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1. Einleitung und Zielsetzung  

 

 

1.1 Einleitung 

 

Malignome der Schilddrüse sind die häufigsten endokrinen Neoplasien mit einer 

Inzidenz von 2/100000 Erkrankungen jährlich (Hoffmann et al., 1999). Trotzdem 

machen sie sowohl bei der Frau als auch beim Mann nur maximal 1% aller malignen 

Tumoren aus. Ungefähr 90% der malignen Schilddrüsentumore sind differenzierte 

Tumoren (Shaha, 2004), die ihrerseits noch einmal in papilläre und follikuläre 

Karzinome unterteilt werden. Während die papillären Karzinome vorwiegend in 

Lymphknoten metastasieren, finden sich Metastasen follikulärer Karzinome häufig in 

Lunge und Knochen.  

Die Prognose bei differenzierten Schilddrüsenkarzinomen ist größtenteils gut. Die  

10-Jahres-Überlebensrate wird für Patienten in den USA mit 93% bei papillären, 85% 

bei follikulären und 14% für undifferenzierte/anaplastische Karzinome beschrieben 

(Hundahl et al., 1998). Die Prognose ist abhängig vom Stadium der Erkrankung bei 

Diagnosestellung und individuellen Risikofaktoren (Shaha, 2004). Die standardisierte 

Therapie besteht aus der chirurgischen Schilddrüsenentfernung (Thyreoidektomie), 

der Lymphknotenextirpation und einer adjuvanten Radiojodtherapie. Letztere basiert 

auf dem Prinzip, dass alle jodverstoffwechselnden Zellen, also auch die 

differenzierten Schilddrüsentumorzellen, 131I aufnehmen und dann durch die 

Strahlung zunächst am Zellwachstum gehemmt und schließlich zerstört werden. 

Anschließend folgt eine hochdosierte lebenslange Substitution mit T4, um die 

endogene TSH Produktion und somit gegebenenfalls die Stimulation von 

verbliebenen Metastasen zu verhindern. Trotz dieser Therapiemöglichkeiten beträgt 

die Mortalitätsrate für die ca. 10% Patienten in der Hochrisikogruppe (Patienten älter 

als 45 Jahre, organüberschreitendes Tumorwachstum, schlechte Differenzierung der 

Tumoren) bei einer retrospektiven Studie von Shaha an 1038 Patienten mit 

differenzierten Schilddrüsenkarzinomen ca. 46%, so dass neue Therapieansätze 

wünschenswert sind.  

 

Das anaplastische Schilddrüsenkarzinom ist die Hauptvariante des undifferenzierten 

Schilddrüsenkarzinoms. Daneben zählt zu dieser Gruppe noch das bereits sehr viel 
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seltenere Plattenepithelkarzinom sowie noch seltener Sarkome oder Metastasen 

anderer Tumoren. Die undifferenzierten Karzinome nehmen nicht am Jodumsatz teil 

und entgehen somit einer Radiojodtherapie. Verglichen mit den differenzierten 

Schilddrüsenkarzinomen haben anaplastische Schilddrüsenkarzinome eine sehr 

schlechte Prognose mit einer mittleren Lebenserwartung von im Median 6 Monaten 

nach Diagnosestellung. Sie sind meist inoperabel, da sie bereits bei 

Diagnosestellung in Nachbarstrukturen, wie zum Beispiel die Luftröhre, infiltriert 

haben. Die externe Radiatio oder eine zytotoxische Therapie mit Doxorubicin, ggf. 

kombiniert mit Cisplatin, sind als palliative Therapie möglich.  

 

Die kritische Tumorgröße, bis zu der sich die Tumorzellen durch Diffusion aus der 

Umgebung ernähren können, beträgt etwa 2mm im Durchmesser. Um weiter an 

Größe zunehmen zu können, benötigt der Tumor eigene Blutgefäße, die ihm eine 

ausreichende Versorgung an Nährstoffen und Entsorgung von Abfallprodukten 

gewährleisten können (Folkman, 1971).  

 

Physiologische/normale Gefäßneubildung (Angioneogenese) findet beim Menschen 

im Rahmen der embryonalen Entwicklung, des Plazentawachstums und der 

Wundheilung statt. Angioneogenese ist aber auch an der Entstehung verschiedener 

Krankheiten, wie zum Beispiel der Proliferativen Retinopathie, der rheumatischen 

Arthritis und Tumorwachstum beteiligt (Ferrara, 2000). Bereits 1971 wurde vermutet, 

dass Tumore einen löslichen Botenstoff freisetzen, der die in der Nähe liegenden 

ruhenden Endothelzellen aktiviert, ein Gefäßnetz zu bilden, das ca. 1mm pro Tag 

wächst (Folkman, 1971).  

 

Zahlreiche Studien lassen darauf schließen, dass VEGF (Vascular endothelial growth 

factor) einer der wichtigsten proangiogenen Faktoren ist. VEGF ist ein  

34 – 46 kDa schweres hitzestabiles Glykoprotein, das sowohl in vitro als auch in vivo 

zu einer Vermehrung der Endothelzellen führt und die Gefäßdurchlässigkeit steigert.  

Es gibt, soweit bekannt, beim Menschen 5 verschiedene Varianten: VEGF-A, -B, -C, 

-D und –E, die alle an einem Genort verschlüsselt sind. VEGF-A ist die am besten 

charakterisierte Variante, die in mindestens 5 verschiedenen Isoformen vorkommt: 

VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A189 und VEGF-A206. Diese unterscheiden 
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sich hauptsächlich in ihrem Bindungsverhalten zu Heparin, das wiederum vermutlich 

ihre Diffusionsfähigkeit in den extrazellulären Raum beeinflusst (Breier, 2000).  

 

VEGF ist auch als VPF (Vascular permeability factor) bekannt, basierend auf dessen 

Fähigkeit, die Gefäßwanddurchlässigkeit zu steigern. Dvorak vermutete 1986, dass 

dies ein entscheidender Schritt für die Angioneogenese im Zusammenhang mit 

Tumoren und Wundheilung ist (Dvorak, 1986). VEGF konnte 1989 sequenziert 

werden und zeigte hochgradige Ähnlichkeiten mit der Familie der PDGF (platelet 

derived growth factor)-Wachstumsfaktoren (Leung et al., 1989; Keck et al., 1989). 

Mit Hilfe von Knock-out Mäusen, die genetisch so verändert waren, dass sie kein 

VEGF mehr bilden konnten, wurde die zentrale Rolle von VEGF in der fetalen und 

plazentaren Angiogenese gezeigt. Diese Mäuse zeigten alle am 11. 

Schwangerschaftstag einen letalen Ausgang und wiesen schwere kardiovaskuläre 

Defekte sowie eine gestörte Entwicklung des Dottersackes und der Plazenta auf 

(Reynolds et al., 2001).  

Die Bedeutung von VEGF in der Angioneogenese der Tumoren konnte 1993 

verdeutlicht werden. Im Jahr zuvor war es gelungen, monoklonale Antikörper gegen 

VEGF zu synthetisieren. Diese zeigten in Nacktmäusen einen deutlich hemmenden 

Effekt auf das Wachstum von drei verschiedenen Tumorarten: Leiomyosarkom, 

Glioblastoma multiforme und Rhabdomyosarkom. Die Wachstumsverzögerung lag in 

diesen Fällen zwischen 70% und 95% (Kim et al., 1993). 

 

Auch Schilddrüsentumore gehören zu den Tumoren, die VEGF überexprimieren und 

deren Angiogenese vermutlich entscheidend von VEGF beeinflusst wird. Soh et al. 

verglichen 1997 verschiedene Schilddrüsentumorzelllinien mit normalem 

Schilddrüsengewebe. Dabei konnte gezeigt werden, dass in vitro sowohl der  

VEGF-mRNA Spiegel als auch das sezernierte VEGF bei den Tumorzellen höher war 

als beim Normalgewebe. Bereits 1995 vermuteten Viglietto et al., dass die erhöhten 

VEGF Spiegel in Schilddrüsentumoren positiv mit der Aggressivität der Tumoren 

korrelieren. 

 

Einen direkten Zusammenhang von VEGF und dem Wachstum von 

Schilddrüsentumoren konnten Soh et al. 2000 beweisen. Um die Funktion von VEGF 

aufzuheben, wurden in diesem in vivo Experiment VEGF-neutralisierende 
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monoklonale Antikörper zweimal wöchentlich den FTC-133-tumorzelltragenden 

Mäusen gespritzt. Während die Tumoren der Kontrollgruppe an Größe zunahmen, 

hemmte der VEGF-neutralisierende Antikörper das Tumorwachstum um mehr als 

98% (Soh et al., 2000).  

Das Wachstum und die biologische Aktivität von Schilddrüsenzellen werden durch 

eine Reihe von Wachstumsfaktoren beeinflusst. Überexpression von 

Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle in der 

Entstehung von bösartigen Tumoren. Nun ergibt sich die Frage, ob diese 

Wachstumsfaktoren auch die VEGF- Produktion der Schilddrüsentumorzellen 

beeinflussen und somit die Angiogenese der Tumore fördern. 

 

Der wichtigste Wachstumsfaktor und Hauptregulator der normalen Schilddrüsenzelle 

ist das in der Hypophyse sezernierte Thyreoideastimulierende Hormon (TSH). Es 

steuert die Jodaufnahme in die Zelle, dessen Verarbeitung und somit die funktionelle 

Aktivität. Es ist bekannt, dass die Suppression von TSH das Risiko eines 

Schilddrüsentumorrezidives vermindert, die Tumorprogression herabsetzt und das 

Langzeitüberleben der Patienten verbessert (Clark et al., 1981). Hill et al. 

beschrieben 1974 unter TSH- Suppression in 13% der Patienten mit einem papillären 

und in 33% der Patienten mit einem follikulären Schilddrüsentumor eine signifikante 

Tumorregression. Eine andere Studie zeigte, dass Patienten mit einem papillären 

Schilddrüsenkarzinom, die mit einer TSH-Suppression behandelt wurden, eine 

Rezidivrate von weniger als 20% hatten. Die Vergleichsgruppe ohne  

TSH-Suppression hingegen hatte eine Rezidivrate von mehr als 40% (Mazzaferri et 

al., 1977).  

Der Einfluss von TSH auf das Wachstum von Schilddrüsentumoren wurde näher 

untersucht. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass TSH sowohl die 

Proliferation von malignen Schilddrüsenzellen als auch die Invasion durch eine 

künstliche Basalmembran fördert (Duh et al., 1995). Zudem konnte gezeigt werden, 

dass TSH bei malignen Schilddrüsenzellen, im Gegensatz zu benignen, die VEGF-

Sekretion steigert (Soh et al., 1996).  

 

Der Einfluss von Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) auf Schilddrüsenzellen ist 

ebenfalls recht gut untersucht. EGF bindet an einen eigenen Rezeptor, eine Tyrosin 

Kinase, die ihrerseits wieder das Proteinkinase C (PKC) System stimuliert (Duh et al., 
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1995). So besteht ein zum Teil gemeinsamer Signaltransduktionsweg von TSH und 

EGF. Auch wenn in einer immunhistochemischen Färbung keine Unterschiede in der 

Verteilung von EGF und seinem Rezeptor zwischen benignem und malignem 

Schilddrüsengewebe gesehen wurde, so konnte doch gezeigt werden, dass 

differenzierte Tumore der Schilddrüse mehr EGF binden als normale 

Schilddrüsenzellen (van der Laan et al., 1995; Duh et al., 1995). Bereits 1983 wurde 

der Einfluss von EGF auf Schilddrüsenzellen vom Schwein in vitro untersucht. Dort 

zeigte sich eine Stimulation des Zellwachstums bei einer gleichzeitigen Hemmung 

differenzierter Zellfunktionen, wie Jodaufnahme und Verarbeitung. Auch bei 

Costimulation von TSH und EGF blieb die Jodverarbeitung gehemmt (Westermark et 

al., 1983). Hoelting zeigte, dass EGF Wachstum und Invasion in menschlichen 

Schilddrüsentumorzellen in vitro und in vivo verstärkt (Hoelting et al., 1994).  

 

Bis zu ungefähr einem Drittel in seinem Aminosäurenaufbau mit EGF identisch ist 

TGF-α (Transformierender Wachstumsfaktor-α), das ebenfalls an den EGF-Rezeptor 

bindet (Hoelting et al., 1995, Haugen et al., 1993). Es lässt bei follikulären 

Schilddrüsentumorzellen einen ähnlichen Effekt beobachten wie EGF (Hoelting et al., 

1995). Auch lassen sich bei malignen Zellen höhere Spiegel an TGF-α nachweisen 

als bei Normalgewebe.  

 

Die Expression des EGF-Rezeptors sowie von EGF und TGF-α konnten in 

immunhistochemischen Untersuchungen in Schilddrüsenkarzinomen als 

prognostisch schlechter Faktor und in eher aggressiven Formen der Karzinome 

beobachtet werden (Akslen et al., 1995, Gorgoulis et al., 1992).  

