
I I

Aus der Medizinischen Klinik I 

der Universität zu Lübeck 

Direktor: Prof. Dr. Horst Lorenz Fehm 
 

 

 

 

 

Expressionsanalyse von Calprotektin und humanen α- und β-

Defensinen in der kolorektalen Karzinogenese  
 
 
 
 
 

 

Inauguraldissertation 

zur 

Erlangung der Doktorwürde 

der Universität zu Lübeck 

- Aus der Medizinischen Fakultät - 

vorgelegt von 

Kim Barbara Luley 

aus Lübeck 

 

 

Lübeck 2005 

 

 



II II

1. Berichterstatter:    PD Dr. med. Nils Homann 

 

 

2. Berichterstatter/-in:  Prof. Dr.med. Rainer Broll 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 24.10.2005 

 

 

 

Zum Druck genehmigt Lübeck, den 21.12.2005 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



III III

 
 
 
 
 
 

Meiner Familie in großer Dankbarkeit gewidmet 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 1

Inhaltsverzeichnis 
 

 

1 Einleitung und Fragestellung       5 

1.1  Epidemiologie und klinischer Verlauf des kolorektalen Karzinoms 5 

1.2  Früherkennung         7 

1.2.1 Okkultes Blut im Stuhl - „fäkales okkultes Blut – Test“ (FOBT)  8 

1.2.2 Koloskopie und Polypektomie       8 

1.2.3 Tumormarker         9 

1.2.3.1 Carcinoembryonales Antigen (CEA)     9 

1.2.3.2 Weitere Tumorassoziierte Marker      9 

1.2.3.3 C-reaktives Protein (CRP)       10 

1.2.3.4 Calprotektin         10 

1.3 Ätiologie und Pathogenese       11 

1.4 Assoziation von Entzündung und Kolorektalkarzinogenese  14 

1.4.1 Defensine           16 

1.5  Fragestellungen         17 

  
  
2 Material und Methoden       18 

2.1 Geräte und Material        18 

2.1.1. Geräte           18 

2.1.2. Materialien           20 

2.1.2.1 Verbrauchsmaterialen       21 

2.1.2.2 Chemikalien         21 

2.1.2.3 Puffer und Stammlösungen      24 

2.1.2.4 Kommerzielle Kits und Anitkörper     24 

2.1.2.5 Primer          26 

 

 



2 2

2.1.3 Untersuchungsmaterialien       27 

 

2.2 Methoden          28 

2.2.1 Immunhistochemie         28 

2.2.1.1 APAAP         29 

2.2.1.2 Indirekte Immunperoxidasefärbung     31 

2.2.2 RT-PCR          33 

2.2.2.1 RNA-Isolation        33 

2.2.2.2 Reverse Transkription       34 

2.2.2.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)     35 

2.2.2.4 Agarose-Gel-Elektrophorese      35 

2.2.3 Real- time RT-PCR      36 

2.2.4 Limulus Amöbozyten Lysat (LAL-) Test      37 

2.2.5 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α)      38 

2.2.6 Calprotektin          39 

2.2.6.1 Calprotektinbestimmung       40 

2.2.6.2 Gesamt-Proteinbestimmung 

2.2.6.2 Immunhistochemische Färbung von Calprotektin    40 

2.2.7 C-reaktives Protein (CRP), Carcinoembryonales Antigen (CEA),   41 

Albumin und Procalcitonin 

2.2.8 Statistische Methoden        41 

 
 
3. Ergebnisse          43 

3.1  Defensine          43 

3.1.1  Immunhistochemische Untersuchung auf Defensine    43 

3.1.1.1 HBD-1         44 

3.1.1.2 HBD-2         45 

3.1.1.3 HD5          46 

3.1.2   Expression von Defensin-mRNA mittels qualitiativer RT-PCR  48 



3 3

3.1.3   Expression von Defensin-mRNA mittels quantitativer    49  

 Real-Time RT-PCR Analyse 

3.2 Calprotektin         53 

3.2.1 Bestimmung der Calprotektin-Proteinkonzentration in Serum   54 

und Gewebe mittels ELISA 

3.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Calprotektin im Gewebe   56 

und die Assoziation zur Granulozyteninfiltration 

3.3  Entzündungsmarker        60 

3.3.1  Limulus Amöbozyten Lysat Test (LAL Test)     60 

3.3.2  Procalcitonin (PCT)         60 

3.3.3  C-reaktives Protein (CRP)        61 

3.4  Weitere im Serum zu messende Parameter (TNF- α und Albumin) 62 

3.4.1 Tumornekrosefaktor-α (TNF- α)       62 

3.4.2 Albumin          63 

3.5 Tumormarker         64 

3.5.1  Carcinoembryonales Antigen (CEA)      64 

 

 

4 Diskussion          66 

4.1 Defensine          68 

4.2 Calprotektin         71 

4.3 Sonstige Marker         75 

4.3.1 Limulus Amöbozyten Lysat (LAL)-Test      75 

4.3.2 Procalcitonin          76 

4.3.3  C-reaktives Protein (CRP)        76 

4.3.4 Tumornekrosefaktor-α (TNF-α)       78 

4.3.6 Carcinoembryonales Antigen (CEA)      79 

4.4 Schlussfolgerung         80 

  

 



4 4

5 Zusammenfassung         82 

 

 

6 Abkürzungen         84 

 

 

7 Literaturverzeichnis        88 

 

 

8 Danksagung         98 

 

 

9 Lebenslauf                          100 



5 5

1 Einleitung 
 

1.2 Epidemiologie und klinischer Verlauf des kolorektalen Karzinoms 

 

Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (KRK) ist in Europa in den letzten 20 

Jahren auf ca. 25 pro 100.000 Einwohner pro Jahr angestiegen. Mit jährlich 57.000 

Neuerkrankungen stellt das kolorektale Karzinom (KRK) in Deutschland bei 

Männern die dritthäufigste, bei Frauen die zweithäufigste Krebsneuerkrankung dar 

(Schmiegel 2002). Ein Drittel der Karzinome ist im Rektumbereich lokalisiert, etwa 

zwei Drittel im Kolon.  

Auch in der Tumorbedingten Mortalitätsstatistik steht das KRK bei Frauen hinter 

dem Mammakarzinom an zweiter Stelle, bei Männern hinter Bronchial- und 

Prostatakarzinom an dritter Stelle (Statistisches Bundesamt 2000). Männer und 

Frauen sind ungefähr gleich häufig betroffen. Der Altersgipfel liegt zwischen dem 

50. und 70. Lebensjahr. Im Jahr 2002 starben laut Statistischem Bundesamt 20363 

Menschen in Deutschland an den Folgen bösartiger Neubildungen des Dickdarms.  

Der steigenden Häufigkeit steht jedoch eine in den letzten Jahren abnehmende 

Mortalitätsrate durch verbesserte Frühdiagnostik und Therapie gegenüber.  Das 

Risiko, im Laufe des Lebens an einem KRK zu erkranken, liegt insgesamt bei ca. 

5%, daran zu sterben bei ca. 3% (Steward 2003). Das kolorektale Karzinom ist 

eines der wenigen Karzinomleiden, bei dem in den letzten Jahren trotz steigender 

Inzidenz eine Abnahme der Mortalitätsrate zu verzeichnen ist (Jemal 2004). 

Es gibt einige Kriterien, die die Prognose unabhängig von dem Stadium der 

Erkrankung einschränken. Hierzu gehören ein Alter bei Diagnosestellung von unter 

40 Jahren, männliches Geschlecht und eine Tumorlokalisation im Kolon 

sigmoideum. Im Wesentlichen wird die Prognose aber durch die Progression, also 

das Stadium der Erkrankung bestimmt. Seit über 70 Jahren bemüht man sich daher 

um eine einheitliche Klassifikation der Stadien des KRK (Carreras 1992). An Stelle 

der seit 1932 verwendeten Dukes-Einteilung steht heute die Stadieneinteilung der 
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Union International Contre le Cancer (UICC). Sie basiert auf dem TNM-System, 

welches die Infiltration des Karzinoms in die Darmwand und seine Ausdehnung in 

benachbarte Strukturen, das Ausmaß des Lymphknotenbefalls und das Auftreten 

von Fernmetastasen berücksichtigt. T steht für die Ausdehnung des Primärtumors, 

von Stadium T0 ohne Anhalt für einen Primärtumor, bis zum Stadium T4, bei 

welchem der Tumor das viszerale Peritoneum perforiert, bzw. direkt andere Organe 

infiltriert hat. Tis steht für ein Carcinoma in situ. Mit N wird der 

Lymphknotenbefall beschrieben, bei N0 konnten keine Metastasen, bei N1 in 1- 3, 

bei N2 in ≥ 4 perikolischen bzw. perirektalen Lymphknoten Metastasen gefunden 

werden. Ein Lymphknotenbefall entlang der Mesenterialgefäße wird mit N3 

beschrieben. Fernmetastasen werden mit M1 bezeichnet. Die aktuelle UICC-

Stadieneinteilung stammt aus dem Jahr 2002. 

 

 

UICC-Stadium T N M DUKES 

0 Tis N0 M0  

I T1, T2 N0 M0 A 

IIA T3 N0 M0 B 

IIB T4 N0 M0 B 

IIIA T1, T2 N1 M0 C 

IIIB T3, T4 N1 M0 C 

IIIC jedes T N2 M0 C 

IV jedes T jedes N M1 D 
 
Tabelle 1: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach Dukes und UICC 
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Nicht zuletzt wegen unzureichender Vorsorge wird das KRK meist erst spät 

erkannt. Daher ist bei bis zu 60% der Patienten bei Erstdiagnose bereits ein UICC-

Stadium III oder IV erreicht. Ab dem Stadium III liegen Lymphknotenmetastasen 

vor, im Stadium IV handelt sich um ein fernmetastasiertes Krebsleiden. 

Typischerweise werden Metastasen in den regionalen Lymphknoten, Leber und 

Lunge gefunden. 15 - 25% der Patienten weisen bei Feststellung des Primärtumors 

schon Lebermetastasen auf und weitere 20% entwickeln solche im Laufe der 

Behandlung ihres KRK (Pasetto 2003). 

Für ein im Stadium I diagnostiziertes Krebsleiden ist mit einer 5-Jahres-

Überlebensrate von 90 - 95% für den Patienten eine günstige Prognose gegeben, bei 

einem im Stadium IV diagnostizierten Karzinom ist nur noch mit einer 5-Jahres-

Überlebensrate von weniger als 10% zu rechnen. Die Therapie ist primär operativ. 

Eine kurative Operation ist in fortgeschrittenen Stadien nur noch eingeschränkt 

möglich. Hieraus ergibt sich unter anderem die schlechte Prognose für diese 

Patienten. Wird das Tumorleiden rechtzeitig erkannt gehört es zu den 

neoplastischen Erkrankungen mit den besten Heilungschancen.  

 

 

1.2  Früherkennung 

 

Patienten mit einem KRK haben häufig lange Zeit keinerlei Symptome. 

Lagebedingt werden rechtsseitige Tumore besonders spät klinisch auffällig. So 

bleiben viele Tumore zunächst unerkannt und führen den Patienten erst zum Arzt, 

wenn beispielsweise stenosebedingte Probleme oder eine B-Symptomatik auftreten. 

