalten bei OVCAR-3, gemessen mit 
dem Proliferationsassay, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei unabhängigen 
Versuchen 

  

0

50

100

150

200

Kontrolle VEGF IL-6 IL-8

P
ro

lif
er

at
io

n
 %

 

 

0

50

100

150

200

Kontrolle VEGF IL-6 IL-8

P
ro

lif
er

at
io

n
 %



42 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14c) Einfluss von VEGF, IL-8 und IL-6 auf das Proliferationsverhalten bei SKOV-3, gemessen mit 
dem Proliferationsassay, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei unabhängigen 
Versuchen 

 

In keiner der untersuchten Zelllinien konnte eines der Zytokine VEGF, IL-8 oder IL-6 eine 

Veränderung des Proliferationsverhaltens bewirken. 

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

unabhängigen Versuchen mit Vierfachansätzen bestimmt. 
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3.4.2 VEGF verändert das Invasionsverhalten bei den Ovarialkarzinomzelllinien nicht 

Ein Modell zur Untersuchung der Änderung der Invasivität stellt diese Versuchsanordnung dar. 

Nach 72 stündiger Inkubation der Zelllinien mit VEGF bzw. Medium als Kontrolle, wurde in 

einem Invasionsassay die Invasionsfraktion der Tumorzellen durch eine Membran bestimmt und 

miteinander ins Verhältnis gesetzt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15) Einfluss von VEGF auf das Invasionsverhalten bei CAOV-3, OVCAR-3 und  SKOV-3, gemessen 
mit dem Invasionsassay, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei unabhängigen 
Versuchen 

 

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

Änderung des Invasionsverhaltens. 

Die Versuche zur Wirkung des VEGF auf das Invasionsverhalten wurden in zwei unabhängigen 

Versuchen mit Dreifachansätzen bestimmt. 
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3.4.3 VEGF verändert das Migrationsverhalten bei den Ovarialkarzinomzelllinien nicht 

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens unter VEGF-Einfluss wurde ein Migrationsassay 

durchgeführt. Hierzu wurde eine definierte Anzahl von Tumorzellen auf eine umschriebene 

Fläche eines Objektträgers gegeben. Hinzugefügt wurde die VEGF-Lösung bzw. Medium als 

Kontrolle. Nach sieben-tägiger Inkubation wurden die Zellen angefärbt und mittels PC die 

Migrationsgrenzen gemessen.  

a)  CAOV plus Medium                                            b)  CAOV plus VEGF 

 

Abb. 16 a und b) Migrationsverhalten ohne Zugabe von VEGF (a) und nach Zugabe von VEGF (b) bei 
CAOV-3, gemessen mit dem Migrationsassay, gezeigt sind Fotos der Objektträger bei Versuchsende 

                                                          

c)  OVCAR plus Medium                                                      d)   OVCAR plus VEGF 

 

Abb. 16 c und d)    Migrationsverhalten ohne Zugabe von VEGF (c) und nach Zugabe von VEGF (d) bei 
OVCAR-3, gemessen mit dem Migrationsassay, gezeigt sind Fotos der Objektträger bei Versuchsende 
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Abb.16 e) Diagramm Einfluss des VEGF auf das Migrationsverhalten bei CAOV-3 und OVCAR-3, 
gemessen mit dem Migrationsassay, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei 
unabhängigen Versuchen 

 

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

keiner Änderung des Migrationsverhaltens. 

Die Versuche zur Wirkung des VEGF auf das Migrationsverhalten wurden in zwei 

unabhängigen Versuchen durchgeführt. 
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3.5 Wie wirkt Hypoxie auf die Konzentration der Zytokine VEGF, IL-8 und IL-

6 bei den Ovarialkarzinomzell l inien? 

 

In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung von Hypoxie auf die Expression von VEGF, IL-6 

und IL-8 überprüft. Hierzu wurden die Zelllinien in einer Kulturkammer für Anaerobier, die mit 

einem 97%igen Stickstoffgas gefüllt wurde, für 24, 48 und 72h inkubiert. Die 

Zytokinkonzentrationen in den Überständen wurden darauf mittels ELISA bestimmt. 