 

Insulinähnlicher Wachstumsfaktor-1 (IGF-1) ist ein wichtiger Kofaktor bei der 

Proliferation und der differenzierten Funktion der normalen Schilddrüsenzelle (Zielke, 

1997). Es wird von benignen und malignen Schilddrüsenzellen gebildet und entfaltet 

seine Wirkung auto- und parakrin (Duh et al., 1995).    

 

Ein weiterer Wachstumsfaktor, der von Schilddrüsentumorzellen produziert wird, ist 

der basische Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF). Er hat einen starken 

gefäßneubildenden Effekt (Duh et al., 1995).  
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Auch eine Überexpression von Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) und dessen 

Rezeptor konnte in Schilddrüsentumorzellen nachgewiesen werden und HGF scheint 

dort eine Wachstumsstimulation und einen Schutz vor dem programmierten Zelltod 

(Apoptose) zu verursachen (Ruco et al., 2001). Zudem konnte gezeigt werden, dass 

HGF in papillären Schilddrüsentumorzellen eine zeitlich proportionale Zunahme der 

VEGF-Sekretion bewirkt (Scarpino et al., 2003). 

 

Plazentarer Wachstumsfaktor (PlGF) wird sowohl in Schilddrüsen- als auch in 

Keimzelltumoren produziert. PlGF ist ein eng strukturverwandter Wachstumsfaktor zu 

VEGF, der ebenfalls Neoangiogenese einleiten kann (Ziche et al., 1997). 

 

Bei einer anaplastischen Schilddrüsenzelllinie konnten die beiden Varianten des 

PDGF-Rezeptors nachgewiesen werden. Wurden sie mit PDGF (platelet derived 

growth factor) stimuliert, so resultierte ein Wachstum der Zellen daraus (Heldin et al., 

1991).  

 

Transformierender Wachstumsfaktor-β (TGF-β) wird als negativer Regulator für das 

Wachstum von Schilddrüsenzellen angesehen. Es inhibiert den 

wachstumsstimulierenden Effekt von TSH, EGF und IGF-1 bei benignen Zellen, 

Schilddrüsenadenomen und Basedowzellen (Grubeck-Loebenstein et al., 1989). 

 

Das TSH einen stimulierenden Effekt auf die VEGF Sekretion von 

Schilddrüsenkarzinomzellen hat konnte im Prinzip bereits gezeigt werden (Soh et al., 

1996). Unklar war hier bislang die Postrezeptorsignaltransduktion des  

TSH-Rezeptors.   

Das von TSH ausgelöste Signal kann dabei grundsätzlich zwei verschiedene 

Hauptwege beschreiten. Entweder über eine Adenylatcyclase (AC) zur Proteinkinase 

A (PKA) oder über eine Phospholipase C zur Proteinkinase C (PKC). 

 

Der TSH-Rezeptor ist ein an G-Proteine gekoppelter membranständiger Rezeptor mit 

7 Transmembrandomänen. Während das N-terminale Ende extrazellulär und das  

C-terminale Ende intrazellulär gelegen ist, scheint die transmembranöse Region 

besonders wichtig für die Signaltransduktion über G-Proteine zu sein (Führer et al., 

1999). 
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Im ersten Fall verändert der TSH-Rezeptor nach Bindung von TSH seine Struktur 

dergestalt, dass das G-Protein Gs aktiviert wird. Dadurch wird die α-Untereinheit von 

der β- und γ-Untereinheit des G-Proteins abgespalten und stimuliert die AC. Die 

katalytische Einheit der AC wiederum verwandelt ATP in cAMP, welches dann die 

PKA stimuliert (Clark OH et al., 1997). Im anderen Fall wird nach TSH Bindung das 

G-Protein Gp aktiviert. Wieder spaltet sich die entsprechende α-Untereinheit von der 

β- und γ-Untereinheit ab und aktiviert in diesem Fall die PLC-β. Diese katalysiert die 

Umwandlung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-

triphosphat (IP3) und 1,2-diacylglycerol (DG). Während IP3 zunächst den 

intrazellulären Calciumspiegel erhöht, aktiviert DG zusammen mit dem erhöhten 

Calciumspiegel die PKC (Duh et al., 1995). 

 

Experimentelle Agonisten und Antagonisten des TSH-Rezeptors und der daran 

anschließenden Signaltransduktionskaskade sind bekannt und können genutzt 

werden, um Hinweise auf den beschrittenen Signaltransduktionsweg nach der 

Stimulierung zu erlangen. 

 

Zu den Agonisten des Signaltransduktionsweg via PKA gehört Choleratoxin. Es 

aktiviert selektiv Gs. 8-BrcAMP entfaltet seine Wirkung analog zu cAMP und 

Forskolin aktiviert direkt die katalytische Einheit von PKA. ddA (2‘5‘-dideoxyadenosin) 

dagegen verhält sich antagonistisch zu cAMP und ist somit als Antagonist des  

PKA-Weges zu betrachten. Als Agonist zum PKC-Weg kann TPA (12-0-tetradecanyl-

phorbol-13-acetat) eingesetzt werden, welches sich analog zu DAG verhält. 

Stauroporin wirkt direkt antagonistisch zu PKC.  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der zwei Signaltransduktionswege des TSH-Rezeptors: links über G-Protein Gs zur 
Adenylatcyklase und zu PKA; rechts über G-Protein Gq zur Phospholipase C-β und zu PKC. Ferner sind die Wirkungsorte der 
experimentellen Agonisten und Antagonisten schematisch dargestellt.  

 
 
Von den beiden bekannten Signaltransduktionswegen des TSH-Rezeptors werden 

die verschiedenen biologischen Wirkungen des TSH mit unterschiedlichen 

Schwerpunkten vermittelt. So verläuft die TSH vermittelte Signaltransduktion des 

Jodstoffwechsels zum Beispiel über die PKA, während die Vermittlung der 

Zellproliferation von benignen und malignen Schilddrüsenzellen in vitro hauptsächlich 

über die PKC verläuft (Hoelting et al., 1993; Goretzki et al, 1986).  

 

Der durch TSH vermittelte Effekt auf die VEGF-Sekretion von 

Schilddrüsenkarzinomzellen ist bislang noch nicht untersucht worden.  

 

Es ist jedoch wichtig das proangiogene Zusammenspiel von TSH und VEGF in 

Schilddrüsenkarzinomzellen näher zu kennen. So wird zum Beispiel nach erfolgter 

operativer Therapie eines gut differenzierten Schilddrüsentumors eine Langzeit  

TSH-Suppression bei Patienten durchgeführt, um das Wachstum und die 

Progression des Tumors zu minimieren. Hierzu gibt es jedoch keine prospektiv, 

randomisierten Studien, die diesen Effekt näher untersuchen. Lediglich retrospektiv 

muss man einen positiven Effekt der TSH-Suppression postulieren (McGriff NJ et al., 

2002). Da die TSH-Suppression jedoch auch nicht ohne Nebenwirkungen ist und 
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man zum Beispiel den Verdacht auf einen prothrombotischen Effekt (McDonald KH et 

al., 2004) und bei postmenopausalen Frauen eine Minderung der Knochendichte 

nach einer mindestens drei Jahre lang erfolgten TSH-Suppression beobachten 

konnte (Chen CH et al., 2004), sollte man diese Therapie weiter hinterfragen und 

genauer untersuchen.  

Zudem ist es wichtig zu wissen, über welchen Signaltransduktionsweg des  

TSH-Rezeptors die proangiogenen Informationen vermittelt werden, um eine 

spezifischere Therapie zu finden und somit eventuell die TSH-Suppression in der 

Zukunft unterlassen zu können.  

Welche Bedeutung dem TSH-Rezeptor und den hierüber vermittelten Informationen 

bezüglich der VEGF-Sekretion zukommt ist bislang noch nicht untersucht worden 

und soll mit dieser Arbeit beantwortet werden. Da verschiedene 

Schilddrüsentumorzellen jedoch mit zunehmender Entdifferenzierung keinen TSH-

Rezeptor mehr exprimieren, stellt sich hier die Frage nach möglicherweise 

alternativen Wegen zur Stimulation der VEGF-Sekretion. Hierbei bietet sich der 

Vergleich einer TSH-Rezeptor-positiven und -negativen Zelllinie an. Diese 

Möglichkeit besteht in der follikulären Schilddrüsenzelllinie HTC -, die stabil mit einem 

TSH-Rezeptor transfiziert wurde (Derwahl et al., 1993).  
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1.2 Zielsetzung 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der VEGF-Sekretion von drei 

verschiedenen malignen Schilddrüsenzelllinien in vitro.   

 

Zum einen soll der Einfluss der Wachstumsfaktoren TSH, EGF, TGF-α, IGF-1, bFGF, 

HGF, PlGF, PDGF und TGF-β auf die VEGF-Sekretion beobachtet werden. Hierbei 

soll der potenteste oder das Spektrum der potentesten Wachstumsfaktoren zur 

Stimulation der VEGF-Sekretion herausgearbeitet werden. Besondere Beachtung 

wird hierbei dem Einfluss eines funktionellen TSH-Rezeptors auf die VEGF-Sekretion 

von TSH-Rezeptor-positiven und -negativen Zelllinien zukommen. 

 

Zum anderen erfolgt eine Analyse der TSH-gesteuerten VEGF-Sekretion durch 

Beeinflussung verschiedener Punkte der Signaltransduktionskaskade des  

TSH-Rezeptors mit stimulierenden und inhibierenden Substanzen.  

 

Abschließend wird die Koinkubation der Zelllinien mit TSH und den Mediatoren der 

Signaltransduktionskaskade erfolgen, um den oben ermittelten Effekt bestätigen oder 

widerlegen zu können. Hierbei stellt sich insbesondere die Frage, ob ein spezieller 

Weg der Signaltransduktion zur Vermittlung der proangiogenen Information 

bevorzugt wird und selektiv beeinflusst werden kann, um hieraus neue 

therapeutische Ansätze zur Behandlung der gut differenzierten 

Schilddrüsenkarzinome zu finden.  
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2. Material und Methoden  

 

Drei verschiedene maligne Schilddrüsenzelllinien (XTC, HTC+, HTC-) wurden in vitro 

mit Wachstumsfaktoren (TSH, EGF, TGF-α, IGF-1, bFGF, HGF, PlGF, TGF-β) 

stimuliert und ihre VEGF-Sekretion mittels Enzyme Linked Immunosorbant Assay 

(ELISA) aus dem Zellüberstand ermittelt.  

Ferner wurde die Postrezeptorsignaltransduktion des TSH-Rezeptors unter 

Stimulation und unter Inhibition mit Hilfe des VEGF-ELISA untersucht.   

 

 

2.1 Zelllinien 

 

Die drei verwendeten Zelllinien entstammten der Arbeitsgruppen-eigenen Zellbank.  

 

2.1.1 XTC 

XTC ist eine gut differenzierte Schilddrüsenzelllinie, die aus einer Metastase eines 

Hürthlezell-Schilddrüsenkarzinoms gewonnen wurde (Zielke et al., 1998). 

Hürthlezell-Schilddrüsenkarzinome sind eine Variante des follikulären 

Schilddrüsenkarzinoms. Es wird vermutet, dass diese Variante des follikulären 

Schilddrüsenkarzinoms eher zur Transformation zu undifferenzierten 

Schilddrüsenkarzinomen neigt (McDonald et al., 1991).  

Es konnte gezeigt werden, dass die XTC-Zelllinie sowohl in vitro als auch in einem in 

vivo Modell mit Nacktmäusen humanes Thyreoglobulin sezerniert. Ferner konnte 

nach einer Stimulation von 10mU/ml TSH in vitro über 4 Stunden ein Anstieg des 

intrazellulären cAMP beobachtet werden. Auch die Fähigkeit zur Migration und 

Invasion in eine Basalmembran in vitro und die Metastasierung in vivo (in 

Lymphknoten, Lunge und Leber) konnten gezeigt werden (Zielke et al., 1998).  

Verglichen mit normalen Schilddrüsenzellen, einer follikulären (FTC-133), einer 

papillären (TPC-1) und einer medullären (MTC-1.1) Schilddrüsenkarzinomzelllinie, 

die alle einen vergleichbar hohen basalen, also unstimulierten, VEGF-Spiegel 

sezernierten, ließ die XTC Zelllinie einen noch höheren VEGF-Spiegel beobachten 

(Soh et al., 1996).  
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In einem weiteren Experiment mit der XTC-Zelllinie zeigte sich ein deutlich stärkeres 

Ansprechen der Zellen in Bezug auf Thyreoglobulinsekretion, Adhäsion, Migration 

und Invasion auf TSH als auf EGF (Zielke et al., 1999). 

 

2.1.2 HTC+/HTC- 

1993 gelang es, eine menschliche follikuläre Schilddrüsenzelllinie (HTC-), die keinen 

eigenen Rezeptor für TSH besaß, mit einem solchen Rezeptor stabil zu transfizieren. 