Bedenkt man, wie sehr die Prognose eines Menschen mit einem KRK von dem 

Stadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung abhängt, wird deutlich, welche Rolle 

der Früherkennung zukommt. Daher wurden in vielen Ländern Programme zur 

Früherkennung von kolorektalen Karzinomen ins Leben gerufen. Seit einiger Zeit 

ist die präventive Koloskopie zur Früherkennung auch in den Leistungskatalog der 

gesetzlichen Krankenkassen in Deutschland aufgenommen. 
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Die einfachste und billigste, aber leider häufig vernachlässigte Methode ist die 

digitale Untersuchung des Rektums. Rund die Hälfte aller Rektumkarzinome 

können so getastet werden. Eine Darmspiegelung, die den Goldstandard in der 

Diagnostik darstellt, wird von der Seite der Patienten oft mit Vorbehalt betrachtet 

und aus Angst vor Unannehmlichkeiten vermieden. Die hohe Akzeptanz des Tests 

auf okkultes Blut im Stuhl zeigt, wie wichtig einfach zu handhabende 

Vorsorgeuntersuchungen sind. 

 

1.2.2 Okkultes Blut im Stuhl - „fäkales okkultes Blut – Test“ (FOBT) 

Kolorektale Polypen und Karzinome neigen dazu, intermittierend zu bluten. Seit 

1977 ist daher der Test auf okkultes Blut im Stuhl (FOBT) als 

Früherkennungsuntersuchung beim KRK in Deutschland von den gesetzlichen 

Krankenkassen zugelassen. 

Der jährliche FOBT ab dem 50. Lebensjahr ist nach wie vor trotz geringer Spezifität 

und Sensitivität vor allem wegen seiner Praktikabilität und der hohen Akzeptanz 

von Seiten der Patienten eine häufig gewählte Methode der Früherkennung. Bei 

regelmäßiger Testdurchführung kann eine Senkung der KRK-Mortalität um 23%  

erreicht werden (Towler1998). 

 

1.2.3 Koloskopie und Polypektomie 

In Deutschland übernehmen die Krankenkassen im Rahmen des 

Krebsvorsorgeprogramms ab dem 50. Lebensjahr eine jährliche Untersuchung auf 

okkultes Blut im Stuhl (FOBT) oder wahlweise ab dem 56. Lebensjahr eine 

Koloskopie, die innerhalb von 10 Jahren wiederholt werden kann. Die reine 

Sigmoidoskopie als Screening-Verfahren führt zu einer Senkung der Mortalität der 

KRK des Rektosigmoids um etwa 60 bis 80% (Newcomb 1992). Eine komplette 

Koloskopie ist der Sigmoidoskopie allerdings noch überlegen. Sie besitzt die 

höchste Sensitivität zur Erkennung tumorös veränderter kolorektaler Schleimhaut. 

Sie ist zudem das einzige Verfahren, das die Möglichkeit der endoskopischen 

Abtragung präneoplastischer Läsionen im gesamten Kolon bietet (Winawer 1993). 
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Werden bei der Endoskopie Polypen entdeckt, sollten sie bei einer Größe über 5 

mm durch eine Polypektomie entfernt werden. Polypen unter  5 mm sollten mit der 

Zange komplett entfernt werden. Studien zeigen, dass durch Polypektomie die 

Inzidenz für KRK um 75 bis 90% reduziert werden kann (Vogt 2002).  

Im Rahmen der National Polyp Study konnten Adenomgröße und Histologie der 

Polypen als unabhängige Risikofaktoren bestätigt werden (O'Brien 1990). 

 

1.2.4 Tumormarker 

Neben dem Test auf okkultes Blut und der Endoskopie existieren eine Vielzahl 

weiterer tumorassoziierter Marker für das kolorektale Karzinom, die sowohl im Blut 

als auch im Stuhl nachweisbar sind. Tumormarker sind für Verlauf und Nachsorge 

maligner Erkrankungen, weniger für ihre Diagnose von Bedeutung. 

 

1.2.3.1 Carcinoembryonales Antigen (CEA) 

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA) ist für das KRK ein etablierter 

Tumormarker. Es besteht eine enge Korrelation zwischen der Serumkonzentration 

und der absoluten Tumormasse. Werte über 50 ng/ml sprechen mit einer hohen 

Wahrscheinlichkeit für eine Metastasierung, bei kleineren  Tumoren sind hingegen 

häufig Normwerte zu messen (Ruf 2000). 

 

1.2.3.2 Weitere Tumorassoziierte Marker 

Neben dem bei Patienten mit einem KRK routinemäßig gemessenen CEA gibt es 

zahlreiche weitere Blutwerte, die im Rahmen dieser malignen Erkrankung erhöht 

sein können. Beispiele stellen das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9), das 

Cancer-Antigen 125 (CA-125) und das Tissue Polypeptide Antigen (TPA) dar. Sie 

haben aber aufgrund ihrer geringen Spezifität für das KRK einen sehr viel 

geringeren Stellenwert. Der Tissue Factor (TF) gehört  zu den Markern für das 

KRK, die zurzeit hauptsächlich im Rahmen von Studien bestimmt werden. 
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1.2.3.3 C-reaktives Protein (CRP) 

Das C-reaktive Protein (CRP) gilt als klassischer Vertreter der Akut-Phase-Proteine. 

Es wurde erstmals 1930 als Präzipitin für das C-Polysaccharid von Pneumokokken 

beschrieben. Es stellt einen der primitivsten Abwehrmechanismen des Menschen 

dar. Seine biologischen Eigenschaften und Funktionen sind in ihren Einzelheiten 

meist noch unbekannt.  

CRP kann im Rahmen von Entzündungsprozessen um mehr als Faktor den 100 

ansteigen. Es ist seit langem bekannt, dass es auch im Rahmen von malignen 

Prozessen, vor allem bei fortgeschrittener Erkrankung, oft zu einem Anstieg des 

Proteins im Blut kommt. Erlinger et al. veröffentlichten kürzlich eine Studie, die 

zeigte, dass bei Patienten mit einem Kolonkarzinom eine signifikante Erhöhung des 

Plasma-CRP im Vergleich zu einem gesunden Kollektiv bereits vor der 

Diagnosestellung des Karzinoms nachzuweisen ist (Erlinger 2004). Das CRP gilt 

somit als ein unspezifischer Marker, der sowohl bei Entzündungen als auch bei 

Malignomen erhöht ist. 

 

1.2.3.4 Calprotektin 

Bei Calprotektin handelt es sich um einen mit Entzündungen assoziierten 

Heterodimer-Komplex aus einem Zink-bindenden und zwei Kalzium-bindenden 

Proteinen (S100A8/ S100A9) mit antimikrobiellen Eigenschaften. In der 

Gastroenterologie hat sich die Messung des fäkalen Calprotektins insbesondere bei 

Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung (CED) etabliert (Poullis 

2003). Zahlreiche andere entzündliche Vorgänge, aber auch Karzinomleiden, 

können zu erhöhten Werten führen. Seine Rolle bei der Krebsfrüherkennung ist 

derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Einige Daten sprechen für einen 

möglichen Einsatz in diesem Bereich. So konnten Kristinsson et al. 1998 ein 

erhöhtes Calprotektin in der Mehrzahl der Fälle im Stuhl von Patienten mit 

kolorektalem Karzinom nachweisen (Kristinsson 1998). In ihrer Studie konnten sie 

zudem einen signifikant geringeren Plasmacalprotektingehalt bei KRK-Patienten im 

Stadium T1 und T2 als bei fortgeschritteneren Stadien zeigen. In einer neueren 
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Studie war der prädiktive Wert von Calprotektin als Tumormarker jedoch sehr 

begrenzt. Im letzten Jahr wurde eine Arbeit von Hoff et al. veröffentlicht, die den 

Test auf fäkales Calprotektin nicht als verwertbaren Screeningtest ausweist (Hoff 

2004). 

Wie das CRP gilt fäkales Calprotektin somit als ein eher unspezifischer Marker 

sowohl für Entzündungen als auch für Malignome. Warum Calprotektin allerdings 

auch bei Malignomen in deutlich erhöhten Spiegeln im Stuhl nachweisbar ist, ist bis 

heute noch unverstanden. So ist nicht bekannt, ob die erhöhten Calprotektin-Spiegel 

Folge einer eher vermehrten Exkretion über eine durchlässigere Schleimhaut 

(„leaky gut“) oder Folge einer vermehrten Produktion in der Schleimhaut ist. Auch 

sind Expressionsort und Spezifität der Expression bei Malignomen noch nicht 

untersucht. Insbesondere ist die Frage, ob Calprotektin tatsächlich vermehrt nur in 

den neoplastischen Geweben gebildet wird, bis jetzt ungeklärt.  

 

 

1.3 Ätiologie und Pathogenese des KRK 

Zu den Risikofaktoren des sporadischen KRK zählen spezielle 

Ernährungsgewohnheiten. Hierunter fallen hoher Verzehr von rotem Fleisch, 

tierischen Fetten sowie Gemüse- und Kalziumarme Kost. Langjähriger Nikotin- und 

Alkoholabusus sowie Adipositas und Bewegungsmangel werden ebenfalls zu den 

prädisponierenden Faktoren gezählt (Slattery 1988). Lange Zeit ging man davon 

aus, dass faserreiche Ernährung bei der Entstehung des Dickdarmkrebses protektiv 

wirkt. Neuere Studien stellen diese These allerdings in Frage (Fuchs 1999; Alberts 

2000). 

Eine Folsäuresubstitution von mehr als 400 μg/Tag scheint präventiv zu sein. Es 

werden ein ebenfalls positiver Einfluss von Schwangerschaft in jungen Jahren und 

die Einnahme hormoneller Kontrazeptiva diskutiert. In den letzten Jahren wurden 

Studien durchgeführt, die zeigen konnten, dass nicht-steroidale Antirheumatika eine 

präventive Wirkung auf die Entstehung des KRK haben. Cyclooxygenase-2 (COX-

2), ein zentrales Enzym im Arachidonsäurestoffwechsel und bei der 



12 12

Prostaglandinsynthese, scheint für den zugrunde liegenden Mechanismus von 

besonderer Bedeutung zu sein (Courtney 2004). 

Die genannten Faktoren sind durch Lebensgewohnheiten bedingt und damit 

beeinflussbar. Von diesen abgrenzbar sind die für den Einzelnen nicht 

beeinflussbaren Faktoren. Auf diese soll im Folgenden näher eingegangen werden.  

Primär sind dabei genetische Ursachen zu nennen. So steigt das Risiko, an einem 

KRK zu erkranken, mit zunehmendem Verwandtschaftsgrad, Alter des Verwandten 

zum Diagnosezeitpunkt und der Anzahl der betroffenen Verwandten mit KRK 

deutlich an. 

Ungefähr 10% aller KRK entstehen durch eine vererbbare genetische Schädigung. 