 

3.5.1 Hypoxie erhöht die Konzentration von VEGF bei den Ovarialkarzinomzelllinien  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p-Werte: 48h : VEGF vs. Kontrolle (48h) = 0,0087 

                   72h : VEGF vs. Kontrolle (72h) = 0,0011 

 

Abb. 17 a) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von VEGF bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 
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* p-Werte: 48h : VEGF vs. Kontrolle (48h) = 6,7E-05 

                   72h : VEGF vs. Kontrolle (72h) = 5E-05 

 

Abb. 17b) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von VEGF bei OAW-42, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

 

 

 

* p-Werte: 72h : VEGF vs. Kontrolle (72h) = 0,0033 

 

Abb. 17c) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von VEGF bei OVCAR-3, gemessen mit dem 
ELISA, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 
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Abb. 17d) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von VEGF bei SKOV-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

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

erhöht. (Ausnahme SKOV-3, keine Signifikanz) Interessanterweise ist die Erhöhung erst nach 48 

und 72 stündiger, jedoch noch nicht nach 24 stündiger Inkubation signifikant. 

 

3.5.2 Hypoxie verändert die Konzentration von IL-8 bei den Ovarialkarzinomzelllinien nicht 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18 a) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von IL-8 bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 
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Abb. 18 b) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von IL-8 bei OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18 c) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von IL-8 bei SKOV-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

Bei keiner der untersuchten Zelllinien kam es unter Hypoxie zu einer signifikanten Änderung der 

IL-8-Konzentration. 
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3.5.3 Hypoxie senkt die Konzentration von IL-6 bei CAOV-3  

 

 

 

 

 

 

 

 

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

                   48h : IL-6vs. Kontrolle (48h) = 6,7E-05 
                   72h : IL-6 vs. Kontrolle (72h) = 5E-05 

 

Abb.19 a) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von IL-6 bei CAOV-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen, Prüfung der 
Signifikanz mit Student´s t-Test, ab einem p-Wert < 0,05 wurde Signifikanz angenommen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19 b) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von IL-6 bei OAW-42, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 
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Abb.19 c) Einfluss von Hypoxie auf die Konzentration von IL-6 bei OVCAR-3, gemessen mit dem ELISA, 
gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 

 

Unter Hypoxie wird die Konzentration von IL-6 bei CAOV-3 hochsignifikant gesenkt. Der 

Einfluss von VEGF senkte ebenfalls IL-6 in CAOV-3 Zelllinien. Durch Hypoxie wurde VEGF 

erhöht, sodass der Effekt von Hypoxie auf die IL-6-Bildung VEGF-gesteuert sein könnte. 

Bei OAW-42 lässt sich ein solcher Rückkopplungseffekt nicht ausmachen, Hypoxie senkt  IL-6 

hier nicht, obwohl bei dieser Zelllinie unter VEGF die IL-6-Konzentration erniedrigt wird. 

Bei OVCAR-3 Zelllinien war nach Hypoxie keine Veränderung der IL-6-Expression zu 

erkennen. 
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3.5.4 Zusammenfassung Wirkung von Hypoxie auf die Konzentration der Zytokine VEGF, IL-8 

und IL-6 bei den Ovarialkarzinomzelllinien 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die Wirkung von Hypoxie auf die Konzentration 

der o.g. Zytokine bei Ovarialkarzinomzelllinien: 

  CAOV-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 erhöht, + erhöht, (+) geringfügig erhöht, = nicht verändert, - 

erniedrigt, -- stark erniedrigt 

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

 

Erwartungsgemäß kommt es unter dem Einfluss von Hypoxie, als starkem Angiogenese-

Stimulus, zu einer Erhöhung der VEGF-Konzentration. Allerdings zeigt sich dieser Effekt erst 

nach 48 stündiger Inkubationszeit. 

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

In der Zelllinie CAOV-3 kam es nach Hypoxieeinfluss zu einer deutlichen Abnahme der IL-6-

Konzentration. In den übrigen Zelllinien konnte kein Unterschied des IL-6 nach Hypoxie 

gemessen werden.  
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Die Versuchsreihe zur Wirkung von Hypoxie auf die Konzentration der Zytokine VEGF, IL-8 

und IL-6 wurde in drei unabhängigen Versuchen mit Doppelansätzen bestimmt. 

 

3.5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Zusammengefasst konnten folgende Ergebnisse in dieser Arbeit gezeigt werden: 

1.) Bereits die Basisexpressionen von VEGF, IL-8, IL-6, IL-10 und TNF-alpha ist in den 

unterschiedlichen Zelllinien sehr heterogen. VEGF wird in unterschiedlicher Stärke von allen 

vier Zelllinien gebildet. IL-10 und TNF-alpha konnten hingegen überhaupt nicht nachgewiesen 

werden.  

2.) Einige Zytokine können die VEGF-Konzentration in Ovarialzelllinien erhöhen. Keines der 

Zytokine senkte VEGF. Bei CAOV-3 Zelllinien wurde durch TGF-β, TNF-α und IL-6  die 

VEGF-Konzentration signifikant erhöht. Bei der Zelllinie OAW 42 änderte sich die VEGF-

Konzentration nach keinem der untersuchten Zytokine. Bei OVCAR-3 erhöhte die Zugabe von 

IL-1β die Konzentration des VEGF um das Doppelte. Bei SKOV-3 konnte durch IL-1β und 

TGF-β die Konzentration von VEGF signifikant erhöhen.  