In diesen transfizierten Zellen (HTC+) konnte sowohl mRNA des Rezeptors 

nachgewiesen als auch der TSH-Rezeptor selbst identifiziert werden. Ferner zeigten 

diese Zellen nach Stimulation mit TSH einen dosisabhängigen Anstieg der 

intrazellulären cAMP Konzentration mit einem Maximum bei 10mU/ml TSH. 

Verglichen mit dem hohen Differenzierungsgrad der XTC Zelllinie zeigen die HTC+/- 

Zellen zwar auch Thyreoglobulin-mRNA, jedoch keine Immunreaktivität für 

Thyreoglobulin. Auch eine Speicherfunktion für Jod konnte nach Stimulation mit TSH 

nicht nachgewiesen werden (Derwahl et al., 1993).  

 

 

2.2 Kultivierung 

 

Die Tumorzellen, die als einschichtiger Zellrasen den Boden der 250ml großen 

Gewebekulturflaschen bedeckten, wurden bei 37°C und  5% PCO2 kultiviert. Die Zellen 

wurden in DMEM/HAM’S F12 (1:1) Medium ohne L-Glutamin (full growth medium = 

FGM) gehalten, das mit 10% fetalem Kälber Serum (FCS) und einer 1:100 

verdünnten Lösung aus Penicillin und Streptomycin (10000I.E. und 10000µg/ml) 

versetzt war. 

Bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 80% erfolgte das Passagieren der Zellen. 

Nach der Aspiration des FGM wurde hierzu zunächst ein Waschschritt mit PBS w. 

Ca2+/Mg2+ durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen mit 4ml einer 0,25% 

Lösung aus Trypsin/EDTA abgelöst, in 20ml Wachstumsmedium aufgenommen, in 

50ml große Polypropylen-Röhrchen überführt und 5 Minuten bei 1000g zentrifugiert. 

Nach dem Verwerfen des liquiden Anteils wurde das Pellet in 4ml FGM resuspendiert 

und je 2ml in 250ml große Kulturflaschen gegeben, welche abschließend wieder mit 

25ml FGM aufgefüllt wurden.  
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2.3 Stimulationsversuche  

 

2.3.1 Vorversuch 

Um optimale Bedingungen für die eigentlichen Stimulationsversuche zu ermitteln, 

wurden zunächst in einem Pilotversuch die geeignete Zellzahl und Inkubationsdauer 

mit den Wachstumsfaktoren bestimmt, um in den optimalen Sensitivitätsbereich des 

angewendeten Messverfahrens zu gelangen. Diese Versuche wurden mit XTC-Zellen 

unter der Stimulation von TSH durchgeführt, da hier bereits bewiesen werden konnte, 

dass dies zu einer signifikanten Erhöhung von VEGF führt (Soh et al., 1996).  

Die Zellen werden dazu nach den unten (2.3.2) beschriebenen Bedingungen in 

unterschiedlichen Zellkonzentrationen und Inkubationszeiten mit 10mU/ml TSH 

stimuliert (vgl. Tabelle 2.3.1).  

 

Tabelle 2.3.1 Versuchsbedingungen im Vorversuch zur Ermittlung der optimalen Zellzahl und 
Inkubationsdauer 

 

Zellen/Kavität Messzeitpunkt Messzeitpunkt Messzeitpunkt 

1x105  Zellen 6 Stunden 12 Stunden 24 Stunden 

1x106  Zellen 6 Stunden 12 Stunden 24 Stunden 

 

 

Ergebnis:  

Da der sensitivste Messbereich des nachfolgend beschriebenen VEGF-ELISA bei 

einer optischen Dichte (OD) von 0,1 bis 1 liegt (Herstellerangaben), liegt die optimale 

Kondition 1x106 Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit einer OD von 

0,510 (vgl. Tabelle 2.3.2).  

 

Tabelle 2.3.2 Messergebnisse (optische Dichte im VEGF-ELISA) nach 6,12 und 24 Stunden 
Inkubation von 105 und 106 Zellen XTC unter Stimulation von 10mU/ml TSH zur Ermittlung der 
optimalen Zellzahl und Inkubationsdauer. 

 Optische Dichte 

nach 6 Stunden 

Optische Dichte 

nach 12 Stunden 

Optische Dichte 

nach 24 Stunden 

1x105  Zellen 0,104 0,109 0,140 

1x106  Zellen 0,183 0,298 0,510 
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2.3.2 Suspensionsherstellung der Wachstumsfaktoren und Effektoren der 

Signaltransduktion  

Um ein wiederholtes Auftauen und Wiedereinfrieren und damit einen möglichen 

Wirkverlust der Wachstumsfaktoren, die in suspendierter Form bei -20°C gelagert 

werden mussten, zu vermeiden, wurden die Wachstumsfaktoren als Vorbereitung zu 

den Stimulationsversuchen nach den entsprechenden Produktinformationen 

zunächst in ihren entsprechenden Lösungsmitteln suspendiert, weiter verdünnt, 

aliquotiert und gelagert (vgl. Tabelle 2.3.2a).   

 

Tabelle 2.3.2a Lösungsmittel und Konzentrationen der Aliquots der Wachstumsfaktoren, die bei -20°C 
gelagert wurden. 

 

Wachstumsfaktor Konzentration der Aliquots Lösungsmittel 

TSH 1000mU/ml H5-Medium 

EGF 1µg/ml 10mM Essigsäure + 0,1% FCS 

TGF-α 10µg/ml PBS + 0,1% FCS 

IGF-1 10µg/ml Aqua (steril) 

bFGF 5µg/ 200µl PBS + 0,1% FCS 

HGF 10µg/ml PBS + 0,1% FCS 

PlGF 10µg/ml PBS + 0,1% FCS 

PDGF 0,25µg/ml 4mM Salzsäure + 0,1% FCS 

TGF-β 1ng/µl 4mM Salzsäure + 0,1% FCS 

 

 

Die nach den entsprechenden Produktinformationen suspendierten Effektoren der 

Signaltransduktion (vgl. Tabelle 2.3.2b) konnten alle dunkel bei +4°C gelagert 

werden. Die Stocklösungen mussten daher nicht weiter verdünnt und aliquotiert 

werden.  
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Tabelle 2.3.2b Lösungsmittel und Konzentration der Stocklösung der Effektoren der 
Signaltransduktion, die dunkel bei +4°C gelagert wu rden.  

 

Effektor d. Signaltransduktion Konzentration der Lösung Lösungsmittel 

Choleratoxin 100µg/ml Aqua (steril) 

8-Br-cAMP 100µg/ml 0,1 M Natronlauge 

TPA 100µg/ml DMSO 

Forskolin 100µg/ml DMSO 

Stauroporin 10µg/ml DMSO 

ddA 100µg/ml DMSO 
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2.3.3 Stimulationsversuche mit Wachstumsfaktoren 

Zu Beginn der Stimulationsversuche wurde das FGM bei einer ca. 80% Konfluenz 

der Zellen in den 250ml großen Gewebekulturflaschen nach einem Waschschritt mit 

PBS w. Ca2+/Mg2+ zunächst für 24 Stunden durch serumfreies Medium mit 0,648g/l 

N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin ersetzt. Dieses Medium war mit einer Hormonmischung 

aus Rinderinsulin (10µg/ml), humanem Transferrin (5µg/ml) Somatostatin (10ng/ml), 

Glycyl-L-histidyl-L-lysinacetat (2ng/ml) und Hydrocortison (0,36ng/ml) angereichert 

worden (H5-Medium). 

 

Die Zellen wurden dann nach einem Waschschritt mit 25ml PBS w/o Ca2+/Mg2+mit  

4ml 0,02% EDTA Lösung aus ihren Kulturflaschen abgelöst, in 20ml PBS w/o 

Ca2+/Mg2+ aufgenommen und 5 Minuten bei 1000g zentrifugiert. Nach Verwerfen des 

liquiden Anteils wurde der Zellniederschlag in 1ml H5-Medium resuspendiert. 

 

0,1ml der Zellsuspension wurde zu einer 0,01%tigen Trypanblaulösung gegeben, um 

lichtmikroskopisch in einer Neubauer Zählkammer im Trypanblau-Exlusionstest den 

Anteil der vitalen Zellen zu bestimmen. Grundlage dieses Testes ist das 

unterschiedliche Verhalten toter und lebender Zellen gegenüber Trypanblau. Der 

makromolekulare saure Farbstoff kann nicht durch die intakte Zellmembran lebender 

Zellen penetrieren. In tote Zellen kann er jedoch eindringen und bindet sich dort an 

Proteine, sodass diese blau gefärbten Zellen mikroskopisch bei einer 10-fachen 

Vergrößerung durch das Auszählen von 4 Quadraten der Neubauer Zählkammer 

bestimmt werden können. Der Anteil toter Zellen wurde in Prozent bezogen auf die 

Gesamtzahl der Zellen angegeben. 

 

Nach Ermittlung des vitalen Zellanteils wurde eine Zellsuspension mit 1x106 Zellen/ 

ml H5-Medium hergestellt. 1ml dieser Zellsuspension wurde anschließend pro Kavität 

in Mehrfachkulturschalen mit je 6 Kavitäten mit einem Durchmesser von  

34,8mm gegeben. Die Wachstumsfaktoren, die zuvor mit H5-Medium zu den 

gewünschten Konzentrationen verdünnt worden waren, wurden dann entsprechend 

der Tabelle 2.3.3 in 1ml H5-Medium hinzugefügt.  
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Tabelle 2.3.3 Eingesetzte Konzentrationen von Wachstumsfaktoren in den Stimulationsversuchen 

 

 0,01  0,1  1  10  100  

TSH [mU/ml]   x x x 

EGF [ng/ml]   x x x 

TGF-α [ng/ml]    x x 

IGF-1 [ng/ml]   x x x 

bFGF [ng/ml]    x x 

HGF [ng/ml]    x x 

PIGF [ng/ml]    x x 

PDGF [ng/ml]    x  

TGF-β [ng/ml] x x x x  

 

Nach umfassender Literatur-Recherche bezüglich VEGF-Sekretion unter Einfluss der 

oben genannten Wachstumsfaktoren in anderen Tumorzelllinien, ergaben sich 

überwiegend die Konzentrationen 10ng/ml und 100ng/ml. Sofern hierbei 

überdurchschnittliche Werte erreicht wurden, erfolgte nach Vorliegen der ersten 

Experimente eine entsprechende Verdünnung um eine oder mehrere 10er Potenzen.  

 

Der Zellkulturüberstand wurde abschließend nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C 

und 5% PCO2 in Cryo-Vials asserviert und zunächst bei -20°C ge lagert.   

Sämtliche Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt. 

 

 

2.3.4 Versuchsaufbau mit Effektoren der Signaltransduktion 

Die Zellkultivierung zur Stimulation und Inhibition der Signaltransduktion entsprach 

den Stimulationsversuchen mit Wachstumsfaktoren (Abschnitt 2.3.2).  

Nach 24 Stunden Inkubation in H5-Medium wurden nach Ermittlung des vitalen 

Zellanteils mit dem Trypanblau-Exklusionstest 1ml Zellsuspension mit 1x106 Zellen 

pro Kavität der Mehrfachkulturschalen ausgesät. Anschließend wurden die Effektoren 

der Signaltransduktion, die zuvor mit H5-Medium zu Konzentrationen von 10ng/ml 

und 100ng/ml verdünnt worden waren, in 1ml H5-Medium hinzugefügt. Bezüglich der 

Konzentrationen der Effektoren der Signaltransduktion erfolgte die Orientierung an 
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der Arbeit von Thomas Hoelting aus dem Jahr 1993, in der ebenfalls beide 

Signaltransduktionswege des TSH-Rezeptors einander gegenüber gestellt wurden.  

Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% P CO2 wurden die Zellüberstände 

asserviert und bei -20°C bis zur Auswertung mittels  VEGF-ELISA gelagert.  

Auch hier erfolgten alle Versuche in Triplikaten.  
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2.4 Quantitative Bestimmung von VEGF 

 

Die VEGF Bestimmung in den asservierten Zellkulturüberständen erfolgte mit Hilfe 

eines Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA). Bei diesem Verfahren handelt 

es sich um eine Kombination aus einem Immunassays (Antigen-Antikörperreaktion) 

mit einer enzymatischen Farbreaktion.  

Bei dem hier verwendeten ELISA handelt es sich um einen nicht-kompetitiven 

Sandwich-ELISA. Es werden zwei Antikörper verwendet, die beide hochspezifisch an 

das nachzuweisende Antigen binden, jedoch an unterschiedlichen Determinanten 

des Antigens, um nicht kompetitiv zu sein. 