Hierzu gehört die autosomal-dominant vererbte familiäre adenomatöse Polyposis 

coli (FAP). Eine Neumutation ist für ca. 25% der Erkrankungen verantwortlich. Mit 

einer Häufigkeit von 1:10000 Einwohnern und einem Anteil von 1% an allen KRK 

ist es eine relativ seltene Erkrankung. Das hereditäre nichtpolypöse Kolonkarzinom 

(HNPCC), auch Lynch-Syndrom genannt, stellt mit 5 - 10% der KRK die häufigste 

Entität der autosomal-dominant vererbten Dickdarmkrebserkrankungen dar. Beim 

HNPPC liegt das mittlere Alter bei Diagnosestellung bei 45 Jahren. Es ist von einer  

Penetranz von 80% bis zum 75. Lebensjahr auszugehen. 

Die Aufklärung dieser genetischen Faktoren hat viel zu unserem pathogenetischen 

Verständnis des KRK beigetragen. So findet man bei der FAP regelhaft eine 

Mutation des adenomatösen Polyposis-coli Gens (APC-Gen), welches auf dem 

Chromosom 5q21 liegt. Die Mutation führt um das 20. Lebensjahr zur Bildung von 

oft über 100 Polypen im Kolon. Es kommt obligat zur Bildung eines 

Kolonkarzinoms, was die Bedeutung dieses Gens in der Genese des KRK 

unterstreicht. 

Genetische Grundlage des HNPPC sind Mutationen in so genannten Mismatch-

Reparaturgenen, wie beispielsweise MSH-2, MSH-6, MLH-1 und PMS1/2. Diese 

genetischen Schäden führen zu einer Mikrosatelliteninstabilität (ca. 80 - 90% bei 

HNPPC vs. ca. 10% beim sporadischen KRK) (Kullmann 1996). Die sporadischen 

KRK entstehen meist auf der Basis eines adenomatösen Polypen. Die 
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Wahrscheinlichkeit der Entartung steigt mit der Polypengröße (ca. 2% bei einem 

Durchmesser < 1,5cm, bis zu 10% bei ≤ 2,5 cm, über 10% bei einem Durchmesser 

> 2,5 cm). Vogelstein et al. stellten eine wichtige Arbeit über die 

molekularpathologischen Zusammenhänge des Dickdarmadenoms und -karzinoms 

vor (Fearon 1990). Es kommt hiernach durch sukzessive Aktivierung von 

Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Progression eines 

Adenoms zu einem Karzinom. Bei dieser so genannten Multistep-Karzinogenese 

sind mindestens drei Tumorsuppressorgene (p53, DCC und APC) sowie ein 

dominantes Onkogen (c-K-ras) beteiligt, wobei ihre Mutationen vermutlich ohne 

feste Reihenfolge auftreten können (Fearon 1990). 

Neben den genetischen Faktoren, die für ein KRK prädisponieren und den o.g. 

Faktoren für ein sporadisches KRK mit der sukzessiven Anhäufung von genetischen 

Schäden, gibt es schon seit langer Zeit zunehmende Evidenz dafür, dass auch 

Entzündungsprozesse an der Entstehung eines KRK beteiligt sind. Dies soll im 

folgenden Kapitel genauer erläutert werden. 
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1.4 Assoziation von Entzündung und Kolorektalkarzinogenese 

 

Die Erkenntnis über eine Verbindung zwischen Entzündung und Tumorentstehung 

ist nicht neu. Schon Virchow postulierte diesen Zusammenhang bereits im Jahr 

1863. Mittlerweile ist für zahlreiche Karzinomleiden ein Zusammenhang mit 

entzündlichen Vorgängen gesichert. So ist beispielsweise für das Leberzell-, 

Pankreas-, Gallenblasen, Harnblasen- und Zervixkarzinom gesichert, dass eine 

chronisch Entzündung in diesen Organen mit einem erhöhten Krebsrisiko assoziiert 

ist (Welton 1979). Für das Magenkarzinom stellt in diesem Kontext die Entdeckung 

des Bakteriums Helicobacter pylori als Karzinogen einen der wichtigsten 

Meilensteine der letzten Jahre zum Verständnis der Infektassoziierten 

Karzinogenese dar. 

In Hinblick auf die Rolle von Entzündungen und Bakterien in der Pathogenese des 

KRK lieferten Swidsinski et al. 1998 einen weiteren wichtigen Hinweis (Swidsinski 

1998). Sie konnten eine Kolonisierung intrazellulärer E. coli in Darmbiopsien von 

Adenom- und Karzinompatienten im Gegensatz zu Kontrollpatienten nachweisen. 

Auch wenn der kausale Zusammenhang dieser Beobachtung letztlich noch unklar 

ist, wurde hier erstmals eine Assoziation zwischen Bakterienbesiedlung, 

Entzündung und maligner Entartung für das kolorektale Karzinom beschrieben.  

Besonders offensichtlich ist der Zusammenhang zwischen chronischer Entzündung 

und kolorektaler Karzinogenese bei Patienten mit chronisch entzündlichen 

Darmerkrankung (CED) wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn.  

So ist bei Patienten mit Colitis ulcerosa das kolorektale Karzinomrisiko im 

Vergleich zur Normalpopulation deutlich erhöht (Gilat 1988; Gyde 1988). Die 

exakte Quantifizierung des kolorektalen Karzinomrisikos bei diesen Patienten wird 

durch die Heterogenität der Studiendesigns, die Variabilität der Kolektomieraten 

und den Wandel in der konservativen Therapie erschwert. Die Mehrzahl der Studien 

legt aber ein erhöhtes Risiko nahe. Die Prävalenz des kolorektalen Karzinoms bei 

Colitis-ulcerosa-Patienten liegt nach Daten einer Metaanalyse, die sich auf 116 

Studien stützt, bei 3,7 % (Eaden 2001). Nach einer Erkrankungsdauer von 10 Jahren 
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liegt nach dieser Analyse die kolorektale Karzinominzidenzrate bei 2,1%, nach 

einer Erkrankungsdauer von 20 Jahren bei 8,5% und nach 30 Jahren bei 17,8% 

(Soetikno 2002). 

Einen weiteren wichtigen Risikofaktor stellt die Ausdehnung der Colitis ulcerosa 

dar. Bei einer reinen Proktitis ist das Risiko nur um den Faktor 1,7, bei der 

linksseitigen Colitis um den Faktor 2,8 und bei ausgedehnten Colitis ulcerosa um 

den Faktor 14,8 erhöht (Ekbom 1990; Gyde 1988). Die „Back-wash-Ileitis“ scheint 

ebenfalls ein erhöhtes Karzinomrisiko in sich zu bergen (Heuschen 1997). Auch das 

Ausmaß der Entzündungsaktivität scheint einen Einfluss auf das Entartungsrisiko zu 

haben (Gilat 1988; Gyde 1988; Ekbom 1990; Rutter 2004; Sugita 1991). Die 

Morphologie der „Colitiskarzinome“ unterscheidet sich allerdings von der der 

sporadischen KRK. So sind sie eher in gering verdickter Schleimhaut plaqueartig 

wachsend. 

Das Risiko, ein KRK zu entwickeln, ist bei Patienten mit einem Morbus Crohn 

wesentlich geringer im Vergleich zu Patienten mit Colitis ulcerosa. Auch wenn die 

Datenlage hierzu weniger eindeutig ist, so ist übereinstimmend bei ca. 0,4 - 0,8% 

der an einem Morbus Crohn leidenden Patienten mit einem KRK zu rechnen 

(Bansal 1996). 

Der pathogenetische Prozess, der bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

zu einem erhöhten Krebsrisiko führt, ist noch wenig verstanden. Unter der 

Berücksichtigung der bereits erwähnten Arbeit von Swidsinski, die eine vermehrte 

mukosale Invasion von Bakterien bei Tumorpatienten erstmals belegen konnte, sind 

Mechanismen der mukosalen Infektabwehr in den Mittelpunkt der gegenwärtigen 

Forschung gerückt.  In diesem Zusammenhang sind insbesondere die Defensine von 

großem Interesse (Swidsinski 1998).  
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1.4.1 Defensine  

Die humanen Defensine sind antimikrobielle Peptide und bilden einen wichtigen 

Bestandteil der unspezifischen Abwehr. In der großen und weiterhin wachsenden 

Gruppe antimikrobieller Peptide bilden die Defensine eine Familie.  

Vor allem im Rahmen des Morbus Crohn hat die Erforschung der humanen 

Defensine für ein neues Verständnis dieser Erkrankung gesorgt  (Fellermann 2003). 

Arbeiten unserer eigenen Gruppe (Wehkamp 2002) untersuchten die Expression 

von β-Defensinen (HBD) bei Patienten mit chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen (CED). HBD-1 wurde in allen CED-Patientengruppen in der 

Ileumschleimhaut vergleichbar häufig nachgewiesen. In der entzündeten Mukosa 

zeigte sich eine Reduktion. Eine Expression von HBD-2 wurde bei Patienten mit 

chronisch entzündlichen Darmerkrankungen signifikant häufiger nachgewiesen als 

bei nicht Kontrollpatienten ohne entzündliche Darmerkrankung. Bei Patienten mit 

Colitis ulcerosa war signifikant häufiger HBD-2-mRNA nachweisbar als bei 

Patienten mit Morbus Crohn. 

Vor kurzem wurde schließlich auch HBD-3-Expression im Kolonepithel 

nachgewiesen. Das Expressionsmuster von HBD-3 bei CED gleicht dem von HBD-

2. Auch HBD-3 war vorwiegend bei Patienten mit Colitis ulcerosa erhöht, nicht 

aber bei Patienten mit Morbus Crohn (Wehkamp 2003). Das humane α-Defensin-5 

(HD-5) kommt vor allen in den Panethzellen des Ileums vor. 

Völlig unklar ist noch, ob eine veränderte Expression der Defensine eventuell auch 

in der Kolorektalkarzinogenese zu beobachten ist. Dies ist insbesondere im Kontext 

der erwähnten Interaktion von Entzündung und Karzinogenese interessant, da eine 

veränderte Expression der Defensine im prämalignen oder malignen Geweben eine 

vermehrte Invasion von Bakterien mit konsekutiv vermehrter Entzündung bedingen 

könnte. 

 

Zusammenfassend besteht ein offensichtlicher Zusammenhang zwischen 

Entzündung und der Karzinogenese des KRK. Aus den in der Einleitung 

dargelegten Überlegungen und dem aktuellen Wissensstand ergeben sich folgende 
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Hypothesen und Fragestellungen, denen im Rahmen dieser Doktorarbeit 

nachgegangen werden soll: 

 

 

1.5  Fragestellungen 

 

● Sind bei Patienten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen im 

Gegensatz zu Kontrollpatienten Unterschiede für Marker der systemischen 

Bakteriämie oder Entzündung nachweisbar? 

 

● Sind in der neoplastischen und normalen Kolonschleimhaut von Patienten 

mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen im Gegensatz zu 

Kontrollpatienten Unterschiede in der Expression der Defensine HBD-1, 

HBD-2, HD-5 auf mRNA Ebene und immunhistochemisch im Gewebe 

nachweisbar? 

 

● Sind in der neoplastischen und möglicherweise bereits in der normalen 

Kolonschleimhaut von Patienten mit kolorektalen Adenomen und 

Karzinomen im Gegensatz zu Kontrollpatienten quantitative Unterschiede in 

der Proteinexpression von Calprotektin nachweisbar? 