3.) Bei keiner der untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien konnte VEGF einen Einfluss auf die 

Konzentration von IL-8 nehmen. Bei den Zelllinien CAOV-3 und OAW-42 senkte VEGF die 

Konzentration von IL-6 signifikant.  

4.) In den untersuchten Zelllinien konnte keines der Zytokine VEGF, IL-8 oder IL-6 eine 

Veränderung des Proliferationsverhaltens bewirken. Unter Einfluss von VEGF kam es zu keiner 

signifikanten Änderung des Invasionsverhaltens oder Änderung des Migrationsverhaltens. 

5.) Unter dem Einfluss von Hypoxie kam es in den untersuchten Zelllinien zu einer Erhöhung 

der VEGF-Konzentration. Die Bildung von IL-8 und IL-6 zeigte hierunter keinerlei Änderungen. 

Lediglich bei der Zelllinie CAOV-3 kam es nach Hypoxieeinfluss zu einer deutlichen Abnahme 

der IL-6-Konzentration.  
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4 Diskussion 

 

Die Bildung neuer Blutgefäße ist für das Wachstum maligner Tumoren von essentieller 

Bedeutung. Unter den angiogenetischen Faktoren nimmt das VEGF eine zentrale Rolle ein und 

wirkt außerdem stark erhöhend auf die Gefäßpermeabilität.22, 27, 28, 39 Das Ovarialkarzinom 

imponiert zumeist als hypervaskularisierter Tumor, der häufig große Mengen Aszites bilden 

kann.91, 92 Es kann angenommen werden, dass hierbei dem VEGF eine bedeutende Rolle 

zukommt. Zum besseren Verständnis der regulativen Vorgänge der Angiogenese im 

Ovarialkarzinom dienen die Untersuchungen dieser Arbeit. 

 

4.1 Expression der proangiogentischen Zytokine VEGF, IL-8, IL-6, TNF-α und 

dem immuninhibitorischen IL-10 in Ovarialkarzinomzell l inien 

In der Literatur wird beschrieben, dass VEGF von Ovarialkarzinomzellen in der Zellkultur 

überexprimiert wird.33, 95, 96, 99, 102 Ebenso werden erhöhte VEGF- Plasmaspiegel bei Patientinnen 

mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom nachgewiesen.103 Vergleichbar hierzu konnte in der 

vorliegenden Arbeit VEGF in den untersuchten Zelllinien CAOV-3, OAW-42, OVCAR-3 und 

SKOV-3, wenn auch in sehr unterschiedlicher Intensität gemessen werden. 

VEGF und IL-8 als ebenfalls angiogenetisch wirksames Zytokin, konnten von Kassim et al. bei 

Patientinnen mit Ovarialkarzinom nachgewiesen werden und korrelierten hier mit hohem 

Tumorstadium und schlechter Prognose.104 Auch bei Untersuchungen von Radke et al. konnten 

sowohl in Plasma als auch im Aszites von Patientinnen mit Ovarialkarzinom erhöhte IL-8- Werte 

gemessen werden. In derselben Arbeit waren ebenfalls IL-6, IL-10 und TNF-α in Plasma und 

Aszites signifikant erhöht nachweisbar.105 

Eine weitere Untersuchung stammt von Toutirais et al., diese konnte in vitro erhöhte Spiegel von 

IL-8 und IL-6 in Ovarialkarzinomzelllinien nachweisen. Immuninhibitorisches IL-10 konnte hier 

nicht gefunden werden und das proinflammatorische Zytokin TNF-α wurde nur wenig 

produziert.106 In der Arbeit von Kutteh et al. waren im Aszites von Patientinnen mit 

Ovarialkarzinomen IL-6 und TNF-α erhöht nachweisbar.107  

Die Ergebnisse aus der Literatur decken sich überwiegend mit denen aus unserer Arbeit. In den 

von uns untersuchten Zelllinien ließ sich IL-8 mit Ausnahme von OAW-42 nachweisen. IL-6 

war in unseren Untersuchungen ebenfalls in den Zelllinien vorhanden, wobei CAOV-3 sehr hohe 
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Werte aufwies, während es bei SKOV-3 unterhalb der Nachweisgrenze lag. 

IL-10 war in unserer Arbeit nur für OVCAR-3 knapp nachweisbar, was den Ergebnissen von 

Radke et al widerspricht, sich jedoch mit denen von Toutirais et al. deckt. 