Zunächst werden Mikrotiterplatten mit dem primären Antikörper (coating Antikörper) 

beschichtet. Einen Mikrotiterplatte ist eine Anordnung von 96 kleinen 

Reaktionsgefäßen (Kavitäten von 250µl) in einer Kunststoffplatte. Zu dem auf der 

Festphase immobilisierten coating Antikörper werden die Proben mit dem zu 

bestimmenden Protein gegeben. Nach Auswaschen der nicht gebundenen Anteile 

wird zu den fixierten Antigen-Antikörper-Komplexen der sekundäre biotinylisierte 

Antikörper (capture Antikörper) gegeben, der ebenfalls an das nachzuweisende 

Antigen bindet. Dieser Sekundärantikörper wird nach einem erneuten Waschen von 

Meerrettichperoxidase konjugiertem Strepatavidin, einem tetrameren 60 kDa Protein, 

gebunden. Die Peroxidase kann mit H2O2 einen Komplex bilden und ist dann zur 

Oxidation organischer Substrate befähigt. Im nächsten Schritt werden dann H2O2 und 

der Farbstoff Tetramethylbenzidin hinzugefügt. Das farblose Tetramethylbenzidin 

wird durch die Enzymreaktion der Peroxidase in das blaugefärbte 

Tetramethylbenzidin-Radikalkation umgesetzt. Durch das anschließende Ansäuern 

mit Schwefelsäure erfolgt das Abstoppen der Farbreaktion. Es bildet sich das 

gelbgefärbte 3,3’,5,5’-Tetramethyl-1,1’-Diphenochinon-4,4’-Diimmoniumion.  

Die Stärke der Farbintensität der Gelbfärbung (optische Dichte) wird mit einem 

Photometer gemessen und die Menge des gebildeten Farbstoffes ist direkt 

proportional zur der zu bestimmenden Proteinkonzentration in der eingesetzten 

Probe. Die quantitative Bestimmung in pg/ml kann als Korrelation zu mitgeführten 

Standardproben mit definierter Konzentration erfolgen. 
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In dieser Arbeit wurde das DuoSet® ELISA Development System, human VEGF von 

R&D Systems verwendet. Sämtliche Reaktionen erfolgten bei Raumtemperatur und 

normalem Tageslicht. 

 

Zur Beschichtung mit dem coating Antikörper wurden die 96 (8x12) Kavitäten der 

Mikrotiterplatte mit je 100µl Ziegen-anti-Maus VEGF165 Antikörper befüllt und über 

Nacht bei Raumtemperatur damit inkubiert. Die Mikrotiterplatte wurde hierbei mit 

einer Kunststofffolie abgedeckt.  

 

Am darauf folgenden Tag erfolgte zunächst ein Waschschritt, bei dem die freie 

Flüssigkeit abgesaugt und die Vertiefungen anschließend mit 3 mal je 300µl 

Waschpuffer (PBS mit 0,05% Tween20) gespült wurden. Nach dem letzten 

Waschgang wurde die Platte jeweils umgekehrt auf Filterpapier ausgeklopft.  

 

Anschließend wurde die Platte mit je 300µl Blockpuffer (PBS mit 1% fetalem 

Kälberalbumin, 5% Saccharose und 0,05% NaN3) pro Kavität ein Stunde inkubiert, 

um das unspezifische Anlagern von Proteinen an noch frei gebliebenen 

Kavitätenwänden zu verhindern. 

 

Nach Entfernen des nicht gebundenen Blockpuffers und einem weiteren 

Waschschritt konnten je 100µl der Proben bzw. der mitgelieferten Standardproben in 

definierten Konzentrationen in Duplikaten in die Kavitäten eingesetzt werden. Die 

Doppelbestimmungen der Proben erfolgten in zwei vertikal aufeinander folgenden 

Kavitäten. Um im sensitivsten Messbereich dieses Verfahrens zu sein, wurden die 

Zellkulturüberstände 1:5 und 1:10 verdünnt (vgl. Vorversuch). Die Verdünnungen 

erfolgten alle in PBS mit 1% fetalem Rinderalbumin. Die Standardproben wurden in 

Konzentrationen von 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125 und 62,5 pg/ml VEGF 

eingesetzt.  

 

Nach 2 Stunden Inkubation wurden nach einem Waschschritt zu den Antigen-

Antikörperkomplexen je 100µl an Biotin gekoppelte sekundärer Ziegen-anti-Maus 

VEGF165 Antikörper als capture Antikörper pro Kavität dazugegeben. Es wurde 

weitere 2 Stunden inkubiert. 
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Nach einem erneuten Waschvorgang erfolgte die Inkubation mit je 100µl 

Streptavidin-Meerettichperoxidase-Konjugat. Dieses lagerte sich aufgrund der vier 

hochaffinen Bindungsstellen des Streptavidins für Biotin an den capture Antikörper in 

20 Minuten Inkubationsdauer an.   

 

Im nächsten Schritt folgten 100µl einer 1:1 Mischung aus H2O2 und 

Tetramethylbenzidin und somit der Beginn der enzymatischen Farbreaktion.  

Diese wurde nach 20 Minuten mit 50µl 2M Schwefelsäure gestoppt und die optische 

Dichte mit dem Mikrotiterplattenlesegerät Emax (Molecular Devices) innerhalb von  

20 Minuten bestimmt. 

  

Das verwendete Gerät bestimmte die optische Dichte bei einer Wellenlänge von  

450nm mit einer Korrekturwellenlänge von 570nm. Die Daten wurden von einer 

Software (Softmax pro, Molecular Devices) bearbeitet und als optische Dichte 

angezeigt.  

 

 

2.5 Auswertung 

 

Die Ergebnisse der Stimulation mit Wachstumsfaktoren und Inkubation mit Effektoren 

der Signaltransduktion wurden in Form von Quotienten dargestellt: 

 

Optische Dichte der stimulierten VEGF-Sekretion (Messwert) x 100     

Optische Dichte der basalen VEGF-Sekretion (Kontrolle)    

 
Die Werte entsprechen also Prozenten gegenüber der unstimulierten Kontrolle, die in 

jedem experimentellen Ansatz separat mitgeführt wurde.   

Es wurden ferner immer 3 unabhängige Stimulationsversuche zu einem Mittelwert 

zusammengefasst und die entsprechende Standardabweichung berechnet. 

- 100  =  X 
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2.6 Chemikalien und Verbrauchsmittel 

 

• Aqua dest. (Apotheke der Philipps-Universität Marburg) 

• Cryo-Vials, 2ml (Greiner, Solingen, Deutschland) 

• DMEM/HAM´S F12 (1:1) Medium mit 0,648g/l N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin 

(Biochrom, Berlin, Deutschland) 

• DMEM/HAM´S F12 (1:1) Medium ohne Glutamin (Biochrom, Berlin, Deutschland) 

• DMSO (Wak Chemie Medical GmbH, Steinbach, Deutschland) 

• DuoSet® ELISA Development System, human VEGF (Katalog Nr. DY 493, R&D 

Systems, Minneapolis, USA) 

• EDTA (Ethylendiamintetraacatate) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

• Einmal Pipetten, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml (Greiner, Solingen, Deutschland) 

• Eppendorf Pipetten (Eppendorf Nethler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland) 

• Essigsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

• FCS (fetales Kälber Serum) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

• Flaschen für Gewebekulturen, 250ml, mit schrägem Hals (Greiner, Solingen, 

Deutschland) 

• Mehrfachkulturschalen (Costar, Corning, New York, USA) 

• Mikrotiterplatten (Costar, Corning, New York, USA) 

• Natronlauge (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

• Neubauer Zählkammer 

• PBS (Phosphat buffered saline) w Ca2+/Mg2+ (Biochrom, Berlin, Deutschland) 

• PBS (Phosphat buffered saline) w/o Ca2+/Mg2+ (Biochrom, Berlin, Deutschland) 

• Penicillin/Streptomycin (10000I.E. und 10000µg/ml) (Biochrom, Berlin, 

Deutschland) 

• Pipettenhalter 

• Pipettenspitzen passend für Eppendorf, bis maximal 20µl, 1-100µl, 101-1000µl, 

(Greiner, Solingen, Deutschland) 

• Polypropylen- Röhrchen, 50ml (Greiner, Solingen, Deutschland) 

• Salzsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

• Trypanblau 0,1% (Apotheke der Philipps-Universität Marburg) 

• Trypsin/EDTA 0,25% (2,5g Schweinetrypsin, 0,2g EDTA) (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 
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2.7 Wachstumsfaktoren 

 

• Thyreoideastimulierendes Hormon (TSH), bovin, (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 

• Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), human, recombinant (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 

• Transformierender Wachstumsfaktor α (TGF-α), human, recombinant (Sigma, 

Taufkirchen, Deutschland) 

• Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1), human, recombinant (Sigma, 

Taufkirchen, Deutschland) 

• bFGF (basal fibroblast growth factor), human, recombinant (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 

• HGF (hepatocyte growth factor), human, recombinant (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 

• PIGF (placenta growth factor), human recombinant (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 

• PDGF (platelet derived growth factor), human, natural (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) 

• Transformierender Wachstumsfaktor β1 (TGF-β1), human, natural (Sigma, 

Taufkirchen, Deutschland) 

 

 

2.8 Signaltransduktionseffektoren 

 

PKA -Agonisten 

• Choleratoxin, Vibrio cholerae (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) – aktiviert 

selektiv Gs 

• 8-BrcAMP (8-bromo-cyclic-adenosine-monophosphate) (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland) – wirkt analog zu cAMP 

• Forskolin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) – aktiviert direkt die katalytische 

Einheit von PKA 
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PKA-Antagonist 

• ddA (2´5´-dideoxyadenosine) (Calbiochem, San Diego, USA) – wirkt 

antagonistisch zu cAMP 

 

PKC-Agonist 

• TPA (12-0 tetradecanoyl-phorbol-13-acatate) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

– wirkt analog zu DAG 

 

PKC-Antagonist 

• Stauroporin, streptomyces spec. (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) – Inhibitor 

der PKC 
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3. Ergebnisse  

 

 

3.1 Stimulation mit Wachstumsfaktoren  

 

Der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die VEGF-Sekretion der drei 

beschriebenen Zelllinien zeigt bei XTC und HTC+ eine deutlich dosisabhängige 

Steigerung der VEGF-Sekretion durch TSH. Die größten Steigerungen der  

VEGF-Sekretion lassen sich bei XTC und HTC+ mit TGF-β erreichen. Einen 

schwächeren Effekt in beiden Zelllinien hat EGF.   

TGF-α bewirkt in XTC Zellen ebenfalls eine leichte Stimulation der VEGF-Sekretion, 

während sich ein vergleichbarer Effekt in HTC+ mit HGF erreichen lässt.   

Die größte Steigerung der VEGF-Sekretion in der nicht TSH-Rezeptor tragenden 

HTC- Zelllinie lässt sich durch EGF hervorrufen. Neben TGF-α und TGF-β 

verursachen hier auch PlGF und HGF eine Stimulation der VEGF-Sekretion.  
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3.1.1 XTC 

 

Zu einer Steigerung der VEGF-Sekretion in der XTC Zelllinie, einer Zelllinie mit einer 

hohen basalen VEGF-Sekretion, kommt es unter der Stimulation von TGF-β. Hier 

zeigt sich auch ein Dosis-Wirkungseffekt. Während 0,01 und 0,1ng/ml TGF-β keinen 

Einfluss auf die VEGF-Sekretion haben, zeigt sich bei der Stimulation von 1ng/ml 

TFG-β eine Steigerung um 57% und unter 10ng/ml um 63%. 

Die VEGF-Sekretion steigt unter der Stimulation von 1mU/ml TSH um 16,5%, 

vergrößert sich mit 10mU/ml auf 30,3% und mit 100mU/ml auf 37%.   

Die Stimulation mit 1ng/ml EGF lässt keine Steigerung der VEGF-Sekretion 

beobachten, während sich unter 10ng/ml EGF eine 9-prozentige und unter 100ng/ml 

EGF eine 2,3-prozentige Steigerung beobachten lässt. 

100ng/ml TGF-α vergrößert die VEGF-Sekretion der XTC Zellen um 11,3%. 

Keine Steigerung der VEGF-Sekretion kommt bei der Stimulation mit TGF-α, IGF-1, 

bFGF, HGF, PlGF und PDGF zustande. 
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Abbildung 3.1.1: Prozentuale Steigerung der VEGF-Sekretion in der XTC-Zelllinie  unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in 
vitro für 24 h (TSH in mU/ml, die übrigen in ng/ml) in Relation zu einer unstimulierten Probe. 
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3.1.2 HTC+ 

 

Eine gesteigerte VEGF-Sekretion bei HTC+ Zellen lässt sich unter Stimulation von 

TSH beobachten. Die Sekretion steigert sich mit 1mU/ml auf 10%, mit 10mU/ml auf 

10,67% und mit 100mU/ml TSH auf 19%. Unter der Stimulation mit TGF-β zeigt sich 

ebenfalls eine dosisabhängige Steigerung der VEGF-Sekretion. Mit 0,01ng/ml zeigt 

sich eine Steigerung auf 6%, mit 0,1ng/ml auf 20%, mit 1ng/ml auf 46% und mit 

10ng/ml TGF-β auf 30%. Auch unter der Stimulation mit 10 und 100ng/ml HGF zeigt 

sich eine Steigerung der VEGF-Sekretion auf 8%.  