 

● In welchen Zellen ist immunhistochemisch eine Expression von Calprotektin 

in der neoplastischen und normalen Kolonschleimhaut von Patienten mit 

kolorektalen Adenomen und Karzinomen im Gegensatz zu Kontrollpatienten 

nachweisbar und besteht eine Assoziation zur Granulozyteninfiltration? 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Geräte und Material 

In den nachfolgenden Kapitel werden die genutzten Geräte und Materialien sowie 

Hersteller und Herstellungsort in tabellarischer Form aufgeführt. 

 

2.1.1 Geräte 

Sämtliche in Tabelle 1 aufgeführte Geräte sind im Rahmen der Doktorarbeit genutzt 

worden und gehörten zur Grundausstattung des Labors. Falls zum Verständnis 

notwendig, sind genaue Art und Anwendung der Geräte im Methodenteil detailliert 

erklärt.  

 

 

Gerät Typbezeichnung Hersteller 

Analysewaage Mettler AK160 
Mettler- Toledo 

GmbH, Giessen 

Brutschrank Kelvitron® Heraeus, Hannover 

ELISA-Reader  
Universal Microplate Reader 

EL 800 

Bio-Tek Instruments, 

Bad Friedrichshall 

ELISA-reader  

für TNF-α Bestimmung 
DYNEX MRX 2 DYNEX- Instrumental

Flachbrett- 

Gelelektrophorese- 

Apparatur 

The Unbreakable Horizontal 

Minigel System 

Owl Scientific Inc., 

USA 

 



19 19

Gerät Typbezeichnung Hersteller 

Gelschlitten 

EASY-CASTTM 

Electrophoresis System, Model 

B2 und Model B1A 

WTW, Weilheim 

Magnetrührer MR 2002 

Heidolph Instruments 

GmbH & Co, 

Schwabach 

Mikroliterpipetten  
Eppendorf, Hamburg 

Roth, Karlsruhe 

Mikroskop Axioskop Zeiss, Göttingen 

Mikroskop- 

Skalierungslineal 
 Zeiss, Göttingen 

pH-Meter 
Microprocessor pH-Meter,    

pH 196 
Beckman, München 

Spectrometer UV-DU 460 Spectrometer Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe Pipettus-Akku 
Hirschmann 

Laborgeräte, Eberstadt

Real-Time Light-Cycler LightCycler 1.5 Instrument Roche, Mannheim 

Schüttler Rotomax 120 

Heidolph Instruments 

GmbH & Co, 

Schwabach 

Spannungstransformator 

(Gelelektrophorese) 
Model 200/2.0 Power Supply Bio Rad, München 

Stickstoffbehälter Apollo Messer, Griesheim 
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Gerät Typbezeichnung Hersteller 

Thermoblock TB1 Thermoblock Biometra, Göttingen 

Thermocycler T Gradient, T1 Thermocycler Biometra, Göttingen 

Ultra-Turrax Ultraturrax 
Jahnke & Kunkel KG, 

Staufen 

UV-Photoanlage FLX-20M 
Vilber Loumat, 

Frankreich 

Vortex Omnilab REAX 2000, 

Heidolph Instruments 

GmbH & Co, 

Schwabach 

Wasserbad 
1083 

SW20C 

GFL, Burgwedel 

Julabo, Seelbach 

Zentrifugen 

2 K 15, 4 K 10 

Biofuge A, Biofuge 

22R, Megafuge 1.OR, Minifuge 

GL, 

Sepatech 

Sigma, Osterrode 

Heraeus, Hannover 

 

Tabelle 2: Geräte, Typbezeichnung und Hersteller 

 

 

2.1.2 Materialien  

Sämtliche aufgeführte Materialien sind im Rahmen der Doktorarbeit genutzt 

worden. Sie sind nachfolgend in tabellarischer Form je nach Verwendungszweck 

unterteilt aufgeführt.  
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2.1.2.1  Verbrauchsmaterialen 

 

Verbrauchsmaterial Typbezeichnung Hersteller 

Biosphere Filter Tips  Sarstedt 

Endosafe Tubes 
10 x 75 mm und         

13 x 100 mm 

Charles River Endosafe, 

England 

Filterpapier 240 mm 
Schleicher& Schuell, 

Dassel 

Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg 

Schraubröhrchen 15 ml Sarstedt 
 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien, Typbezeichnung und Hersteller 

 

 

2.1.2.2  Chemikalien 

In der nachfolgenden Tabelle sind sämtliche im Rahmen dieser Doktorarbeit 

genutzten Chemikalien aufgeführt. Im Methodenteil ab Kapitel 2.2 sind diese 

Chemikalien in der jeweiligen Methodik im Detail erläutert.
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Chemikalie Hersteller 

Agarose Gibco BRL, Eggenstein 

Aqua ad iniectabilia Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen 

Chloroform Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

MgCl2 Sigma, Deisenhofen 

DAB-Lösung DAKO, Hamburg 

DEPC- Wasser Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Diaminbenzidin Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Dimethylforamid Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

dNTP Pharmacia, Freiburg 

Eisessig Merck, Darmstadt 

Ethanol p.a. Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen 

Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) Sigma, Deisenhofen 

Gelatine Sigma, Deisenhofen 

Glykogen Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

H2O2 Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Hämalaun Merck, Darmstadt 

HCl Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Isopropanol p.a. Merck, Darmstadt 

Kontrollstandard für Endotoxin  

(E.coli 055:B5) 
Charles River, England 

Levamisole Sigma, Deisenhofen 

Limulus Amöbozyten Lysat, 

Empfindlichkeit: 0,03 EU/ml 
Charles River, England 

6x  Loading Solution Fermentas, St. Leon-Rot 
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Chemikalie Hersteller 

Marker VIII Roche, Mannheim 

MMLV-RT- (RNaseH9-Puffer) Promega, Madison , USA 

NaCl Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Naphtol-AS-BI-Phosphat Sigma, Deisenhofen 

Naphtol-AS-D-Chloracetat Sigma, Deisenhofen 

Neufuchsin Sigma, Deisenhofen 

Pararosailin- Lösung Bernd Kraft GmbH, Duisburg 

SDS Sigma, Deisenhofen 

Superscript Gibco BRL, Eggenstein 

Taq Polymerase Gibco BRL, Eggenstein 

Thiomersal Apotheke, UKSH Campus Lübeck 

Tricine Sigma, Deisenhofen 

Tris Sigma, Deisenhofen 

TRIzol Gibco BRL, Eggenstein 

Trypsin Gibco BRL, Eggenstein 

Tween20 Sigma, Deisenhofen 

LightCyclerFastStart-DNA-Master- 

SYBR-Green-I-Mix 
Molecular Probes, Netherlands 

Veronal-Acetat-Puffer nach Michaels Apotheke UKSH Campus Lübeck 

Wasser, autoklaviert Apotheke, UKSH Campus Lübeck 
 

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Hersteller 
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2.1.2.2.1 Puffer und Stammlösungen 

In der nachfolgenden Tabelle sind sämtliche im Rahmen dieser Doktorarbeit 

genutzten Puffer und Stammlösungen aufgeführt. Alle Puffer wurden selbst 

hergestellt. Im Methodenteil ab Kapitel 2.2 sind diese Puffer und Stammlösungen in 

der jeweiligen Methodik im Detail und mit Erläuterung der Abkürzung erklärt. 

 

 

Puffer/ Stammlösung Zusammensetzung 

Citratpuffer 2,1 g Citratpuffer auf 1000 ml a.d.(0,01M, pH 6,0 )

TAE 50fach 
121 g Tris mit 28,6 ml Eisessig und 50 ml 0,5 M 

EDTA (pH 8) auf 500 ml mit Aqua dest. Auffüllen

TBS für APAAP 
10,125 g NaCl auf 1125 ml a.d. + 125 ml Tris- 

Stammlösung 

TBS für Peroxidase 500 mM NaCl + 20 mM Tris, pH 7,5 

Tris-Stammlösung 
12 g Tris auf 2000 ml a.d. mit HCl auf pH 7,4 

eingestellt 

TTBS 0,05% Tween20 

Verdünnungspuffer für 

monoklonalen Antikörper 

Kaninchen-anti-Maus 

1600 μl TBS + 400 μl hitzeinaktiviertes 

Humanserum 

Verdünnungspuffer für primären 

Antikörper 
TBS + 2% BSA 

 

Tabelle 5: Zusammensetzung und Bezeichnung der benutzten Puffer und Stammlösungen  

 

 

2.1.2.4  Kommerzielle Kits und Antikörper 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden einige kommerziell erhältliche Kits 

angewandt. In der nachfolgenden Tabelle sind sämtliche im Rahmen genutzten Kits 
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aufgeführt. Im Methodenteil ab Kapitel 2.2 sind die jeweiligen Kits erklärt, die 

Anwendung erfolgte nach der vom Hersteller empfohlenen Anleitung. 

 

Bezeichnung und Art des Kits Hersteller 

KIT ELISA TNF-α R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

PhiCal / Calprotektin Immundiagnostik, Benzheim 
 

Tabelle 6: Art und Hersteller der genutzten Kits. 

 

 

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit genutzten Antikörper sind in der folgenden 

Tabelle aufgelistet. Nachfolgend sind sowohl die Primärantikörper als auch die 

jeweiligen sekundären und tertiären Antikörper aufgeführt. Details wie Verdünnung 

und Inkubationsdauer sind im Methodenteil ab Kapitel 2.2 aufgeführt. 

 

 

Antikörper Code- Nr. Hersteller 

APAAP (Maus), 

(monoklonale anti-

alkalische Phosphatase, 

Klon: AP7/6/7) 

Code- Nr.: D0651 
DAKO, Kopenhagen, 

Dänemark 

CD3 (Kaninchen-anti- 

humane T-Zellen) 
Code-Nr.: A0452 

DAKO, Kopenhagen, 

Dänemark 

Kaninchen-anti-Maus- 

Immunglobulin 
Code-Nr.: Z0259 

DAKO, Kopenhagen, 

Dänemark 
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Antikörper Code- Nr. Hersteller 

Monoklonaler Maus-anti- 

Mensch (Myeloid/ 

Histiozyten-Antigen,    

Klon MA C387) 

Code- Nr.: N 1570 
DAKO, Kopenhagen, 

Dänemark 

Monoklonaler 

Überbrückungsantikörper 

Maus-anti-Kaninchen- 

Immunglobulin          

(Klon MR12/53) 

Code-Nr.: M0737 
DAKO, Kopenhagen, 

Dänemark 

Polyklonaler Ziege- Anti- 

Maus- IgG- Antikörper, 

HPO- konjugiert 

Code- Nr.: 115-035-003 
Dianova 

 

Präimmun 

Kaninchenserum 
 

Thomas Ganz, UCLA, 

USA 

 

Tabelle 7: Verwendete Antikörper und Hersteller  

 

 

2.1.2.5  Primer 

In unten angeführter Tabelle sind sämtliche Vorwärts- und Rückwärts-Primer und 

die durch das jeweilige PCR-Produkt determinierten Genabschnitte aufgelistet. 