Das proinflammatorische Zytokin TNF-α war in unserer Arbeit entgegen den Ergebnissen von 

Kutteh et al. und Radke et al. in keiner der Zelllinien nachweisbar. Allerdings konnten es auch 

Toutirais et al. in ihren Untersuchungen nur in geringem Maße nachweisen. 

Bereits bei der Betrachtung der Basisexpressionen der Zytokine im Vergleich mit der Literatur 

fällt die Heterogenität der Zytokinexpression auf. Während VEGF, IL-8 und auch IL-6 

regelmäßig nachweisbar waren, schwanken die Ergebnisse für IL-10 und TNF-α.  

 

4.2 Der Einfluss der Zytokine IL-1β, IL-10, IL-8, IL-6, TGF-β und TNF-α auf 

die VEGF-Expression in den Ovarialkarzinomzell l inien 

Für einige Zytokine ist bekannt, dass sie in der Lage sind VEGF zu erhöhen. Hierzu zählen u. a. 

TNF-α, IL-1β, IL-6 und TGF-β. Ferner gilt IL-8 ebenfalls als proangiogenetischer Faktor.12-15, 58 

Als potentieller VEGF- Inhibitor wurde das IL-10 beschrieben.108 Keine dieser Daten beruht 

allerdings auf Interaktionsstudien an Ovarialkarzinomen, sodass in dieser Arbeit untersucht 

wurde, inwiefern die o. g. Zytokine die Expression von VEGF im Ovarialkarzinom am 

Zellkulturmodell verändern. In den Ergebnissen zeigt sich erneut die Heterogenität der 

verschiedenen Zelllinien. Von den potentiellen VEGF- Stimulatoren konnte IL-1β in zwei von 

vier Zelllinien (OVCAR und SKOV) VEGF erhöhen. IL-6 und TNF-α hingegen konnten nur bei 

CAOV-3 eine Wirkung zeigen. TGF- β konnte bei CAOV-3 und SKOV-3 eine VEGF- Erhöhung 

bewirken. Das potentiell VEGF inhibierende IL-10 zeigte bei keiner Zelllinie einen Einfluss auf 

die VEGF- Expression. Mit den Daten aus der Literatur sind diese Ergebnisse allerdings nur sehr 

eingeschränkt vergleichbar, da wie oben erwähnt, keine der Zytokinwirkung auf VEGF im 

Ovarialkarzinom erhoben wurde. 

Allerdings legen unsere Ergebnisse nahe, dass eine generalisierte Aussage für die Wirkung der 

einzelnen Zytokine auf die Expression von VEGF nicht möglich ist, da die Beeinflussbarkeit der 

VEGF-Expression durch diese Zytokine unter den verschiedenen Zelllinien stark differiert. Es 

lässt sich jedoch feststellen, dass verschiedene Entzündungsmediatoren mit VEGF interagieren, 

während das entzündungshemmende IL-10 keine Wirkung zeigt. Dies führt zu der Annahme, 

dass die Angiogenese im Ovarialkarzinom durch inflammatorische Botenstoffe aus dem Stroma 
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angeregt werden kann und dann ihrerseits das Tumorwachstum begünstigt. 

 

4.3 Der Einfluss von VEGF auf die Expression der Zytokine IL-8 und IL-6 in 

den Ovarialkarzinomzell l inien 

Die in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien exprimierten neben VEGF auch überwiegend IL-8 

und IL-6. In der Literatur finden sich Hinweise, dass VEGF in der Lage ist, die Expression dieser 

beiden Zytokine zu verändern. In einer Arbeit von Dankbar, Padro, Leo et al. wird eine 

Erhöhung der IL-6-Sekretion in Stroma- und Endothelzellen durch rekombinantes VEGF bei 

Patienten mit Multiplen Myelom beschrieben.109 In einer weiteren Arbeit von Yoo , Bae , Ryoo 

et al. findet sich ein erhöhender Effekt von VEGF auf die IL-6-Konzenration in Monozyten.110 

Die Untersuchungen von Lee TH, Avraham H, Lee SH et al. postulieren eine IL-8 Erhöhung 

durch VEGF in Endothelzellen (human brain microvascular endothelial cells).111 In der 

vorliegenden Arbeit wurde hingegen bei Ovarialkarzinomzelllinien kein Effekt von VEGF auf 

die IL-8 Bildung nachgewiesen. Bezüglich des IL-6 fand sich in unseren Ergebnissen nicht nur 

kein erhöhender Einfluss des VEGF, sondern in zwei Zelllinien konnte VEGF die IL-6- 

Konzentration senken. Bei CAOV-3 war diese IL-6-Erniedrigung sogar stark ausgeprägt. Die 

Abweichungen zu den Ergebnissen der Literaturrecherche lassen sich in erster Linie durch die 

unterschiedlichen Zellarten erklären. Offensichtlich finden sich in den Ovarialkarzinomzellen 

andere Regulationsmechanismen als in den beschriebenen Blut- und Endothelzellen.  