Eine Steigerung der VEGF-Sekretion lässt sich bei der Stimulation mit 10ng/ml und 

100ng/ml EGF beschreiben, allerdings liegt hier eine große Standardabweichung vor.  

 

1ng/ml EGF, IGF-1, PlGF, TGF-α, bFGF und PDGF führen zu keiner Steigerung der 

VEGF-Sekretion in der HTC+ - Zelllinie.   
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Abbildung 3.1.2: Prozentuale Steigerung der VEGF-Sekretion in der HTC+ -Zelllinie  unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren 
in vitro für 24 h (TSH in mU/ml, die übrigen in ng/ml), in Relation zu einer unstimulierten Probe. 
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3.1.3 HTC- 

 

Bei der nicht TSH-Rezeptor tragenden Zelllinie lässt sich unter der Stimulation mit 

1ng/ml, 10ng/ml und 100ng/ml EGF eine Steigerung der VEGF-Sekretion auf 35%, 

46% beziehungsweise auf 28% beobachten. Eine 37,5-prozentige Steigerung zeigt 

sich unter der Stimulation mit 10ng/ml PlGF. Die VEGF-Sekretion steigt auf 15% 

beziehungsweise auf 35,67% unter der Stimulation von 10ng/ml und 100ng/ml  

TGF-α. 1ng/ml und 10ng/ml TGF-β lassen ebenfalls eine Steigerung der VEGF-

Sekretion auf 23,67% und 24,67% beobachten.  

Keine Steigerung zeigt sich unter der Stimulation mit TSH und HGF.  

Auch unter der Stimulation mit IGF-1, bFGF, PDGF und niedrig dosiertem TGF-β 

zeigt sich keinerlei Steigerung der VEGF-Sekretion.  
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Abbildung 3.1.3: Prozentuale Steigerung der VEGF-Sekretion in der HTC- -Zelllinie  unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in 
vitro für 24 h (TSH in mU/ml, die übrigen in ng/ml), in Relation zu einer unstimulierten Probe. 
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3.1.4 Gegenüberstellung von HTC+ und HTC- 

 

Die größten Unterschiede in der Stimulation der beiden Zelllinien mit 

Wachstumsfaktoren finden sich bei PlGF und TGF-α. Während sich bei HTC+ hier 

keine Steigerung feststellen lässt, führt die Stimulation mit 10ng/ml und 100ng/ml 

PlGF bei HTC- zu einer Steigerung auf 37,5% bzw. 7,5%. Die Stimulation mit 

10ng/ml und 100ng/ml TGF-α führt in vitro bei HTC- zu einer Steigerung der  

VEGF-Sekretion auf 15% und 35,67%.  

Keine relevanten Unterschiede finden sich in der Stimulation mit 100ng/ml EGF, 

10ng/ml TGF-β, 10ng/ml und 100ng/ml HGF.   
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Abbildung 3.1.4: Gegenüberstellung der VEGF-Sekretion in der HTC+ und HTC- -Zelllinie unter Stimulation mit 
Wachstumsfaktoren in vitro für 24 h (TSH in mU/ml, die übrigen in ng/ml) zur Demonstration eines funktionellen TSH-Rezeptors 
auf die biologische Wirkung von den genannten Wachstumsfaktoren auf die VEGF-Sekretion, in Relation zu einer unstimulierten 
Probe. 
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3.2 Signaltransduktion 

 

Eine Stimulation der VEGF-Sekretion lässt sich durch den PKC Agonisten TPA 

hervorrufen. Unter der Stimulation der Zellen mit PKA Agonisten wie Choleratoxin 

und Forskolin lassen sich ebenfalls VEGF-Sekretionssteigerungen hervorrufen. 

Die Antagonisierung des PKC-Signaltransduktionsweges durch Stauroporin erzielt 

deutlich stärkere Effekte als die Antagonisierung des PKA-Signaltransduktionsweges 

durch ddA.  

Dieser Effekt kann in der Koinkubation mit TSH und den Antogonisten ddA und 

Stauroporin bestätigt werden. Hierbei kann der stimulierende Effekt des TSH durch 

Koinkubation mit Stauroporin in allen drei Zelllinien komplett gehemmt werden und 

führt sogar zu einer verminderten VEGF-Sekretion im Vergleich zur unstimulierten 

Probe. Eine Antagonisierung des PKA-Signaltransduktionsweges kann die TSH-

Stimulation nur in XTC und HTC- lediglich aufheben, zeigt jedoch eine vergleichbare 

VEGF-Sekretion wie die unstimulierte Probe.  

Der Schwerpunkt der TSH vermittelten Stimulation der VEGF-Sekretion verläuft 

somit über den PKC Signaltransduktionsweg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege des TSH-Rezeptors mit den Wirkorten und 
Schwerpunkten der experimentellen Agonisten und Antagonisten.  
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3.2.1 XTC 

 

Stimuliert man bei XTC Zellen den PKA-Signaltransduktionsweg mit Choleratoxin, so 

zeigt sich eine Steigerung der VEGF-Sekretion bei 10 und 100ng/ml auf 20,67% bzw. 

auf 21,67%. Unter Stimulation mit 10 und 100ng/ml 8-BrcAMP oder Forskolin zeigt 

sich keine Veränderung zur basalen VEGF-Sekretion der Zellen. Beim Blockieren 

des PKA-Signaltransduktionsweges mit 10 und 100ng/ml ddA zeigt sich keine 

Verringerung der VEGF-Sekretion. Wird der PKC-Signaltransduktionsweg mit 10 und 

100ng/ml TPA stimuliert, so resultiert daraus eine Steigerung der VEGF-Sekretion 

auf 14% bzw. 10,67%. Wird dieser Weg blockiert, so zeigt sich bei 10ng/ml 

Stauroporin keine und mit 100ng/ml Stauroporin eine 41-prozentige Verringerung der 

VEGF-Sekretion. Kombiniert man die Stimulation von 100ng/ml Stauroporin mit  

10 und 100mU/ml TSH, so resultiert daraus in beiden Fällen eine Verringerung um 

35%. Unter der kombinierten Stimulation von 100ng/ml ddA und 10 und 100mU/ml 

TSH zeigt sich keine signifikante Veränderung zur basalen VEGF-Sekretion.  
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Abbildung 3.2.1.a: Prozentuale Veränderung der VEGF-Sekretion in der XTC-Zelllinie  unter der Stimulation mit Agonisten der 
Signaltransduktion (in ng/ml) für 24 h in Relation zu einer unstimulierten Probe.  
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Abbildung 3.2.1.b: Prozentuale VEGF-Sekretion in der XTC-Zelllinie  unter Blockierung mit Antagonisten der Signaltransduktion 
(in ng/ml) und unter Co-Stimulation mit 100ng/ml des Antagonisten mit TSH (in mU/ml) für 24 h, gemessen in Relation zu einer 
unstimulierten Probe. 

 

 

 

3.2.2 HTC+ 

 

Stimuliert man bei HTC+ Zellen den PKA-Signaltransduktionsweg mit Choleratoxin, 

so zeigt sich eine Steigerung der VEGF-Sekretion bei 10 und 100ng/ml auf 13,67% 

bzw. auf 11,67%. Unter Stimulation mit 10 und 100ng/ml 8-BrcAMP zeigt sich keine 

Veränderung zur basalen VEGF-Sekretion der Zellen. Stimuliert man die Zellen mit 

10 und 100ng/ml Forskolin, so steigt die VEGF-Sekretion auf 6,67% und 23%. Das 

Hinzusetzen des PKA-Antagonisten ddA zu den HTC+ Zellen verändert die  

VEGF-Sekretion der Zellen nicht. Wird der PKC-Signaltransduktionsweg mit 

100ng/ml TPA stimuliert, so zeigt sich eine Steigerung der VEGF-Sekretion um 6%. 

Unter der Stimulation mit 10ng/ml TPA stellt sich keine Veränderung ein. Während es 

unter dem Zusetzen von 10ng/ml des PKC-Antagonisten Stauroporin zu einer 

Steigerung der VEGF-Sekretion auf 14,33% kommt, erfolgt bei 100ng/ml eine 

Verringerung auf 33,67%. Unter der kombinierten Stimulation von 100ng/ml 

Stauroporin mit 10 und 100mU/ml TSH kommt es in beiden Fällen zu einer 

Verringerung von 49,67% bzw. 53%. Kombiniert man die Stimulation von 100ng/ml 

ddA mit 10 und 100mU/ml TSH, so resultiert daraus eine Steigerung der VEGF-

Sekretion auf 10% und 11,33%.  
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Abbildung 3.2.2 a: Prozentuale Veränderung der VEGF-Sekretion in der HTC+ -Zelllinie  unter Stimulation mit Agonisten der 
Signaltransduktion (in ng/ml) für 24 h in Relation zu einer unstimulierten Probe. 
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Abbildung 3.2.2.b: Prozentuale VEGF-Sekretion in der HTC+ -Zelllinie  unter Blockierung mit Antagonisten der 
Signaltransduktion (in ng/ml) und unter Co-Stimulation mit 100ng/ml des Antagonisten mit TSH (in mU/ml) für 24 h in Relation 
zu einer unstimulierten Probe. 
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3.2.3 HTC- 

 

Wird bei HTC- Zellen der PKA-Signaltransduktionsweg mit 10 und 100ng/ml 

Choleratoxin stimuliert, so resultiert eine Steigerung der VEGF-Sekretion auf 16% 

und 48,33%. Unter Stimulation mit 10 und 100ng/ml 8-BrcAMP zeigt sich keine 

Veränderung zur basalen VEGF-Sekretion der Zellen. Während sich die VEGF-

Sekretion unter der Stimulation von 10ng/ml Forskolin nicht verändert, sieht man 

unter 100ng/ml Forskolin eine Steigerung auf 28%. Setzt man die Zellen dem  

PKA-Antagonisten ddA aus, so zeigt sich bei einer Konzentration von 10ng/ml eine 

Verringerung von 15,67%. Bei 100ng/ml ddA erfolgt keine Veränderung zur basalen 

VEGF-Sekretion. Wird der PKC-Signaltransduktionsweg mit 10 und 100ng/ml des 

PKC-Agonisten TPA stimuliert, so resultiert eine Steigerung auf 21% und 36%. 

Während es unter dem Zusetzen von 10ng/ml des PKC-Antagonisten Stauroporin zu 

einer Steigerung der VEGF-Sekretion auf 46,5% kommt, erfolgt bei 100ng/ml eine 

Verringerung von 65,33%. Unter der kombinierten Stimulation von 100ng/ml 

Stauroporin mit 10 und 100mU/ml TSH kommt es in beiden Fällen zu einer 

Verringerung von 71,5% bzw. 75,5%. Kombiniert man die Stimulation von 100ng/ml 

ddA mit 100mU/ml TSH, so resultiert daraus eine Steigerung der VEGF-Sekretion 

von 9,5%. Bei der Kombination von 100ng/ml ddA mit 10mU/ml TSH stellt sich keine 

Veränderung der VEGF-Sekretion ein. 
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Abbildung 3.2.3.a: Prozentuale Veränderung der VEGF-Sekretion in der HTC- -Zelllinie  unter Stimulation mit Agonisten der 
Signaltransduktion (in ng/ml) für 24 h in Relation zu einer unstimulierten Probe. 
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Abbildung 3.2.3.b: Prozentuale VEGF-Sekretion in der HTC- -Zelllinie  unter Blockierung mit Antagonisten der 
Signaltransduktion (in ng/ml) und unter Co-Stimulation mit 100ng/ml des Antagonisten mit TSH (in mU/ml) für 24 h in Relation 
zu einer unstimulierten Probe. 
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und tabellarische Darstellung 

 

3.3.1 Wachstumsfaktoren 

 

Nach 24 Stunden Inkubation von 106 Zellen der entsprechenden Zelllinie in 2ml mit 

Wachstumsfaktor versetztem Medium zeigen sich im ELISA unterschiedliche 

Konzentrationen von VEGF. Es erfolgen jeweils drei unabhängige Messungen und 

die Mittelwerte werden jeweils in Relation zu einer unstimulierten Probe angegeben.  

Hierbei zeigt sich bei XTC und HTC+ die bekannte dosisabhängige Steigerung der 

VEGF-Sekretion durch TSH. Die größte Steigerung der VEGF-Sekretion lassen sich 

bei XTC und HTC+ mit TGF-β erreichen. Einen schwächeren Effekt in beiden 

Zelllinien hat EGF.   

TGF-α bewirkt in XTC Zellen ebenfalls eine leichte Stimulation der VEGF-Sekretion, 

während sich ein vergleichbarer Effekt in HTC+ mit HGF erreichen lässt.   