Sämtliche Primer sind vom 5’- zum 3’-Ende angeführt. 
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Detektiertes Gen Vorwärts Rückwärts 

HD-5 cgc cat cct tgc tgc cat tct aac ggc cgg ttc ggc aat agc

HD-6 gtg ggg caa atg acc agg act tcc ctc aga ggc agc aga atc

HBD-1 cct acc ttc tgc tgt tta ctc act tgg cct tcc ctc tgt aac 

HBD-2 tgc ctc ttc cag gtg ttt ttg ctt ttt gca gca ttt tgt tcc 

GAPDH tgc ctc ctg cac cac caa ctg cgc ctg ctt cac ccc ctt ctt 
 

Tabelle 8: Vorwärts- und Rückwärts-Primer und die Gene der jeweiligen PCR-Produkte  

 

 

2.1.3 Untersuchungsmaterialien 

 

Alle Untersuchungen wurden mit menschlichem Material von Patienten der 

Abteilung für Gastroenterologie/ Medizinische Klinik I des Universitätsklinikums 

Schleswig-Holsteins durchgeführt. Konsekutiv im Zeitraum zwischen 1999 und 

2003 wurden dabei Proben gesammelt von Patienten, die sich einer Darmspiegelung 

unterzogen, dabei wurden folgende Ein- und Auschlusskriterien berücksichtigt. 

 

Einschlusskriterien: Alter über 18 Jahre, 

Einverständnis in Biopsieentnahme zu wissenschaftlichen 

Zwecken,  

Nachweis eines Adenoms oder Karzinoms für die 

entsprechende Gruppe. 

Ausschlusskriterien: Adenom/ Karzinom (auch anamnestisch) für die 

 Kontrollgruppe, 

 Kontraindikationen gegen Biopsien, 

    entzündliche Darmerkrankung, 

    Fehlende schriftliche Einverständniserklärung. 
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Bei den Patienten der Kontrollgruppe durften in der Endoskopie weder 

makroskopisch noch histologisch pathologische Veränderungen der 

Darmschleimhaut festgestellt worden sein. Es wurden jeweils 2 Biopsien mit einer 

Standardbiopsiezange entnommen und sofort bei -80°C in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Bei Patienten mit Karzinom und Adenom erfolgten die Biopsien 

aus der Tumormitte bzw. Polypenspitze. Aus demselben Bereich wurden Biopsien 

für die Standardpathologie zur Bestätigung der histopathologische Diagnose und 

dem Nachweis von vitalem neoplastischem Gewebe entnommen. Bei den 

Adenomen wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen die komplette 

Polypektomie möglich war und der komplette Polyp zur histopathologische 

Diagnose gesandt wurde. Sowohl bei den Patienten mit Adenom als auch mit 

Karzinom wurden für die mRNA Expressionsanalyse der Defensine als für die 

quantitative Calprotektinbestimmung auch Biopsien aus tumorfernem 

Normalgewebe entnommen und analysiert. Bei den Kontrollpatienten erfolgte die 

Biopsie im Sigma. Von allen Patienten wuden 10ml Serum aus Vollblut für die 

unten angeführten Untersuchungen entnommen. Die immunhistochemischen 

Untersuchungen erfolgten anhand des Materials aus dem Institut für Pathologie der 

Universität zu Lübeck. 

 

 

2.2 Methoden 

 

2.2.1 Immunhistochemie 

Die immunhistochemischen Färbungen wurden unter Verwendung einer 

modifizierten Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-

Methode für das humane β-Defensin 2 (HBD-2), das humane α-Defensin 5 (HD-5) 

und für Calprotektin durchgeführt. Für das humane β-Defensin 1 (HBD-1) wurde 

die indirekte Immunperoxidase-Färbemethode benutzt. Beide Methoden beruhen 

auf dem Sichtbarmachen der Bindung eines Primärantikörpers über eine 
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enzymatische Umsetzung eines Substrates zu einem Farbstoff. Bei der APAAP-

Methode wird über Antikörperbrücken eine Erhöhung der Sensitivität erreicht. 

Hierbei wird der monoklonale Primärantikörper durch einen unspezifisch diese 

Tierspezies erkennenden Brückenantikörper detektiert. Danach wird ein dritter 

Antikörper, an den der umsetzende Enzymkomplex gekoppelt ist, zu der Reaktion 

gegeben. Dieser Antikörper stammt aus derselben Spezies wie der Primärantikörper 

und bindet an den Brückenantikörper. Bei der APAAP-Methode schließt sich nach 

diesem Schritt eine Mehrfachinkubation vom Brücken- und Enzymkomplexen an. 

Durch dieses Verfahren werden zusätzliche Enzymmoleküle an die 

Antigenbindungsstelle gebracht und die Farbreaktion verstärkt. 

Bei der Immunperoxidasefärbung wird als Sekundärantikörper direkt ein 

enzymkonjugierter Antikörper verwendet.  

Bei allen immunhistochemischen Färbungen wurde eine Positiv- und 

Negativkontrolle mitgeführt. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle dienten Serum 

nichtimmunisierter Tiere bzw. anti-CD3. Das polyklonale Kaninchenantiserum 

wurde freundlicherweise von Thomas Ganz, University of California, Los Angeles, 

USA, zur Verfügung gestellt. Nachfolgend werden Methodik der APAAP-und der 

indirekten Immunperoxidasefärbung genauer erläutert. 

 

2.2.1.1 APAAP 

Die Defensine HBD-2 und HD-5 und Calprotektin wurden mit der APAAP- 

Methode gefärbt. Zunächst erfolgte eine einstündige Inkubation der Paraffinschnitte 

bei 60°C im Brutschrank. Es folgte die Entparaffinisierung mittels einer 

Alkoholreihe. Hierfür wurden die Schnitte nach einer kurzen Abkühlzeit zunächst 

zweimal 10 min in Xylol und anschließend für jeweils 3 min in absteigender 

Konzentration in 100%, 96%, und 70% Alkohol getaucht, anschließend wurde mit 

Aqua dest. gespült. Um das zu detektierende Epitop dem Antikörper zugänglich zu 

machen ("antigen retrieval") wurden die entparaffinisierten Schnitte in Citratpuffer 

in der Mikrowelle 10 min vorsichtig erhitzt. Die Schnitte mussten während der 

gesamten Zeit mit Citratpuffer bedeckt sein, um eine Hemmung der endogenen 
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Peroxidase zu gewährleisten. Anschließend wurde mit TBS gespült, die zu 

untersuchende Fläche mit einem Fettstift markiert und 15 min bei Raumtemperatur 

abgekühlt. 

Im Fall von HBD-2 wurden die Schnitte zusätzlich zur enzymatischen Andauung 

für 5 min bei Raumtemperatur mit 50 μl 0,1% Trypsin bedeckt, danach wurde das 

Trypsin mit TBS gründlich abgespült. Der Verdünnungspuffer für die primären 

Antikörper wurde aus TBS + 2% BSA im Verhältnis 1:1 zur Abdeckung 

unspezifischer Bindungsstellen hergestellt. Es hat sich gezeigt, dass 

Rinderserumalbumin die Proteinkonzentration erhöht, die unspezifischen 

Bindungen des Primärantikörpers mit Strukturen des zu untersuchenden Gewebes 

vermindert und somit zu einer Reduktion unspezifischer Färbung führt. 

Für die einzelnen aus der Spezies Maus stammenden Antikörper wurden folgende 

Konzentrationen verwendet: 

HBD-2: 1:2000, 

HD-5:  1:400, 

CD3:  1:100, 

Präimmun: 1:1000. 

Die jeweiligen primären Antikörper wurden in den entsprechenden Verdünnungen 

in einem Volumen von jeweils 50 μl in der feuchten Kammer aufgetragen und nach 

einer Inkubationszeit von 60 min dreimal für je 5 min bei Raumtemperatur mit TBS 

gewaschen. Für die primären Antikörper aus der Maus wurde eine Verdünnung von 

1:50 mit TBS + 2% BSA angesetzt. Die Inkubation wurde 30 min in der feuchten 

Kammer durchgeführt. Der Sekundärantikörper Kaninchen-anti-Maus wurde mit 

einem Puffer aus vier Teilen TBS und einem Teil hitzeinaktiviertem Humanserum 

in einem Verhältnis von 1:25 verdünnt. Die Inkubationszeit lag bei 30 min. 

Der APAAP-Komplex wurde wiederum mit TBS + 2% BSA in einem Verhältnis 

von 1:50 verdünnt, aufgetragen und 30 min auf den Schnitten belassen. Zur 

Erhöhung der Sensitivität folgte eine Mehrfachinkubation mit dem Kaninchen- anti-

Maus-Antikörper und dem APAAP-Kompex, wobei jeweils für 7 min inkubiert und 



31 31

anschließend mit TBS gewaschen wurde. Die Schritte wurden jeweils zweimal 

durchgeführt. 

Zur Sichtbarmachung der Reaktionen diente die Neufuchsin-Methode. Die Schnitte 

wurden mit Hämalaun gegengefärbt. Hierfür wurden zunächst folgende drei 

Lösungen hergestellt. 

Lösung I: 140 μl 5% Neufuchsinlösung + 350 μl 4% Natriumnitrit 

Lösung II: 50 ml 0,05 M Trispuffer mit einem pH von 9,7 + 0,15 M NaCl + 18 

ml 0,2 M 2-Amino-2-2-methyl-propan-1,3-diol-Puffer + 50 mg 

Levamisol (Levamisol diente der Unterdrückung der endogenen 

alkalischen Phosphataseaktivität) 

Lösung III: 35 mg Naphtol-AS-BI-Phosphat + 420 μl N,N-Dimethylformamid 

Lösung I und II  wurden vermischt, dann wurde Lösung III dazugegeben. Das 

Gemisch wurde mit 1 M HCl auf einen pH-Wert von 8,7 eingestellt. Diese Lösung 

wurde filtriert und wenige Minuten auf den Objektträgern belassen bis eine Färbung 

deutlich wurde. 

Folgende Waschschritte schlossen sich der Inkubation an:  

Leitungswasser: 3 min 

4% Formalin: 2 min 

Leitungswasser: 3 min. 

Anschließend erfolgte die Gegenfärbung mit Hämalaun für 15 min. Zehnminütiges 

Spülen mit warmem Leitungswasser brachte die Reaktion zum Stoppen. Die 

fertigen Schnitte wurden mit Aquatex eingedeckt. 

 

2.2.1.2 Indirekte Immunperoxidasefärbung 

Das humane β-Defensin HBD-1 wurde mit der indirekten Immunperoxidasereaktion 

gefärbt. Auch bei dieser Methode wurden die Schnitte zunächst 1 h bei 60°C im 

Brutschrank inkubiert und anschließend mittels einer Alkoholreihe entparaffinisiert. 

Diese wurde wie folgt durchgeführt: 
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zweimal für je 3 min Xylol, anschließend zweimal für 2 min Ethanol abs., dann 

jeweils 2 min Bäder in 90% Ethanol und in 75% Ethanol. Beendet wurde die 

Alkoholreihe durch zweimaliges Spülen in Leitungswasser. 

Die Schnitte wurden zur Verringerung der Hintergrundfärbung drei Mal je 5 min 

mit Tris-gepufferter Kochsalzlösung gewaschen. Zur Sättigung der endogenen 

Peroxidase wurde jeder Objektträger mit 50 μl 0,1 M Wasserstoffperoxid bedeckt. 

Nach 5 min wurde wieder mit TBS gespült. 