Obgleich VEGF und IL-8 angiogenetisch wirken, beeinflussen sie in unseren Ergebnissen ihre 

Expression in den Ovarialzellen nicht gegenseitig. Die IL-6-Senkung in CAOV-3 durch VEGF 

könnte im Sinne einer negativen Rückkopplung vorkommen, da IL-6 in unseren Untersuchungen 

bei CAOV-3 in der Lage war, VEGF zu erhöhen. Insbesondere legt diese Vermutung auch der 

Effekt der Hypoxie auf IL-6 nahe (siehe unten).  

In den Ergebnissen aus der Literatur wurde die Wirkung von VEGF auf die IL-6-Bildung in 

Stromazellen und Monozyten im Sinne eines parakrinen Wirkmechanismus beschrieben. Eine 

solche Wirkung des VEGF auf das den Tumor umgebende Stroma mit Leukozyten und 

Blutgefäßen kann anhand der durchgeführten Zellkulturversuche nicht nachgewiesen werden. 

Inwiefern hier Regulationen zwischen VEGF und Zytokinen aus der Tumorumgebung vorliegen 

bliebe in weiterführenden Versuchen zu klären. 
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4.4 Der Einfluss von VEGF auf das Proli ferations-, Invasions- und 

Migrationsverhalten der Ovarialkarzinomzell l inien 

Daß VEGF nicht ausschließlich auf Endothelzellen Einfluss nehmen kann, zeigt beispielsweise 

eine Arbeit von Price, Miralem, Jiang et al., in welcher ein Invasivität steigernder Effekt bei 

Mammakarzinomzellen in vitro gefunden wurde.9 Bereits 1995 konnten Liu, Earl, Baban et al. 

den VEGF-Rezeptor KDR in Melanomzelllinien nachweisen. Diese reagierten auf exogenes 

VEGF mit einer Proliferationssteigerung.112 Auch für IL-6 wird von Ara T, Song L, Shimada H 

et al. eine Proliferationssteigerung bei Neuroblastomzelllinien beschrieben.113 Für IL-8 wurden 

ebenfalls Wirkungen auf Tumorzellen nachgewiesen. Die Arbeit von Xu L. und Fidler I.J. zeigte 

eine Proliferationssteigerung nach rekombinantem IL-8 in Hey-A8-Ovarialkarzinomzelllinien.114 

In unseren Untersuchungen konnte nach VEGF-, IL-6- und IL-8-Zugabe keine Änderung des 

Proliferationsverhaltens festgestellt werden. Die Unterschiede zu den Ergebnissen der Literatur 

könnten in den unterschiedlichen Zellarten begründet liegen. Entgegen der Arbeit von Xu und 

Fidler an Hey-A8-Zellen hatte IL-8 keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der Zelllinien 

CAOV-3, OVCAR-3 und SKOV-3. Dies legt die Vermutung nahe, dass es hier unterschiedliche 

Ovarialkarzinomtypen mit entsprechend unterschiedlichem Rezeptorbesatz gibt.  

Anders als in der o.g. Arbeit von Price, Miralem, Jiang et al. an Mammakarzinomzellen war in 

unseren Untersuchungen die Zugabe von VEGF nicht in der Lage die Invasivität der 

Ovarialkarzinomzellen in vitro zu erhöhen. Auch hier scheint es Abweichungen zwischen 

verschieden Tumorzelltypen zu geben, die keine allgemeingültige Aussage zulassen. 

Die Tatsache, dass erhöhte VEGF- und IL-8-Spiegel mit einer schlechteren Prognose und hohem 

Tumorstadium beim Ovarialkarzinom einhergehen,104 scheint also nicht in einer Wirkung auf das 

Verhalten der Tumorzellen begründet. Vielmehr wäre dieses durch die VEGF- und IL-8-

vermittelte Neovaskularisation erklärlich. 

Ob diese erhobenen in vitro- Untersuchungen auch auf die in vivo- Verhältnisse übertragen 

werden können muß offen bleiben, da die Zellkulturversuche keinerlei Wechselwirkungen mit 

der Tumorumgebung und den Tumorgefäßen abbilden können. 