Die größte Steigerung der VEGF-Sekretion in der HTC- Zelllinie lässt sich durch EGF 

hervorrufen. Neben TGF-α und TGF-β verursachen hier auch PlGF und HGF eine 

Stimulation der VEGF-Sekretion (vgl. Tabelle 3.3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Substanz Konzentr. XTC Stand. Abw . HTC+ Stand. Abw . HTC- S tand. Abw .
TSH 1mU/ml 16,50 6,50 10,00 6,68 2,67 1,89

10mU/ml 30,33 7,85 10,67 8,73 1,33 1,89
100mU/ml 37,00 20,02 19,00 5,72 6,00 4,32

EGF 1ng/ml 0,00 0,00 0,00 0,00 35,00 0,00
10ng/ml 9,00 6,98 26,33 31,75 46,00 5,72
100ng/ml 2,33 1,25 26,33 23,98 28,00 4,08

TGF-α 10ng/ml 2,33 3,30 1,33 1,89 15,00 1,41
100ng/ml 11,33 6,18 0,00 0,00 35,67 8,99

IGF-1 1ng/ml 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10ng/ml 1,00 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00
100ng/ml 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 0,47

bFGF 10ng/ml 0,00 0,00 5,00 5,00 0,00 0,00
100ng/ml 0,00 0,00 7,50 7,50 0,00 0,00

HGF 10ng/ml 3,00 3,00 8,67 0,47 9,67 6,18
100ng/ml 0,50 0,50 8,00 5,72 3,67 4,50

PIGF 10ng/ml 2,67 2,05 1,00 1,41 37,50 22,50
100ng/ml 1,33 1,89 3,33 4,71 7,50 7,50

PDGF 10ng/ml 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TGF-β 0,01ng/ml 0,00 0,00 6,00 4,00 0,67 0,47

0,1ng/ml 0,00 0,00 20,00 3,00 0,67 0,94
1ng/ml 57,00 6,16 46,67 5,56 23,67 9,74
10ng/ml 63,33 5,44 30,00 8,52 24,67 10,37

Tabelle 3.3.1: Prozentuale VEGF-Sekretion unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in den 
Zelllinien XTC, HTC+ und HTC-. Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen mittels 
ELISA in Relation zu einer jeweils unstimulierten Probe mit Standardabweichung.  
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3.3.2 Signaltransduktion 

 

Eine Stimulation der VEGF-Sekretion lässt sich durch den PKC Agonisten TPA und 

die PKA Agonisten Choleratoxin und Forskolin hervorrufen. 

Die Antagonisierung des PKC-Signaltransduktionsweges durch Stauroporin erzielt 

deutlich stärkere Effekte als die Antagonisierung des PKA-Signaltransduktionsweges 

durch ddA (vgl. Tabelle 3.3.2a). 

 

Tabelle 3.3.2.a: VEGF-Sekretion der XTC, HTC+ und HTC- -Zelllinie mit Effektoren der 
Signaltransduktion des TSH-Rezeptors in den angegebenen Konzentrationen: Mittelwerte aus 3 
unabhängigen Messungen mit Standardabweichungen. 

Substanz Konzentr.  XTC 
Stand. 
Abw. HTC+ 

Stand.  
Abw. HTC- 

Stand. 
Abw. 

Choleratox 10ng/ml 20,67 7,72 13,67 7,32 16,00 5,10 
  100ng/ml 21,67 4,64 11,67 4,92 48,33 12,71 
8-BrcAMP 10ng/ml 0,00 0,00 0,00 0,00 1,33 1,89 
  100ng/ml 0,00 0,00 0,67 0,94 8,33 11,79 
Forskolin 10ng/ml 2,50 2,50 6,67 4,78 21,00 22,99 
  100ng/ml 0,50 0,50 23,00 2,94 28,33 21,01 
TPA 10ng/ml 14,00 10,71 12,00 16,27 21,00 8,64 
  100ng/ml 10,67 8,58 6,00 4,55 36,00 11,34 
ddA 10ng/ml 0,00 0,00 3,00 4,24 -15,67 12,28 
  100ng/ml -5,50 5,50 2,00 2,94 12,67 13,89 
Staurop. 10ng/ml 4,67 3,68 14,33 7,41 46,50 4,50 
  100ng/ml -41,00 10,03 -33,67 8,73 -65,33 2,49 
 

 

Durch die Koinkubation mit TSH zeigt sich kein Effekt auf die stark blockierenden 

Einfluss von Stauroporin auf die VEGF-Sekretion der drei Zelllinien (vgl. Tabelle 

3.3.2b).    

 

Tabelle 3.2.b: VEGF-Sekretion der Zelllinien XTC, HTC+ und HTC- unter Koinkubation mit 100mU/ml 
TSH und Antagonisierung des PKC bzw. PKA Systems der Signaltransduktion in den angegebenen 
Konzentrationen: Mittelwerte aus 3 unabhängigen Messungen mit Standardabweichungen. 

Substanz  Konzentr.  XTC 
Stand. 
Abw. HTC+ 

Stand. 
Abw. HTC- 

Stand. 
Abw. 

TSH+ 10mU/ml -35,33 7,72 -49,67 5,79 -71,50 3,50 
Staurop. 100ng/ml             

TSH+ 100mU/ml -35,00 7,07 -53,00 2,94 -75,50 0,50 
Staurop. 100ng/ml             

TSH+ 10mU/ml 13,67 18,55 10,00 5,72 -5,00 9,00 
ddA 100ng/ml             

TSH+ 100mU/ml 4,00 13,49 11,33 6,94 9,50 3,50 
ddA 100ng/ml             
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4. Diskussion  

 

 

Der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die VEGF-Sekretion der drei 

beschriebenen Zelllinien bestätigt, dass das schilddrüsenspezifische Hormon TSH 

die Sekretion von VEGF in Hürthle Karzinomzellen (XTC) und in TSH-Rezeptor-

positiven follikulären Karzinomzellen (HTC+) stimuliert. Diese Ergebnisse stimmen 

mit den Untersuchungen von Soh et al., 1996, überein. Doch TSH war in dieser 

Untersuchung keineswegs der potenteste Stimulator für die VEGF-Sekretion.  

Die größte Steigerung der VEGF-Sekretion lässt sich bei XTC mit TGF-β erreichen. 

Einen bedeutend kleineren Effekt haben EGF und TGF-α, die ebenfalls eine 

Stimulation der VEGF-Sekretion bewirken. In ihrem Ausmaß liegen sie jedoch weit 

hinter der Stimulation mit TSH und TGF-β zurück. Keinerlei Effekt auf die  

VEGF-Sekretion der XTC-Zelllinie zeigt die Stimulation mit IGF-1, bFGF, HGF, PlGF 

und PDGF.  

 

Auch bei der HTC+ Zelllinie erweist sich TGF-β als der stärkste Stimulator für die 

VEGF-Sekretion. Im Gegensatz zu XTC führt jedoch die Stimulation mit EGF und 

TGF-α zu keiner sicheren Veränderung der VEGF-Sekretion. Ein kleiner stimulativer 

Effekt lässt sich ferner noch bei HGF beobachten. HTC+ zeigt keinerlei Steigerung 

der VEGF-Sekretion unter der Stimulation mit TGF-α, IGF-1, bFGF, PlGF und PDGF.  

 

In Abwesenheit eines TSH-Rezeptors eröffnen sich offenbar alternative Wege der 

VEGF-Stimulation. Bei HTC-, der TSH-Rezeptor negativen Variante der HTC+ 

Zelllinie, zeigt sich, wie erwartet, kein Effekt auf die Stimulation mit TSH. Hier liegt ein 

deutliches Ansprechen auf EGF vor. Auch erfolgt hier bereits eine Stimulation bei 

einer kleineren Konzentration von EGF, in denen sich bei den anderen Zelllinien 

noch keinerlei Effekt zeigt. Auch TGF-α, welches den gleichen 

Signaltransduktionsweg beschreitet wie EGF, führt bei HTC- zu einer Stimulation. 

Vergleichbar mit HTC+ lässt sich ein leichter Effekt bei HGF beobachten.  Und 

kontrovers zu den anderen beiden Zelllinien scheint auch PlGF einen leicht 

stimulierenden Effekt auf die VEGF-Sekretion von HTC- zu haben. TGF-β führt, wie 

auch schon bei XTC und HTC+, zu einer Verstärkung der VEGF-Sekretion. Jedoch 

ist TGF-β bei HTC- nicht als der potenteste Stimulator anzusehen, da sich mit EGF 
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und TGF-α stärkere Stimulationen hervorrufen lassen. Keinerlei Effekte lassen sich 

bei IGF-1, bFGF und PDGF beobachten.  

 

Diese Ergebnisse bezüglich des Einflusses von TSH und den übrigen oben 

beschriebenen Wachstumsfaktoren ließen sich im Weiteren durch andere Mitglieder 

der Arbeitsgruppe in Northern Blot Analysen der VEGF mRNA bestätigen. Hierzu 

wurden die drei Schilddrüsenzelllinien nach den gleichen Konditionen mit den 

Wachstumsfaktoren inkubiert, anschließend die RNA isoliert und mittels Northern 

Blot analysiert. Hier zeigten sich in drei unabhängigen Experimenten vergleichbare 

Ergebnisse zu den oben beschriebenen VEGF-ELISA Daten für alle hier 

untersuchten Zelllinien (Hoffmann et al., 2004).  

 

Der stimulierende Effekt von TGF-β scheint zunächst im Widerspruch zu dem 

mehrfach beschriebenen wachstumshemmenden Effekt auf Schilddrüsenzellen zu 

stehen. Es konnte gezeigt werden, dass TGF-β in follikulären 

Schilddrüsenkarzinomzellen in vitro Wachstum, Migration und Invasion hemmt 

(Hoelting et al., 1994). Der maximale Effekt wurde in dieser Arbeit bei einer 

Konzentration von 10ng/ml TGF-β erreicht. Bereits zuvor konnte demonstriert 

werden, dass TGF-β auch indirekt wachstumshemmend auf Schilddrüsenzellen wirkt, 

indem es den wachstumsstimulierenden Effekt von IGF, EGF, TGF-α und TSH 

hemmt (Grubeck-Loebenstein et al., 1989). 

Doch bei Untersuchungen des direkten Einflusses von TGF-β auf die  

VEGF-Sekretion konnte zuvor in anderen Tumorentitäten bereits mehrfach ein 

stimulierender Effekt des TGF-β gezeigt werden. So wurde zum Beispiel eine 

signifikante in vitro und in vivo Stimulation der VEGF-Sekretion bei pleuralen 

Mesothelzellen beobachtet (Lee et al., 2002). Es zeigte sich ferner eine reduzierte 

VEGF-Sekretion bei Costimulation mit Anti-TGF-β Antikörpern. Auch bei in vitro 

Untersuchungen von Maus- und Rattenhypophysenzellen konnte durch TGF-β ein 

Steigerung der VEGF-Sekretion erreicht werden (Renner et al., 2002). Diese 

Hypophysenzellen sezernieren verschiedene Isoformen von TGF-β und bei einer 

Konzentration von 10ng/ml TGF-β kam es zu einer 5- bis 10-fachen Steigerung der 

VEGF-Sekretion. Bei höheren Konzentrationen von TGF-β konnte keine weitere 

Stimulation mehr erreicht werden.  
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Die Stimulation der VEGF-Sekretion durch HGF bei HTC+ und HTC- stimmt mit den 

Beobachtungen von Scarpino et al., 2003 überein, bei der in papillären 

Schilddrüsentumorzellen eine Zunahme der VEGF-Sekretion unter der Stimulation 

von 25ng/ml HGF erreicht wurde. Andererseits hatte die Stimulation mit HGF bei 

XTC keinen Effekt, obwohl bereits nachgewiesen werden konnte, dass in dieser 

Zelllinie eine Überexpression des HGF-Rezeptors vorliegt. Dies passt eher zu der 

Theorie, dass die HGF-Rezeptor Überexpression keinerlei Relation zu Tumorgröße 

und Lymphknotenmetastasierung zeigt (Schulte et al., 1998).  

 

PlGF, ein eng strukturverwandter Wachstumsfaktor zu VEGF, löst selbst 

Neoangiogenese aus. Die Ergebnisse dieser Untersuchung scheinen mit der 

Vermutung zu korrelieren, dass PlGF bei bösartigen Schilddrüsenzellen nicht mit der 

Neoangiogenese verbunden ist (Ziche et al., 1997), oder zumindest nicht die 

Sekretion von VEGF stimuliert. In der HTC- Zelllinie jedoch schien es zu einer 

leichten Stimulation zu kommen, was sich vielleicht durch das veränderte 

Ansprechen auf Wachstumsfaktoren bei Abwesenheit des TSH-Rezeptors erklären 

lässt. Diese Stimulation ist bereits in der gleichen Konzentration von PlGF bei 

Chronischer-Polyarthritis beobachtet worden (Bottomley et al., 2000). Hierbei zeigte 

eine in vitro Stimulation von Monozyten in Synovialflüssigkeit mit PlGF nach 24 und 

72 Stunden eine deutliche Steigerung der VEGF-Sekretion, so dass eine enge 

Korrelation zwischen PlGF und VEGF in den Entzündungsreaktionen der chronisch 

entzündlichen Gelenkerkrankungen zu bestehen scheint. 