Zur Reduktion der Hintergrundfärbung wurden die Schnitte mit 50 μl 3% Gelatine, 

welche zuvor bei 38°C im Wasserbad in TBS in Lösung gebracht wurde, bedeckt. 

Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurden die Objektträger mit TBS gespült. Es 

schlossen sich nun die eigentlichen Färbeschritte an. Bei jeder Färbung wurde 

Ziegenserum als Positiv- und Präimmun als Negativkontrolle mitgeführt. 

Zur Verdünnung der Primärantikörper wurde 0,5 g Gelatine + 0,005 g Thiomersal 

in 50 ml TTBS gelöst. Die Zugabe von Tween-20  zu der Tris-gepufferten 

Kochsalzlösung diente der Erhöhung des Salzgehaltes und somit einer weiteren 

Reduzierung der unspezifischen Hintergrundfärbung. 

Es galten folgende Verdünnungsverhältnisse: 

Anti-HBD-1:  1:500  

Präimmun:  1:800. 

Die Inkubationszeit der Primärantikörper betrug 18 h bei Raumtemperatur, es 

wurden pro Objektträger 50 μl aufgetragen. Nicht gebundene Antikörper wurden 

mittels dreimaligen Waschens mit TTBS für jeweils 10 min wieder von den 

Objektträgern entfernt. Als Sekundärantikörper diente ein polyklonaler HPO-

konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper. Zur Verdünnung des Ziege- 

anti-Kaninchen-IgG wurde im Verhältnis 1:2000 der gleiche Verdünnungspuffer 

wie bei den Primärantikörpern verwendet. Die Inkubationszeit betrug wiederum    

18 h. Es schloss sich auch hier dreimalig 10 min Waschen mit TTBS an. 

Als Chromogen bei der Enzymreaktion diente Diaminobenzidin (DAB). Zur 

Herstellung der DAB-Substratlösung wurde eine 30 mg Tablette DAB in 50 ml     

50 mM Tris gelöst und auf einen pH von 7,6 eingestellt. Kurz vor Gebrauch wurde 
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1 ml dieser Lösung mit 1,5 μl Wasserstoffperoxid vermischt. Je 50 μl dieser DAB-

Lösung wurden für 10 min auf die Präparate gegeben. 

Die Reaktion wurde durch 10 min Spülen mit Leitungswasser gestoppt. Zur 

Gegenfärbung wurden die Schnitte für 5 min mit Hämatoxylin bedeckt. Nach 

abschließenden 10 min Leitungswasser gespült wurde, wurden die Präparate mit 

Aquatex eingedeckt. 

 

 

2.2.2 RT-PCR 

Ergänzend zur Detektion der Defensine auf Proteinebene wurde ihre Expression auf 

mRNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht. Hierzu wurden Zangenbiopsien 

gewonnen, sofort nach Entnahme schockgefrorenen und bis zur Weiterverarbeitung 

auf flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

2.2.2.1 RNA-Isolation 

Aus den Kolonschleimhautbiopsien konnten 50 – 100 µg RNA gewonnen werden. 

Für die Extraktion wurden die Gewebeproben jeweils mit 1 ml TRIzol versetzt und 

mit einem Ultra Turrax homogenisiert. 

Dieser wurde nach jeder Probe in folgender Reihenfolge gewaschen: 10% SDS, 1 M 

NaOH, autoklaviertes Wasser, 70% Ethanol und zum Schluss ein zweites Mal  

autoklaviertes Wasser. 

Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurden je 200 μl Chloroform 

zugegeben und kräftig geschüttelt. Nach einer Inkubationszeit von 2- 3 min bei 

Raumtemperatur wurde mit 12000 g für 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde in ein neues Röhrchen überführt und mit 500 μl Isopropanol 

versetzt. Es folgten weitere 10 min Inkubation bei Raumtemperatur und 10 min 

Zentrifugation mit 12000 g bei 4°C. Nun wurde der Überstand verworfen und der 

Unterstand 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Vor dem Einfrieren bei -70°C 

wurde das Isolat mit jeweils 20 μl RNAse-freiem Wasser dilutiert. 
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2.2.2.2 Reverse Transkription 

Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde eine reverse Transkription durchgeführt, 

um  die RNA in cDNA zu überführen. Es wurde mit einem Ansatzvolumen von 20 

μl gearbeitet. Zunächst wurden 2 μg RNA in 9 μl autoklaviertem Wasser vorgelegt 

und mit 1 μl oligo-dT18-Primer gemischt. Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert und 

10 min bei 70°C inkubiert. 

Anschließend wurden 0,4 μl RNase Inhibitor, 4 μl MMLV-RT-(RNaseH)-Puffer,    

1 μl dNTP-Mix (Endkonzentration von je 500 μM), 0,4 μl DTT 1 M, 3,2 μl 

autoklaviertes Wasser und 1 μl reverse Transkriptase (Superscript) zugegeben. Es 

schloss sich eine Inkubation von 1 h bei 37°C an. Das Reaktionsprodukt wurde mit 

autoklaviertem Wasser in einem Verhältnis von 1:5 verdünnt und bei -30°C 

gelagert. 
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2.2.2.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 

Die RT-PCRs wurden nach dem in Tabelle 9 dargestellten Protokoll durchgeführt. 

 

Reaktions-

Volumen 
50 μl Touch down Nein 

Template 5 μl 
Initiale 

Denaturierung 

94°C,  

5 min 

Primer I 

(forward) 
200 nM Denaturierung 

94°C, 

30 s 

Primer II 

(reverse) 
200 nM Annealing 

60°C, 

30 s 

dNTP 200 μM Elongation 
72°C, 

1 min 

Taq- 

Polymerase 
1,25 U Zyklen 35 

Hot start Ja 
Terminale 

Elongation 

72°C, 

7 min 
 

Tabelle 9: PCR-Protokoll 

 

 

2.2.2.4 Agarose-Gel-Elektrophorese 

Im Anschluss an die Amplifikation wurden die PCR-Produkte durch eine 

horizontale Gelelektrophorese mit 2% Agarosegel sichtbar gemacht. Zur 

Herstellung des Gels wurde 1 g Agarose in 50 ml TAE-Puffer gelöst,  in der 

Mikrowelle kurz zum Kochen gebracht und anschließend wieder auf 50°C 

abgekühlt. Als Fluoreszenzfarbstoff für die spätere Sichtbarmachung der einzelnen 
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Banden diente Ethidiumbromid. In einem Volumen vom 1 μl wurde die 

Ethidiumbromidlösung dem Agarosegel zugefügt. Das Gemisch wurde in die 

Gelkammer gegossen und zum Aushärten stehengelassen. Hatte sich ein festes Gel 

gebildet so wurde die Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer aufgefüllt. Die zu 

untersuchenden Proben wurden vorbereitet in einem Volumen von 12 μl mit 2 μl 6x 

Loading Solution und 10 μl Probe in Terasaki-Platten gemischt. Nach vorsichtiger 

Herausnahme des Kammes konnte der Probenansatz in die Taschen pipettiert 

werden. Als Längenmarker diente Marker VIII, dieser wurde in einem Volumen 

von 5 µl in eine Tasche pipettiert. Bei einer Stromspannung von 80 V wurden die 

DNA-Fragmente während 1 h aufgetrennt. Zur Dokumentation wurde das Gel unter 

UV-Strahlung fotografiert. 

 

 

2.2.3 Real- time RT-PCR 

Eine Quantifizierung der RNA ist mit der herkömmlichen PCR-Methode schwer zu 

ermitteln. Für eine Quantifizierung wurden daher Real-Time RT-PCRs 

durchgeführt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Einbau eines 

fluoreszierenden Farbstoffs, dessen Fluoreszenz während der Reaktion gemessen 

wird. Die Intensität steigt mit der Höhe der Anfangskopienzahl der cDNA in der 

Probe. Durch den Bezug auf einen mitgeführten Standard kann so die Kopienzahl 

ermittelt werden.  

Die Genexpression der Defensine HBD-1, -2 und HD-5 und -6 wurden mit einem 

Fluoreszenz Temperatur Cycler ermittelt. Als Reaktionsgemisch wurden 2 μl 

cDNA, dies entsprach 50 ng RNA, mit 4 mM MgCl2, 0,5 μM Primer und 1 μl 

LightCyclerFastStart-DNA-Master-SYBR-Green-I-Mix in Kapillarröhrchen 

gebracht. Die initiale Denaturierung bei 95 °C erfolgte in dem Lightcycler für 10 

min. Es schlossen sich 45 Zyklen an. Jeder Zyklus begann mit einer Erhitzung auf 

95 °C für 15 s. Es folgte ein „touchdown“ von 5 s auf -1 °C pro Zyklus, ausgehend 

von der Primer spezifischen Ausgangstemperatur. Für weiter 10 s wurde auf 72 °C 

erhitzt. Ein Schmelzkurvenprofil wurde am Ende jedes Durchgangs erstellt. Hierfür 
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wurde die Proben auf 65 °C abgekühlt und nach 15 s langsam in 0,2 °C/s-Schritten 

wieder auf 95°C erwärmt. Die Fluoreszenz wurde dabei kontinuierlich gemessen 

und so die Amplifikation des jeweils spezifischen Transkripts bestätigt. Die bei 

jedem Zyklus auf dem Bildschirm sichtbare Emission wurde mittels LightCycler 

Software analysiert. 

 

2.2.4 Limulus Amöbozyten Lysat (LAL-) Test 

Um bei den Probanden eine allgemeine schwere Entzündung auszuschließen, wurde 

der Limulus Amöbozyten Lysat- (LAL-) Test durchgeführt. 

Bei diesem Test handelt sich  um eine Gel-Clot Methode. Schon in Anwesenheit 

winziger Mengen von Pyrogenen kommt es zu einer Gelbildung zwischen diesen 

und dem LAL. Dabei katalysieren Endotoxine die Aktivierung eines Proenzyms im 

LAL. Das aktivierte Enzym hydrolysiert spezifische Bindungen in einem 

Gerinnungsprotein, welches ebenfalls im LAL vorkommt. 

Zunächst wurde das LAL-Pulver in dem vom Hersteller angegebenen Volumen in 

Aqua ad iniectabilia gelöst. Das so erzeugte LAL-Reagenz wurde dann zu je 100 μl 

in endotoxinfreie Borosilikatröhrchen überführt und konnte so abgedeckt bei -20°C 

bis zu 4 Wochen gelagert werden. Einmal aufgetautes Reagenz wurde nicht wieder 

eingefroren. Das Kontroll-Standard-Endotoxin (CSE) wurde in dem auf dem 

jeweilig beigelegten Zertifikat verzeichneteten Volumen Aqua ad iniectabilia gelöst 

und 5 min auf dem Vortex gemischt. Als Positivkontrolle musste das CSE bis zu 

einer Konzentration von 0,6 EU/ml  mit Aqua ad iniectabilia weiter verdünnt 

werden. Stammlösung und die weiter verdünnte Positivkontrolle waren bei 2- 8°C 

mit Parafilm abgedeckt bis zu 4 Wochen lagerbar. 