 

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

den Ovarialkarzinomzell l inien 

Bereits 1992 wurde von Shweiki, Itin, Soffer et al beschrieben, dass VEGF durch Hypoxie 
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induzierbar ist.60 Wahley, Brody, Knapp et al. zeigten 1995 an Kolonkarzinomzellen, daß 

Hypoxie mit erhöhter VEGF- Expression korreliert.115 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

stimmen insofern mit der Literatur überein. Die untersuchten Zelllinien CAOV-3, OAW-42, 

OVCAR-3 und SKOV-3 bildeten unter Hypoxie verstärkt VEGF. Für SKOV-3 war diese 

Erhöhung allerdings nicht signifikant. Für die anderen Zelllinien zeigten sich signifikante 

Erhöhungen nach 48 bzw. 72 Stunden. Es scheint somit auch für Ovarialkarzinomzellen zu 

gelten, dass unter hypoxischen Bedingungen verstärkt VEGF gebildet wird, um eine 

Hypervaskularisation zu erzielen, welche wiederum den wachsenden Tumor mit Sauerstoff und 

Nährstoffen versorgt. Außerdem wird dem Tumor via neugebildeten und hyperpermeablen 

Gefäßen die Möglichkeit der hämatogenen Metastasierung gegeben. Somit würden ausgedehnte 

hypoxische Areale mit einer gesteigerten VEGF –Bildung und damit mit progressiverem 

Tumorwachstum und einer erhöhten Metastasierungsrate korrelieren.  

Auch für IL-6 wurde bereits 1995 von Yan, Tritto, Pinsky et al. eine Induzierbarkeit durch 

Hypoxie in Endothelzellen und in glatten Muskelzellen beschrieben.116 In der vorliegenden 

Arbeit konnte in keiner der untersuchten Zelllinien eine IL-6-Erhöhung unter Hypoxie 

beobachtet werden. In den CAOV-3-Zellen führte die Hypoxie sogar zu einer starken IL-6-

Reduktion. Interessanterweise war bei dieser Zelllinie auch unter Einfluss von VEGF eine starke 

IL-6-Repression zu beobachten. Möglicherweise ist die IL-6-Reduktion unter Hypoxie ebenfalls 

VEGF vermittelt, welches wiederum durch Hypoxie erhöht wird. Warum diese Beobachtungen 

nur bei CAOV-3 zu finden sind, müsste durch weiterführende Untersuchungen dieser Zelllinie 

geklärt werden. 

Als proangiogenetischer Faktor wird auch für IL-8 eine Induzierbarkeit durch Hypoxie in 

verschiedenen Zelltypen beschrieben. Hierunter findet sich auch eine Arbeit von Xu, Xie, 

Mukaida et al., welche diesen Effekt bei Ovarialkarzinomen beschreibt. Hierbei wurden die 

Zelllinien SKOV-3 und Hey-A8 verwandt.117  

In den von uns untersuchten Zellen konnte Hypoxie zu keiner Erhöhung der IL-8-Konzentration 

führen. Eine IL-8-Erhöhung unter hypoxischen Bedingungen wäre zumindest insofern erklärlich, 

als dass es ebenso wie VEGF proangiogenetisch wirkt und damit auch unter Hypoxie ein 

synergistisches Verhalten zu erwarten wäre. Dass in unserer Arbeit IL-8 nicht wie VEGF nach 

Hypoxie signifikant erhöht messbar war, könnte darauf hindeuten, dass es im Ovarialkarzinom 

bezüglich der Angiogenese möglicherweise eine nachgeordnete Rolle spielt. 
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4.6 Zukunftsaussichten: Hemmung der Angionese durch VEGF-Inhibit ion 

Wie in der Einleitung beschrieben, benötigen maligne Tumoren für Wachstum und 

Metastasierung die Bildung neuer Blutgefäße. Unter dem Aspekt, dass physiologische 

Angiogenese beim Erwachsenen bis auf wenige Ausnahmen (Reproduktionszyklus der Frau, 

Wundheilung) nicht vorkommt, stellt die Hemmung der Angiogenese einen innovativen Ansatz 

in der Tumortherapie dar. Die Endothelzellen in Tumorgefäßen bilden das Ziel der 

antiangiogentischen Therapie. Das Tumorwachstum soll über mangelnde Gefäßneubildung und 

resultierender Minderversorgung gehemmt werden. Wegen seiner besonderen Rolle als 

Hauptregulator der Angiogenese wurden verschiedene VEGF-Antagonisten entwickelt und in 

Phase I-III-Studien als Monotherapie und als Kombinationstherapie mit verschiedenen 

Chemotherapeutika getestet. 