 

PDGF wird von follikulären Schilddrüsentumorzellen produziert und wirkt in geringen 

Konzentrationen wachstumsfördernd, während es in hohen Konzentrationen zur 

Apoptose führt (Goretzki et al., 2000). Diese Untersuchung zeigte, das PDGF nicht 

über eine Stimulation von VEGF wachstumsfördernd zu sein scheint. Es ist aber 

auch möglich, dass die eingesetzte Konzentration von PDGF bereits zu hoch war, so 

dass eine Apoptose induziert wurde und daraufhin kein VEGF mehr sezerniert 

werden konnte.   

 

In dieser Untersuchung konnte kein stimulierender Effekt von IGF-1 auf die  

VEGF-Sekretion in vitro gezeigt werden, obwohl bereits nachgewiesen werden 

konnte, dass maligne Schilddrüsenzellen IGF-1 sezernieren (Duh et al., 1995). Dies 



- 41 - 

steht im Widerspruch zu anderen Untersuchungen, in denen ein stimulierender Effekt 

von IGF-1 auf die VEGF-Sekretion nachgewiesen werden konnte. So zeigten zum 

Beispiel schlecht differenzierte Karzinomzellen der Schilddrüse bereits unter 

Konzentrationen von 100, 200 und 300ng/ml IGF-1 für 8 Stunden eine Stimulation 

der VEGF-Sekretion (Poulaki et al., 2003). Auch Kolon-Karzinomzellen zeigten in 

einem in vitro Versuch nach einer Stimulation von 6 Stunden mit 100ng/ml IGF-1 eine 

deutliche Steigerung der VEGF-Expression (Fukuda et al., 2002). Und in einem in 

vivo Versuch in männlichen Nacktmäusen mit menschlichen Pankreaskarzinom 

konnte bei einer autocrinen Aktivierung des IGF-Rezeptors eine Steigerung der 

VEGF-Expression nachgewiesen werden (Stoeltzing et al., 2003).  

 

1998 konnte im Tierexperiment gezeigt werden, dass bFGF eine wichtige Rolle bei 

der Vergrößerung der Arterien spielt (Singh et al., 1998). Hierbei wurde bei 

japanischen weißen Hasen eine arteriovenöse Fistel geschaffen und mittels Western 

Blotting die Konzentration an bFGF unter normaler und unter verstärkter 

Durchblutung in den Endothel- und glatten Muskelzellen der Gefäße nach 1, 3 und 7 

Tagen gemessen. Glatte Muskelzellen, die unter normaler Durchblutung kein bFGF 

exprimierten, zeigten eine zunehmende Expression von bFGF unter erhöhter 

Durchblutung. Simultan zu der Erhöhung der bFGF-Konzentration in den glatten 

Muskelzellen konnte eine Vergrößerung der Arterien beobachtet werden. Auch wenn 

bFGF von Schilddrüsentumorzellen produziert wird (Duh et al., 1995), so konnte die 

aktuelle Arbeit erstmalig zeigen, dass der gefäßneubildende Effekt von bFGF nicht 

mit einer Erhöhung der VEGF-Sekretion verbunden ist.  

 

Während EGF und TGF-α in der HTC- Zelllinie einen deutlichen stimulativen Effekt 

der VEGF-Sekretion zeigen, scheint TGF-α in der XTC Zelllinie nur einen leichten 

und in der HTC+ Zelllinie gar keinen Effekt zu haben.  

Dies scheint für TGF-α vergleichbar mit der Untersuchung von Lohrer zu sein, in der 

verschiedene Hormon-inaktive Hypophysenadenomzellen untersucht wurden (Lohrer 

et al., 2001). Alle Zelllinien sezernierten in vitro VEGF, aber nur 4 von 7 Zelllinien 

ließen nach 24 Stunden mit einer Stimulation von 0,1-10ng/ml TGF-α eine 

Steigerung der VEGF-Expression beobachten. Für Keratozyten konnte jedoch bereits 

1994 bei einer Untersuchung im Zusammenhang von Psoriasis eine in vitro 

Stimulation der VEGF-Synthese durch TGF-α gezeigt werden (Detmar et al., 1994). 
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Auch für EGF konnte ein stimulierender Effekt auf die VEGF-Sekretion in vitro bereits 

nachgewiesen werden. 2002 wurden Endometrium-Stromazellen zwischen 12 und 48 

Stunden in einem mit dieser Arbeit vergleichbaren Versuchsaufbau mit EGF 

stimuliert und dort resultierte sowohl eine dosis- als auch eine zeitabhängige 

Stimulation der VEGF-Sekretion, die mit ELISA nachgewiesen wurde (Kawano et al., 

2002). 

Die miteinander vergleichbaren Effekte von EGF und TGF-α lassen sich mit dem 

gemeinsamen Rezeptor und Signaltransduktionsweg der beiden Wachstumsfaktoren 

erklären (Hoelting et al., 1995, Haugen et al., 1993). Das Ansprechen der 

Wachstumsfaktoren in Bezug auf die VEGF-Sekretion scheint jedoch von Zelllinie zu 

Zelllinie, insbesondere bezüglich der Anwesenheit eines funktionellen  

TSH-Rezeptors, zu variieren.  

 

Die Arbeit konnte auch eindeutig zeigen, dass der Schwerpunkt der TSH vermittelten 

Stimulation der VEGF-Sekretion über den PKC Signaltransduktionsweg verläuft. Die 

Stimulation lässt sich durch den PKC Agonisten TPA hervorrufen und in einer 

Costimulation von TSH und Stauroporin, einem PKC Antagonisten, ist dieser Prozess 

vollständig hemmbar.  

Diese Untersuchung zeigt jedoch auch, dass es sich lediglich um den Schwerpunkt 

der Signaltransduktion handelt, denn unter der Stimulation mit PKA Agonisten wie 

Choleratoxin und Forskolin ließen sich ebenfalls VEGF-Sekretionssteigerungen 

hervorrufen. Dieser Effekt ist bei Costimulation mit TSH und dem PKA Antagonisten 

ddA in 2 Zelllinien reversibel, jedoch nicht vollständig hemmbar. 

 

Dieser Signaltransduktionsweg via PKC wird ebenfalls als Schwerpunkt des TSH 

vermittelten Wachstums und der Invasion bei follikulären Schilddrüsentumorzellen 

beschrieben (Hoelting et al., 1993). Bereits 1986 wurde vermutet, dass der 

Schwerpunkt des TSH vermittelten Wachstums von malignen Schilddrüsenzellen 

nicht über den Signaltransduktionsweg via PKA vermittelt wird (Goretzki et al., 1986). 

In dieser Untersuchung zeigte die Stimulation mit dem membrangängigen Analog zu 

cAMP, dem second messenger in der PKA Signaltransduktionskaskade, keine 

Wachstumssteigerung der Schilddrüsenzellen in vitro. Auch die Stimulation mit 

Forskolin, einem weiteren Agonisten des PKA Signaltransduktionsweges, zeigte bis 

zu Konzentrationen bis 10-5mmol/l keinen Wachstumseffekt. Bei einer Untersuchung 
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mit 2 papillären und einer anaplastischen Schilddrüsentumorzelllinie konnte der PKC 

Signaltransduktionsweg als Schwerpunkt für die Expression von ICAM-1 identifiziert 

werden (Bassi et al., 1998). ICAM-1 ist ein Molekül der Zellmembran, welches eine 

für die Immunantwort wichtige Zell-Zell-Adhäsion vermittelt. Dessen Expression 

konnte bei den oben beschriebenen Schilddrüsenzellen mit TPA verstärkt und mit 

Stauroporin gehemmt werden.  

Obwohl die Aktivität von PKC in Schilddrüsentumorzellen weniger abnorm ist als die 

des PKA Signaltransduktionsweges, scheint hierüber der Schwerpunkt für die 

Vermittlung von Wachstum, Invasion und VEGF-Expression zu liegen (Duh et al., 

1995).  

 

Die Stimulation der VEGF-Sekretion durch EGF, TGF-α und TGF-β kann ebenfalls 

über eine PKC vermitteltes Signal erklärt werden, da hier ein teilweise gemeinsamer 

Signaltransduktionsweg beschritten wird (Hoelting et al., 1995).  

 

Die hier gezeigte Dominanz der PKC vermittelten Steigerung der VEGF-Sekretion in 

vitro kann als Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen und vor allem für neue 

therapeutische Konzepte dienen. In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass eine 

Blockierung des Signaltransduktionsweges über PKC mit Stauroporin zu einer 

deutlichen Reduzierung der VEGF-Sekretion aller drei malignen 

Schilddrüsenzelllinien führt. Zudem könnte hiermit auch ein Teil des 

Signaltransduktionweges der neben TSH potentesten stimulierenden 

Wachstumsfaktoren (EGF, TGF-β, TGF-α) für die VEGF-Sekretion entscheidend 

beeinflusst werden, um die VEGF-Sekretion zu hemmen und somit eine Progression 

oder Rezidivbildung eines Schilddrüsenkarzinoms zu vermindern. Zudem zeigt sich 

bei Abwesenheit eines funktionellen TSH-Rezeptors ein Ansprechen weiterer 

Wachstumsfaktoren und somit alternative Wege zur Stimulation der VEGF-Sekretion.  

 

Die Hemmung der Signaltransduktion über PKC war nach Abschluss der Arbeit 

tatsächlich Ausgangspunkt zur Entwicklung von Angiogeneseinhibitoren bei 

Schilddrüsenkarzinomen, und zeigt aktuell klinische Erfolge (Carlomagno et al., 

2006, Kim et al., 2006). 
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5. Zusammenfassung  

 

Um eine Tumorgröße zu überschreiten, bis zu der sich die Zellen durch Diffusion aus 

der Umgebung ernähren können, ist ein Angioneogenese notwendig. So benötigen 

auch Schilddrüsentumoren Angioneogenese und ein wichtiger Botenstoff hierfür ist 

VEGF (Vascular endothelial growth factor). In der Literatur sind andere 

Wachstumsfaktoren, die das Wachstum von Schilddrüsenzellen und deren 

Angiogenese beeinflussen, beschrieben. Der wichtigste Wachstumsfaktor und 

Hauptregulator für Schilddrüsenzellen ist das Thyroideastimulierende Hormon (TSH), 

dessen Einfluss auf VEGF zwar bereits gezeigt werden konnte, aber dessen 

Postrezeptorsignaltransduktion noch nicht bekannt ist.  

In dieser Arbeit sollte der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die  

VEGF-Sekretion beobachtet werden. Besondere Beachtung wurde hierbei dem 

Einfluss des Vorhandenseins eines funktionellen TSH-Rezeptors auf die  

VEGF-Sekretion von TSH-Rezeptor-positiven und -negativen Zelllinien geschenkt. 

Zum anderen erfolgte eine Analyse der TSH gesteuerten VEGF-Sekretion durch 

Beeinflussung verschiedener Punkte der Signaltransduktionskaskade des  

TSH-Rezeptors mit stimulierenden und inhibierenden Substanzen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die VEGF-Sekretion von drei malignen 

Schilddrüsenzellen in vitro untersucht. Hierbei wurde eine gut differenzierte Zelllinie 

(XTC), basierend auf einem Hürthle-Schilddrüsenkarzinom, und eine follikuläre 

Zelllinie, die keinen eigenen TSH-Rezeptor besitzt (HTC-), sowie deren mit dem 

TSH-Rezeptor transfizierte Variante (HTC+) verwendet.  

Nach der Stimulation mit Wachstumsfaktoren (TSH, EGF, TGF-α, IGF-1, bFGF, 

HGF, PlGF, TGF-β) wurde die VEGF-Sekretion der Tumorzellen mittels ELISA 

ermittelt. Die Postrezeptorsignaltransduktion des TSH-Rezeptors wurde durch 

Stimulation (mit Choleratoxin, 8-BrcAMP, Forskolin, TPA) und Inhibition (mit ddA, 

Stauroporin) unter basalen und unter TSH-stimulierten Bedingungen analysiert. 

Hierbei wurde auch die VEGF-Sekretion mittels ELISA aus dem Zellüberstand 

ermittelt.  

 

Im Vergleich der Wachstumsfaktoren war TSH nicht der potenteste Stimulator für die 

VEGF-Sekretion. Zwar erhöhte TSH dosisabhängig die VEGF-Sekretion in XTC und 

HTC+ Zellen um bis zu maximal 37% bzw. 20%, aber EGF stimulierte die Sekretion 
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bei HTC+ um 26% während TGF-β eine Steigerung der VEGF-Sekretion um 63% 

und 46% hervorrief. PlGF und TGF-α stimulierten bei TSH-Rezeptor positiven Zellen 

nicht die VEGF-Sekretion, machten dies jedoch bei HTC-.  

Die Postrezeptorsignaltransduktion des TSH-Rezeptors bezüglich der VEGF-

Sekretion verlief eher über die Proteinkinase C (PKC) als über die Proteinkinase A 

(PKA). Denn eine Hemmung der PKC, auch unter simultaner Stimulation mit TSH, 

resultierte in einem Rückgang der VEGF-Sekretion um 30 bis 70%, während eine 

Hemmung der PKA nur zu einem deutlich geringeren Rückgang führte.  