Da die Reaktion des Limulus Amöbozyten Lysat durch zahlreiche Substanzen 

gehemmt werden kann, musste jede zu untersuchende Probe zunächst auf 

Produkthemmung getestet werden. Hierzu wurden die Proben  mit Aqua ad 

iniectabilia in den  Konzentrationen 1:1 bis 1:512  verdünnt. Jede Verdünnung 

wurde in einer vierfach Testung untersucht, das bedeutet, dass jeweils zwei Proben 

mit und zwei Proben ohne Endotoxinstandard pro Verdünnung getestet wurden. 



38 38

Dazu wurden zu jedem LAL-Reagenz 100 μl der jeweiligen Verdünnung gegeben. 

Bei Testungen mit Kontrollstandard wurden zusätzlich 10 μl CSE hinzugegeben. 

Alle Ansätze wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. Eine Positiv- und 

Negativkontrolle mit 100 μl Aqua ad iniectabilia wurde ebenfalls bei jedem 

Versuchsansatz in Doppelbestimmung mitgeführt. Die Röhrchen wurden vorsichtig 

kurz aufgeschüttelt und sofort in den auf 36°C vortemperierten Heizblock gestellt. 

Hier mussten sie exakt 60 min erschütterungsfrei verbleiben. Das Ergebnis musste 

nach dieser Zeit binnen 60 s abgelesen werden. Der Test galt als positiv, wenn sich 

ein Gel gebildet hatte, das beim Kippen des Röhrchens um 180°C am 

Röhrchenboden haften blieb. Ein negatives Ergebnis lag vor, wenn sich entweder 

kein Gel gebildet hatte oder wenn das Gel  beim Kippen des Röhrchens nicht intakt 

blieb. War das Ergebnis viermal reproduzierbar, so konnte nach Ausschluss von 

Produkthemmung die eigentliche Testung durchgeführt werden. Der Testaufbau und 

Ablauf waren identisch mit den Vortestungen. 

 

2.2.5 Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) 

TNF-α wurde mit Hilfe eines Quantikine TNF-α HS Immunoassay Kits mittels der 

Sandwich-Immuno-Enzym Technik im Serum bestimmt. In eine mit TNF-α 

spezifischem Antikörper beschichtete Mikrotiterplatte wurden je 50 μl Assay 

Diluent HD1-11, Standardlösung und die jeweilige Probe in einem Volumen von 

200 μl pipettiert. Während der dreistündigen Inkubation bei Raumtemperatur 

konnten das vorhandene TNF-α an den immobilisierten Antikörper gebunden 

werden. Ungebundene Substanzen wurden entfernt. Hierzu wurde zunächst die 

überstehende Flüssigkeit vorsichtig entfernt, die Platten über Kopf 5 min 

getrocknet, anschließend wurde mit 400 μl Waschpuffer im "Autowasher" 

gewaschen. Der Waschvorgang wurde insgesamt 6-mal durchgeführt und die 

Platten abschließend mindestens 10 Mal vorsichtig ausgeklopft. 200 μl TNF-α HS 

Konjugat wurden pipettiert, die Mikrotiterplatten abgedeckt und 2 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Es schlossen sich wieder die sechs Waschschritte an, 

bevor die Platten mit 50 μl Substratlösung 1 h inkubiert wurden. Anschließend 
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wurde für weitere 30 min mit Amplifierverstärkerlösung inkubiert. Die Farbreaktion 

wurde mit 50 μl Stopplösung beendet. Die Farbintensität wurde mittels Elisareader 

bei 490 nm gemessen.  

 

2.2.6 Calprotektin 

Calprotektin wurde sowohl quantitativ mittels ELISA bestimmt als auch 

immunhistochemisch untersucht. 

 

2.2.6.1 Calprotektinbestimmung mittels ELISA 

Calprotektin wurde mittels ELISA in den Gewebeproben und im Serum der 

Patienten gemessen. 

Ein gegen Calprotektin gerichteter Antikörper ist auf einer Mikrotiterplatte fixiert. 

Die kommerziell erworbenen Platten wurden vor Gebrauch 5 Mal mit je 250 μl 

Waschpuffer gewaschen, nach dem letzten Waschgang wurden sie auf Saugpapier 

ausgeschlagen. Es wurden 100 μl Standard und die vorverdünnten Proben pipettiert. 

Nach 1 h Inkubation bei 37°C wurde der Platteninhalt verworfen und anschließend 

5 Mal mit je 250 μl Waschpuffer gewaschen. Die Platten wurden nach dem letzten 

Waschgang wieder auf Saugpapier ausgeschlagen. 

100 μl des vorverdünnten zweiten biotinylierten Antikörpers wurde dazu pipettiert 

und wieder 1 h bei 31°C auf dem Thermoblock inkubiert. Der Platteninhalt wurde 

wiederum verworfen. Nach fünfmaligem Waschen  und anschließendem 

Ausklopfen auf Saugpapier wurden 100 μl vorverdünntes Konjugat pipettiert und 

die Platten 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. 

Der Inhalt wurde wiederum verworfen, die Platten fünfmal gewaschen und 

anschließend ausgeklopft. Nun wurden 100 μl TMB-Substratlösung pipettiert, 10-

20 min in einem abgedunkelten Raum bei Raumtemperatur inkubiert, danach 50 μl 

Stopplösung zugegeben und alles kurz gemischt. Die Extinktion wurde dann im 

Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen die Referenzwellenlänge 620 nm 

gemessen. Der Gehalt an Calprotektin wurde mit dem Gesamtproteingehalt ins 

Verhältnis gesetzt. 
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2.2.6.1.1 Gesamt-Proteinbestimmung 

Zunächst wurde der Gesamtproteingehalt in den Biopsien gemessen, um eine 

Referenz für die Calprotektinwerte zu erhalten. 

Die Biopsien wurden dafür in 500 μl kalten PBS gegeben und anschließend mit dem 

Ultraturrax homogenisiert. Das Homogenisat wurde dreimal 10 min bei 10000 g 

zentrifugiert. Mit dem Überstand wurde weiter gearbeitet, der Unterstand 

verworfen. Die Proben wurde mit Aqua dest. in den Verhältnissen 1:1 bis 1:128 

verdünnt. Als Standard für die Messungen wurde eine Verdünnungsreihe mit BSA 

in PBS angesetzt. Hierfür wurden zunächst die Stammlösung mit 10 mg BSA in      

1 ml PBS hergestellt. Es wurde dann eine Standardverdünnungsreihe von 1,4 mg/ml 

in 0,2 mg/ml Schritten bis 0,1 mg/ml hergestellt. Die Stammlösung diente als 

Negativkontrolle. Zu je 20 μl Probe bzw. Standard wurden je 180 μl Farbe gegeben. 

Die Farbreagenz wurde zuvor maximal eine halbe Stunde vor der Messung im 

Verhältnis 1:5 mit Aqua dest. verdünnt und filtriert. Alle weiteren Untersuchungen 

wurden in Doppelbestimmung gemessen. Die Proteinmessung erfolgte im ELISA-

Reader bei 595 nm.  

 

2.2.6.2 Immunhistochemische Färbung von Calprotektin 

Die immunhistochemischen Färbungen des Calprotektins wurden nach der oben 

beschriebenen APAAP-Methode durchgeführt. Als Antikörper diente hier der 

monoklonale Maus-anti-Mensch-Antikörper (Myeloid/Histiozyten-Antigen, Klon 

MA C387). 

Zur Identifizierung der Granulozyten wurde eine Naphthol-AS-D-Chloracetat-

Esterase-Reaktion nach Leder und Stutte durchgeführt (Leder 1964). 

Hierfür wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Schnittpräparate 

verwendet. Zunächst wurden folgende Ausgangslösungen hergestellt: 

Lösung A: 1 Tropfen 4% Pararosanilin-Lösung mit 

1 Tropfen 45% Natriumnitrit-Lösung vermischen und nach 60 s mit 

  30 ml Veronal-Acetat-Puffer, pH 7,62 verdünnen. 
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  Der  pH wurde anschließend mit 1 M HCl auf 6,3 eingestellt. 

Lösung B: 10 mg Naphthol-AS-D-Chloracetat in  

  1 ml Dimethylforamid lösen. 

Lösung A und Lösung B wurden vermischt und vor Gebrauch filtriert. Unter 

ständigem Rühren wurde dann 30 min inkubiert und abschließend mit 

Leitungswasser gespült. Für die Kernfärbung wurde 1 min mit Hämalaun gefärbt 

und mit Leitungswasser gebläut. Zum Eindecken haben wir Aquatex verwendet. 

Mit der Methode lässt sich eine Anfärbung der neutrophilen Granulozyten, ihrer 

Vorläuferzellen sowie von Mastzellen erreichen. Die enzymatische Aktivität wird 

durch einen homogenen, leuchtend roten Farbstoff angezeigt. 

 

2. 2.7 C-reaktives Protein (CRP), Carcinoembryonales Antigen (CEA), 

Albumin und Procalcitonin 

Die Werte von C-reaktivem Protein und Albumin wurden mit den gängigen 

Methoden freundlicherweise vom hiesigen Institut für Klinische Chemie (Direktor: 

Prof. Dr. med. M. Seyfarth) bestimmt. Das Institut für Mikrobiologie und Hygiene 

der Universität zu Lübeck (Direktor: Prof. Dr. med. W. Solbach) hat 

freundlicherweise die Procalcitonin-Bestimmungen im Serum durchgeführt. 

Carcinoembryonales Antigen wurde freundlicherweise durch das hiesige Institut für 

Immunologie und Transfusionsmedizin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Kirchner) 

ermittelt. 

 

2.2.8 Statistische Methoden 

Alle Ergebnisse wurden, falls nicht anders ausgedrückt, als Mittelwert ± 

Standardfehler des Mittelwertes bzw. Standardabweichung des mittleren Fehlers 

(jeweils im Ergebnisteil spezifiziert) ausgedrückt. Mögliche Korrelationen wurden 

mittels linearer Regressionsanalyse berechnet. Der Vergleich der Gruppen erfolgte 

durch ungepaarten, nichtparametrischen Test (Mann Whitney). Alle angegebenen p-

Werte sind Ergebnisse zweiseitiger Tests. Ergebnisse wurden als statistisch 

signifikant bei einem p-Wert kleiner 0.05 angesehen. Die statistischen 
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Auswertungen erfolgten mit Hilfe von kommerzieller statistischer Software 

(SigmaStat 2.0, Jandel Scientific, San Rafael, USA, GraphPad, InStat Software, 

Version 2.02, San Diego, USA). 
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3 Ergebnisse 
 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Biopsiematerial und Blutwerte von 

insgesamt 28 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom, 36 Patienten mit Polypen 

und von 30 Kontrollprobanden untersucht. Die klinischen Charakteristika der 

Patienten sind in Tabelle 10 aufgeführt. 

 
 

 Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

Patientenzahl 28 36 30 

Alter in Jahren 64,7 ± 15,5 68,9 ± 11,2 60,8 ± 14,7 

Geschlecht  

(männl./weibl.) 
20 / 8 19 / 17 10 / 20 

Dukes Stadium 
A 

B 

C 

D 

 
6  (21%) 

7  (25%) 

5  (18%) 

10 (36%) 

 
 

 
 

 

Tabelle 10: Klinische Daten der Patienten. Das Alter wurde als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. Ansonsten handelt es sich um absolute Patientenzahlen.  