Im Maus-Modell mit subkutan implantierten humanen Tumorzelllinien konnte durch die 

Applikation von Anti-VEGF-Antikörpern (rhuMab VEGF) eine 70-95%ige 

Wachstumshemmung sowie eine geringere Blutgefäßdichte der Tumoren erreicht werden. In-

vitro-Experimente konnten keine Wirksamkeit der Antikörper auf das Wachstum von 

Tumorzellen aufzeigen.118 Im Lebermetastasenmodell der Kolonkarzinomlinie HM-7 zeigte sich 

bei den Mäusen, welche mit anti-VEGF-Antikörpern behandelt wurden, eine Reduktion von 

Grösse und Anzahl der Lebermetastasen.119  

Eine Substanz zu der inzwischen Phase III-Studien laufen ist Aflibercept (Sanofi-Aventis und 

Regeneron Pharmaceuticals) , auch genannt VEGF-Trap. Dieses Molekül stellt einen löslichen 

Rezeptor dar, der aus VEGF-Rezeptor 1 und VEGF-Rezeptor-2-Anteilen besteht und spezifisch 

VEGF bindet und damit inhibiert.120 

Der monoklonale anti-VEGF Antikörper Bevacizumab(Avastin; Genentech) und die VEGF-

Rezeptor Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) Pazopanib (Votrient, GlaxoSmithKline), Sorafenib 

(Nexavar, Bayer/ Onyx) und Sunitinib (Sutent, Pfizer) wurden für den klinischen Gebrauch 

zugelassen. 

Der anti-VEGF-Antikörpern Bevamizumab (Avastin; Genentech) wurde nach den klinischen 

Studien für die Kombinationsbehandlung mit Chemotherapeutika für die Therapie von 

kolorektalen Karzinomen, nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen und metastasierten 

Mammakarzinomen zugelassen.121-123 

VEGF-Rezeptor-Antagonisten wie SU 11248 (Sunitinib, Pfizer), Bay 43-9006 (Sorafenib, 

Bayer), Pazopanib (GlaxoSmithKline), PTK 787 (Novartis)/ ZK 222584 (Schering), SU 5416 
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(Sugen) und SU 6668 (Sugen) inhibieren in präklinischen in-vivo-Modellen und Phase I- Studien 

Tumorwachstum und erhöhen die Überlebenszeit.124--129 Die klinischen Studien ergaben 

Responseraten von sporadischem Ansprechen bis hin zu 50 %, bei relativ gemäßigten 

Nebenwirkungen.126, 130-136 

Der TKI Sorafenib wurde für die Monotherapie bei Patienten mit Nierenzellkarzinomen und 

Hepatozellulären Karzinomen zugelassen.137, 138 Sunitinib, ebenfalls ein TKI, wird auch klinisch 

für die Therapie des Nierenzellkarzinoms verwendet.139  

Zur Anwendung von Angiogenese-Inhibitoren beim Ovarialkarzinom gibt es ebenfalls  mehrere 

aktuelle Studien. Beispielsweise wurde Bevacizumab als Monotherapie in Phase II-Studien 

untersucht. Es wurden Ansprechraten von 8-21% beschrieben.140, 141 Ebenfalls mit Bevacizumab 

erfolgten Phase-II- Studien in Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel. Hierin konnte die 

Sicherheit der Kombinationstherapie gezeigt werden.142, 143 Eine Phase-III-Studie zur second 

line-Therapie mit Carboplatin/ Paclitaxel mit und ohne Bevacizumab ist aktuell in Arbeit (GOG-

213). Zwei weitere Phase-III Studien- GOG-0218 und ICON7- untersuchen die first-line-

Therapie mit Platin/Taxan-Standardchemotherapie mit und ohne Bevacizumab. Die ersten 

Ergebnisse wurden 2010 im Rahmen von Kongressen (GOG-0218 beim ASCO in Chicago und 

ICON7 beim ESMO in Mailand) präsentiert. Beide Studien kommen zu dem Ergebnis, daß die 

Zugabe von Bevacizumab das progressionsfreie Überleben um etwa 1,5-3 Monate erhöht. Die 

endgültigen Ergebnisse werden 2012 erwartet. 

Das unterschiedliche Ansprechen der verschiedenen Tumorspezies auf Mono- bzw. 