Es zeigte sich also, dass EGF und TGF-β die Sekretion von VEGF in malignen 

Schilddrüsenzelllinien in vitro stärker steigern als TSH. In TSH-Rezeptor negativen 

Zellen erhöhten andere zusätzliche Wachstumsfaktoren, wie TGF-α oder PlGF, die 

Sekretion. Die TSH vermittelte Steigerung der VEGF-Sekretion wurde hauptsächlich, 

aber nicht ausschließlich, über die PKC vermittelt.  

Die Hemmung der Proteinkinase C und somit unter anderem die Antagonisierung 

von Wachstumsfaktoren wie EGF, TGF-α und TGF-β hat das Potential zur 

Entwicklung einer Therapie zur Unterbindung der Neoangiogenese in 

Schilddrüsenkarzinomen.
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Substanz Konzentration 1. Messung 2. Messung 3. Messung 
    basal konditioniert basal konditioniert basal konditioniert 
TSH 1mU/ml  0,788 0,885 0,987 1,109 0,795 0,993 
  10mU/ml  0,788 1,065 0,987 1,176 0,795 1,087 
  100mU/ml 0,788 0,949 0,987 1,224 0,795 1,158 
EGF 1ng/ml  2,137 2,129 2,899 2,841 2,231 2,261 
  10ng/ml  2,137 2,292 2,899 3,181 2,231 2,453 
  100ng/ml  2,137 2,167 2,899 3,007 2,231 2,272 
TGF-α 10ng/ml  0,895 0,980 2,137 2,285 2,899 2,623 
  100ng/ml  0,895 0,951 2,137 2,562 2,899 3,129 
IGF-1 1ng/ml  2,137 1,973 2,899 2,546 2,231 2,092 
  10ng/ml  2,137 2,112 2,899 3,045 2,231 2,212 
  100ng/ml  2,137 1,777 2,899 2,700 2,231 2,069 
bFGF 10ng/ml  1,342 1,103 2,231 2,023 0,987 0,923 
  100ng/ml  1,342 1,250 2,231 2,174 0,987 0,966 
HGF 10ng/ml  2,040 2,129 2,040 2,075 2,176 2,240 
  100ng/ml  2,040 2,105 2,040 2,167 2,176 2,005 
PlGF 10ng/ml  2,137 2,258 2,899 2,880 2,231 2,293 
  100ng/ml  2,137 2,153 2,899 2,897 2,231 2,306 
PDGF 10ng/ml  1,342 0,992 2,176 1,925 2,176 1,988 
TGF-β 0,01ng/ml  1,455 0,960 1,259 0,742 2,176 1,883 
  0,1ng/ml  1,455 1,289 1,259 1,226 2,176 1,949 
  1ng/ml  0,683 1,116 0,683 1,065 0,683 1,018 
  10ng/ml  0,683 1,163 0,683 1,063 0,683 1,127 
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Tabelle 1a: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie XTC : unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in drei unabhängigen Versuchen.  
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Tabelle 1a: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie XTC : unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in drei unabhängigen Versuchen.  
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Substanz Konzentration 1. Messung 2. Messung 3. Messung 
    basal konditioniert basal konditioniert basal konditioniert 
Choleratoxin 10ng/ml 1,090 1,351 2,413 2,873 2,231 2,653 
  100ng/ml  1,090 1,373 2,413 2,877 2,231 2,675 
8-BrcAMP 10ng/ml 1,090 0,909 2,413 2,067 2,231 2,020 
  100ng/ml  1,090 0,818 2,413 2,267 2,231 2,027 
Forskolin 10ng/ml 2,573 2,675 2,231 2,237 0,683 0,705 
  100ng/ml  2,573 2,489 2,231 2,289 0,683 0,698 
TPA 10ng/ml 2,413 2,479 2,231 2,617 0,683 0,834 
  100ng/ml  2,413 2,685 2,231 2,569 0,683 0,726 
ddA 10ng/ml 2,245 2,185 2,740 2,777 2,586 2,448 
  100ng/ml  2,245 2,295 2,740 2,665 2,586 2,280 
Stauroporin 10ng/ml 2,245 2,422 2,740 2,880 2,586 2,608 
  100ng/ml  2,245 1,425 2,740 1,840 2,586 1,156 
TSH + 10mU/ml 2,089 1,514 2,096 1,419 2,188 1,179 
Stauroporin 100ng/ml              
TSH + 100mU/ml 2,089 1,565 2,096 1,251 2,188 1,311 
Stauroporin 100ng/ml              
TSH + 10mU/ml 2,089 2,292 2,096 2,910 2,188 2,036 
ddA 100ng/ml              
TSH + 100mU/ml 2,089 2,198 2,096 2,189 2,188 2,239 
ddA 100ng/ml              

Tabelle 1b: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie XTC : unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Effektoren der Signaltransduktion des TSH-Rezeptors in drei unabhängigen 
Versuchen.  
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Substanz Konzentration 1. Messung 2. Messung 3. Messung 
    basal konditioniert basal konditioniert basal konditioniert 
TSH 1mU/ml  0,921 1,084 1,203 1,422 1,790 1,693 
  10mU/ml  0,921 1,004 1,203 1,461 1,790 1,819 
  100mU/ml 0,921 1,150 1,203 1,529 1,790 1,884 
EGF 1ng/ml  1,468 1,421 1,468 1,009 1,492 1,343 
  10ng/ml  1,468 1,649 1,468 1,803 1,795 2,580 
  100ng/ml  1,203 1,622 1,468 1,535 1,795 2,503 
TGF-α 10ng/ml  1,203 1,163 1,203 1,242 1,335 1,388 
  100ng/ml  1,203 1,189 1,203 1,279 1,335 1,241 
IGF-1 1ng/ml  1,468 1,381 1,468 1,078 1,256 1,101 
  10ng/ml  1,203 1,010 1,468 1,234 1,256 0,969 
  100ng/ml  1,203 1,047 1,468 1,321 1,256 1,190 
bFGF 10ng/ml  1,394 1,554 1,203 1,186 1,795 1,885 
  100ng/ml  1,394 1,603 1,203 1,199 1,795 1,938 
HGF 10ng/ml  2,175 1,996 1,412 1,774 1,795 1,947 
  100ng/ml  2,175 2,052 1,412 1,863 1,795 1,752 
PlGF 10ng/ml  1,394 1,392 1,203 1,247 1,203 1,196 
  100ng/ml  1,394 1,399 1,203 1,330 1,203 1,191 
PDGF 10ng/ml  1,394 1,283 1,203 1,028 1,335 1,199 
TGF-β 0,01ng/ml  0,629 0,660 1,597 1,650 1,597 1,752 
  0,1ng/ml  0,629 0,758 1,597 1,963 1,597 1,864 
  1ng/ml  1,335 1,983 1,335 1,875 1,335 2,014 
  10ng/ml  1,335 1,825 1,335 1,594 1,335 1,787 

Tabelle 2a: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie HTC + : unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in drei unabhängigen Versuchen.  
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Substanz Konzentration 1. Messung 2. Messung 3. Messung 
    basal konditioniert basal konditioniert basal konditioniert 
Choleratoxin 10ng/ml 1,327 1,513 0,867 0,957 0,867 1,010 
  100ng/ml  0,939 1,011 0,867 0,961 0,867 1,010 
8-BrcAMP 10ng/ml 1,327 1,004 0,939 1,012 1,203 0,968 
  100ng/ml  0,939 0,971 1,203 1,182 0,867 0,869 
Forskolin 10ng/ml 1,327 1,289 0,939 1,073 1,492 1,621 
  100ng/ml  0,939 1,223 1,203 1,499 0,867 0,990 
TPA 10ng/ml 3,822 3,965 0,867 1,171 1,492 1,448 
  100ng/ml  3,822 4,000 0,867 0,885 1,492 1,661 
ddA 10ng/ml 1,658 1,635 1,685 1,706 1,303 1,423 
  100ng/ml  1,658 1,744 1,685 1,735 1,303 1,275 
Stauroporin 10ng/ml 2,109 2,226 1,658 1,890 1,685 2,077 
  100ng/ml  2,109 1,233 1,658 1,061 1,685 1,290 
TSH + 10mU/ml 1,584 0,926 1,830 0,856 1,691 0,774 
Stauroporin 100ng/ml  
TSH + 100mU/ml 1,584 0,701 1,830 0,874 1,691 0,829 
Stauroporin 100ng/ml  
TSH + 10mU/ml 1,584 1,805 1,830 1,832 1,691 1,961 
ddA 100ng/ml  
TSH + 100mU/ml 1,584 1,658 1,830 2,096 1,691 1,940 
ddA 100ng/ml  

Tabelle 2b: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie HTC + : unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Effektoren der Signaltransduktion des TSH-Rezeptors in drei unabhängigen 
Versuchen.  
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Substanz Konzentration 1. Messung 2. Messung 3. Messung 
    basal konditioniert basal konditioniert basal konditioniert 
TSH 1mU/ml  2,449 2,440 2,249 2,235 2,268 2,472 
  10mU/ml  2,449 2,436 2,249 2,297 2,268 2,322 
  100mU/ml 2,449 2,606 2,249 2,406 2,268 2,372 
EGF 1ng/ml  0,246 0,321 0,824 1,131 0,896 1,231 
  10ng/ml  0,246 0,369 0,824 1,133 0,896 1,349 
  100ng/ml  0,246 0,325 0,824 1,023 0,896 1,145 
TGF-α 10ng/ml  1,339 1,504 0,547 0,633 0,824 0,964 
  100ng/ml  1,339 1,884 0,547 0,729 0,824 1,096 
IGF-1 1ng/ml  0,199 0,202 1,339 1,355 0,824 0,786 
  10ng/ml  0,199 0,197 1,339 1,387 0,824 0,756 
  100ng/ml  0,199 0,199 1,339 1,346 0,824 0,828 
bFGF 10ng/ml  1,339 1,268 0,824 0,831 0,896 0,854 
  100ng/ml  1,339 1,318 0,824 0,699 0,896 0,827 
HGF 10ng/ml  1,073 1,182 1,293 1,435 1,339 1,444 
  100ng/ml  1,073 1,095 1,293 1,381 1,339 1,368 
PlGF 10ng/ml  0,199 0,315 1,293 1,663 1,339 1,682 
  100ng/ml  0,199 0,196 1,293 1,423 1,339 1,526 
PDGF 10ng/ml  0,896 0,910 2,121 2,094 2,121 2,013 
TGF-β 0,01ng/ml  2,168 2,177 2,121 2,138 1,679 1,692 
  0,1ng/ml  2,168 2,207 2,121 2,059 1,679 1,732 
  1ng/ml  2,168 2,450 2,121 2,564 1,679 2,299 
  10ng/ml  2,168 2,629 2,121 2,430 1,679 2,320 

Tabelle 3a: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie HTC -: unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren in drei unabhängigen Versuchen.  
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Substanz Konzentration 1. Messung 2. Messung 3. Messung 
    basal konditioniert basal konditioniert basal konditioniert 
Choleratoxin 10ng/ml 0,711 0,811 0,294 0,331 0,564 0,685 
  100ng/ml  0,711 1,089 0,294 0,437 0,564 0,808 
8-BrcAMP 10ng/ml 0,307 0,322 0,294 0,285 0,564 0,576 
  100ng/ml  0,307 0,358 0,294 0,283 0,564 0,633 
Forskolin 10ng/ml 0,307 0,344 0,294 0,312 0,564 0,817 
  100ng/ml  0,307 0,419 0,294 0,388 0,564 0,657 
TPA 10ng/ml 0,711 0,839 0,294 0,343 0,564 0,724 
  100ng/ml  0,711 0,955 0,294 0,441 0,564 0,698 
ddA 10ng/ml 0,307 0,286 0,294 0,241 2,349 1,829 
  100ng/ml  0,613 0,672 0,307 0,337 2,349 2,786 
Stauroporin 10ng/ml 0,613 0,938 0,307 0,464 2,349 3,179 
  100ng/ml  0,613 0,197 0,307 0,109 0,294 0,107 
TSH + 10mU/ml 1,073 0,283 1,293 0,408 1,588 0,438 
Stauroporin 100ng/ml  
TSH + 100mU/ml 1,073 0,268 1,293 0,294 1,588 0,409 
Stauroporin 100ng/ml  
TSH + 10mU/ml 1,073 0,937 1,293 1,341 1,588 1,492 
ddA 100ng/ml  
TSH + 100mU/ml 1,073 1,135 1,293 1,457 1,588 1,748 
ddA 100ng/ml  

 

Tabelle 3b: Optische Dichte (Mittelwert aus zwei Messungen) im VEGF-ELISA der Zelllinie HTC -: unter basalen 
Bedingungen und unter Stimulation mit Effektoren der Signaltransduktion des TSH-Rezeptors in drei unabhängigen 
Versuchen.  
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