Kombinationstherapie mit Angiogenesehemmern legt nahe, dass die Tumorangiogenese ein 

komplexerer Vorgang ist, als nach den präklinischen Ergebnissen angenommen wurde und 

welche weitere Untersuchungen notwendig macht. Es ist anzunehmen, dass hierbei weitere 

Faktoren eine Rolle spielen und die VEGF- vermittelte Angiogenese beeinflussen. Hierbei muss 

insbesondere auch auf inflammatorische Einflüsse aus der Tumorumgebung Augenmerk gelegt 

werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die Wechselwirkungen von 

inflammatorischen Mediatoren und VEGF nicht einmal bei den beobachteten 

Ovarialkarzinomzelllinien homogen sind.  
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5 Zusammenfassung 

Viele Tumoren sind durch das Vorhandensein einer entzündlichen Umgebung mit Leukozyten, 

Lymphozyten oder tumor-assoziierte Makrophagen gekennzeichnet. Dieses entzündliche Milieu 

schafft durch die Produktion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Chemokinen, Proteasen und 

angiogenetischen Faktoren eine das Tumorwachstum begünstigende Umgebung. Die beteiligten 

Faktoren, u.a. VEGF, können jedoch auch von den Tumorzellen selbst z.B. unter dem Einfluss 

von Hypoxie gebildet werden.  

Ziel dieser Arbeit war es die Interaktion zwischen VEGF und Entzündungsmediatoren beim 

Ovarialkarzinom mittels Zellkulturversuchen an den Ovarialkarzinomzelllinien SKOV-3, 

OVCAR-3, OAW-42 und CAOV-3 genauer zu beleuchten, da es sich beim Ovarialkarzinom 

meist um hypervaskularisierte Tumoren handelt, welche in fortgeschrittenen Stadien häufig 

große Mengen Aszites bilden. Es wurde angenommen, dass dem VEGF als Faktor mit hoher 

angiogenetischer Potenz und Gefäßpermeabilität erhöhender Wirkung, hinsichtlich Wachstum 

und v .a. der Entstehung des malignen Aszites beim Ovarialkarzinom, eine besondere Rolle 

zukommt.  

Die ELISA-Untersuchungen konnten ein heterogenes Expressionsmuster für VEGF, IL-8, IL-6, 

IL-10 und TNF-alpha in den unterschiedlichen Zelllinien zeigen. Während VEGF von allen 

Zelllinien gebildet wurde, konnten IL-10 und TNF-alpha überhaupt nicht nachgewiesen werden.  

Die Zugabe von IL-1β, IL-10, IL-8, IL-6, TGF-β und TNF-α wirkte sich in den einzelnen 

Zelllinien unterschiedlich auf die VEGF- Konzentration aus. Zusammenfassend lässt sich 

feststellen, dass  proinflammatorische Mediatoren eine Erhöhung des VEGF bewirkten, während 

das entzündungshemmende IL-10 keine Wirkung zeigte. Dies führt zu der Annahme, dass die 

Angiogenese im Ovarialkarzinom durch inflammatorische Botenstoffe aus dem Stroma angeregt 

werden kann.  

Hinsichtlich des Proliferationsverhaltens ließ sich in keiner der untersuchten Zelllinien eine 

Veränderung unter dem Einfluss von VEGF, IL-8 oder IL-6 feststellen. Auch die Invasivität oder 

das Migrationsverhalten konnte durch VEGF nicht beeinflusst werden. Die Tatsache, dass 

erhöhte VEGF- und IL-8-Spiegel mit einer schlechteren Prognose und hohem Tumorstadium 

beim Ovarialkarzinom einhergehen, scheint also nicht primär in einer Wirkung auf das Verhalten 

der Tumorzellen begründet. Vielmehr wäre dieses durch die VEGF- und IL-8-vermittelte 

Neovaskularisation erklärlich.  

Unter dem Einfluss von Hypoxie kam es zu einer Erhöhung der VEGF- Konzentration, während 
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für IL-8 keine signifikanten Änderungen festgestellt wurden. Für IL-6 konnte bei CAOV-3 nach 

Hypoxie sogar eine deutliche Abnahme der Konzentration verzeichnet werden. 

Es scheint somit auch für Ovarialkarzinomzellen zu gelten, dass unter hypoxischen Bedingungen 

verstärkt VEGF gebildet wird, um eine Hypervaskularisation zu erzielen und Tumorwachstum 

und Metastasierung zu begünstigen.  

Unter dem Aspekt, dass physiologische Angiogenese beim Erwachsenen nur selten vorkommt 

und ein maligner Tumor für sein Wachstum die Bildung neuer Blutgefäße benötigt, stellt die 

Hemmung der Angiogenese einen innovativen Ansatz in der Tumortherapie dar. Ein 

unterschiedlich gutes Ansprechen verschiedener Tumorspezies auf Mono- bzw. 

Kombinationstherapie mit VEGF- Inhibitoren legt nahe, dass die Tumorangiogenese ein sehr 

komplexer Vorgang ist, welcher weitere Untersuchungen notwendig macht. Hierbei sollte auch 

auf inflammatorische Einflüsse aus der Tumorumgebung Augenmerk gelegt werden.  
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