 

 

3.1  Defensine 

Bei den Defensinen wurden die Immunhistochemie und die Ergebnisse der RT-PCR 

getrennt analysiert und im Folgenden dargestellt. 

 

3.1.1  Immunhistochemische Untersuchung auf Defensine  

 Es wurde eine Quantifizierung der immunhistochemischen Färbungen 

durchgeführt. Dabei wurde die Farbintensität semiquantitativ mit 0, 1, 2 und 3 
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bewertet. Kam es zu keinerlei Anfärbung wurde dies dem Wert 0 zugewiesen, 

geringer Nachweis (einzelne Zellen) mit 1, mittlere (bis 50%) mit 2 und starke 

Intensität (> 50%) mit 3. 

 

3.1.1.1 HBD-1 

Das konstitutiv vorkommende β-Defensin HBD-1 zeigte im Normalgewebe die 

erwartete zytoplasmatische Färbung vereinzelt an Enterozyten. Sowohl bei den 

Adenomen im adenomatösen, als auch bei den Karzinomen im neoplastischen und 

in den Kontrollschnitten war  teilweise eine HBD-1 Proteinexpression nachweisbar. 

Eine regelhafte Überexpression oder Verlust der Expression war weder im 

adenomatösen noch im karzinomatösen Gewebe festzustellen. Beispiele für die 

beobachteten Färbemuster sind in Abbildungen 1 gezeigt. Eine Zusammenfassung 

der beobachteten immunhistochemischen Färbescores ist in Tabelle 11 dargestellt. 

 

 

Färbescore Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

0 

1 

2 

3 

30% 

25% 

40% 

5% 

9% 

46% 

27% 

18% 

21% 

17% 

42% 

20% 
 

Tabelle 11: Färbescores für immunhistochemische HBD-1 Expression in relativem Anteil, 

bezogen auf die Gesamtzahl der Patienten in der entsprechenden Gruppe. 
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Abb. 1: Immunhistochemische Färbung eines Paraffinschnitts eines Patienten mit kolerektalem 
Karzinom. Die HBD-1-Expression kann anhand der PAP-Färbung nachgewiesen werden und stellt 
sich bräunlich dar. Eine Gegenfärbung erfolgte mit Hämalaun. Die Vergrößerung der Abbildung 
beträgt 1:400. 
 

 

3.1.1.2 HBD-2 

Das induzierbare β-Defensin HBD-2 war im Normalgewebe mit einer 

zytoplasmatische Färbung nur in wenigen Fällen vorhanden. In keinem der 

Karzinome konnte das Defensin immunhistochemisch nachgewiesen werden. Eine 

Zusammenfassung der beobachteten immunhistochemischen Färbescores ist in 

Tabelle 12 zu sehen. 
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Färbescores Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

0 

1 

2 

3 

100% 

0% 

0% 

0% 

86% 

14% 

0% 

0% 

83% 

17% 

0% 

0% 
 

Tabelle 12: Relativer Anteil der Färbescores für die immunhistochemische HBD-2-Expression als 

relativer Anteil an der Gesamtzahl der Patienten der entsprechenden Gruppe.  

 

 

3.1.1.3 HD-5 

Für das α-Defensin HD-5 war im Vergleich zum HBD-1 eine deutlich schwächere 

Färbung zusehen. Es kam ebenfalls regelhaft im Normalgewebe zu  einer 

zytoplasmatischen Färbung von Enterozyten an der Basis der Krypten, in 

Panethzellen. Auch bei HD-5 war keine regelhafte Überexpression oder ein Verlust 

der Expression im neoplastischen oder prämalignen Gewebe nachweisbar. Ein 

Beispiel für die beobachteten Färbemuster ist in Abbildung 2 dargestellt. Die 

Abbildung  stellt ebenfalls wie Abbildung 1 ein Karzinom dar, hier sieht man 

jedoch in der APAAP- Färbung roterscheinend HD-5. Eine Zusammenfassung der 

immunhistochemischen Färbescores ist in Tabelle 13 zusammengefasst. 
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Färbescores Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

0 

1 

2 

3 

45% 

20% 

30% 

5% 

9% 

41% 

50% 

0% 

35% 

30% 

22% 

13% 
 

Tabelle 13: Färbescores für immunhistochemische HD5-Expression. Angegeben ist der relative 

Anteil in Bezug auf die Gesamtzahl der Patienten der entsprechenden Gruppe.  

 

 

 
 
Abb.  2: Immunhistochemische Färbung eines Paraffinschnitts eines Patienten mit kolerektalem 
Karzinom. Die HD-5-Expression kann anhand der APAAP-Färbung nachgewiesen werden und 
stellt sich rötlich dar. Eine Gegenfärbung erfolgte mit Hämalaun. Die Vergrößerung der Abbildung 
beträgt 1:400. 
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Die immunhistochemischen Färbungen ergaben in der Expression der humanen 

Defensine HBD-1, -2 und HD-5 somit keine signifikanten Unterschiede. HBD-2 

war nur in wenigen Fällen vorhanden, HBD-1 und HD-5 konnten in geringer Menge 

in allen 3 Gruppen nachgewiesen werden. 

 

 

3.1.2  Expression von Defensin-mRNA mittels qualitativer RT-PCR 

Es wurde jeweils gesunde Schleimhaut (SH) und bei Patienten mit Polyp bzw. 

Karzinom Material sowohl aus dem Tumor (TU) als auch aus angrenzender 

makroskopisch unauffälliger Schleimhaut (SH) gewonnen. 

Aus den Biopsien wurde die RNA extrahiert. Im Anschluss wurden aus diesen 

Proben jeweils HBD-1 und -2, HD-5 und -6 bestimmt.  

In der RT-PCR zeigte sich für keines der untersuchten vier Defensine HBD-1, und -

2 sowie HD-5 und-6 eine qualitativ nachweisbare regelhafte Veränderung im 

Expressionsmuster. Dies galt sowohl für adenomatös als auch für  karzinomatös 

verändertes Gewebe gegenüber dem Normalgewebe. Auch in den 

tumorbenachbarten Kolonschleimhäuten war weder zu dem neoplastischen Gewebe 

noch zum Normalkollektiv mit dieser Methode ein qualitativer Unterschied 

festzustellen. 

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der RT-PCR ist in Tabelle 14 zu sehen.  
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 Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

Gewebe SH TU SH TU SH 

HBD-1 15% 23% 41% 52% 48% 

HBD-2 9% 29% 9% 21% 7% 

HD-5 77% 76% 77% 79% 69% 

HD-6 25% 57%    

 
Tabelle 14: Häufigkeit des Nachweises der Defensine mittels RT-PCR in Prozent. (SH = 

makroskopisch normales Schleimhautgewebe, TU = makroskopisch tumorös veränderte 

Schleimhaut) 

 

 

3.1.3  Expression von Defensin-mRNA mittels quantitativer Real-Time RT-

PCR Analyse 

In Analogie zu den Ergebnissen der Immunhistochemie und der qualatitativen RT-

PCR konnten in den einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede in der  

quantitativen Expression per Real-Time TR-PCR der Defensine gemessen werden. 

Wie Grafik 1 zeigt, konnte HBD-1 mRNA passend zur immunhistochemischen 

Färbung in allen 3 Gruppen nachgewiesen werden. Es konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen neoplastischem und makroskopisch unauffälligem Gewebe 

gefunden werden. Die angegebenen Werte sind ohne Einheit dargestellt, da sie sich 

auf einen mitgeführten Standard beziehen, der gleich 1 gesetzt wurde. 
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Grafik 1: HBD-1 Expression in der RT-PCR in kolorektalen Biopsie. Es handelt sich um einen 

relativen Vergleich. Die Skala wurde logarithmisch gewählt. 

 

 

HBD-2 mRNA konnte auch mit dieser Methode nur in einzelnen Fällen 

nachgewiesen werden.  

Das humane β-Defensin HBD-2 konnte zwar in Karzinomen vermehrt 

nachgewiesen werden, aufgrund der ausgeprägten Streuung der Werte ist das 

Ergebnis allerdings nicht signifikant. Der Mittelwert lag bei 1,9 mit einer 

Standardabweichung von 1,8. 
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Grafik 2: HBD-2 Expression in der RT-PCR in kolorektalen Biopsien. Es handelt sich um einen 

relativen Vergleich. Die Skala wurde logarithmisch gewählt.  
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Die HD-5 Expression war in den Tumoren jeweils höher, als in den makroskopisch 

unauffälligen Schleimhautproben zu messen. Da die Werte aber stark schwankend 

waren, sind die Unterschiede auch hier nicht signifikant. 

 

 
 

Grafik 3: HD-5 Expression in der RT-PCR in kolorektalen Biopsien. Es handelt sich um einen 

relativen Vergleich. Die Skala wurde logarithmisch gewählt. 
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Aus organisatorischen Gründen konnte HD-6 leider lediglich in Karzinomen und in 

der Tumorbenachbarten gesunden Schleimhaut gemessen werden. Auch hier war 

die Abweichung zu hoch, um  signifikante Unterschiede messen können. 

 

 

 
Grafik 4: HD-6 Expression in der RT-PCR in kolorektalen Karzinom- Biopsien. Es handelt sich 

um einen relativen Vergleich. Die Skala wurde logarithmisch gewählt.  

 

 

3.3 Calprotektin 

Der Entzündungsmarker Calprotektin wurde sowohl im Serum als auch in den 

Biopsien erkrankter Patienten und gesunder Kontrollen quantitativ per ELISA 

gemessen. Zusätzlich wurde in der Tumor- und Adenomgruppen eine 

Immunhistochemie mit semiquantitativer Auszählung der positiven Zellen pro 

Zählfeld durchgeführt. 
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3.3.1 Bestimmung der Calprotektin-Proteinkonzentration in Serum und 

Gewebe mittels ELISA 

Im Serum zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen 

Kollektiven. So lag der Wert für Karzinompatienten bei 2,3 mg/l ± 0,5 (SEM), für 

Patienten mit Polypen bei 2,8 mg/l ± 0,4 (SEM) und bei den Kontrollprobanden bei 

3,6 mg/l ± 0,6 (SEM). Die Werte sind der Tabelle 15 zu entnehmen und Grafik 5 

aufgetragen.  

 

Calprotektin im 

Serum 
Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

mg/l 2,3 ± 0,5 2,8 ± 0,4 3,6 ± 0,6 
 

Tabelle 15: Calprotektin im Serum in mg/l. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM. 
 

 
 

Grafik 5: Auf der Ordinate aufgetragen ist das Calprotektin im Serum in mg/l. Dargestellt sind 

Mittelwerte ± SEM, die Werte entsprechen denen aus der oben stehenden Tabelle 15.  
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Zusätzlich wurde der Calprotektingehalt bezogen auf das Gesamtprotein in den 

Biopsien gemessen. Wie Grafik 6 veranschaulicht, zeigten hier sich deutliche 

Unterschiede in und innerhalb der einzelnen Gruppen. In den neoplastisch 

veränderten Gewebeproben war im Vergleich zu dem makroskopisch unauffälligen 

Gewebe mehr Calprotektin nachzuweisen. Bei der Karzinomgruppe war dies mit    

p = 0,0027, in der Polypengruppe mit p = 0,025 signifikant. Auch die einzelnen 

Gruppen wiesen untereinander Unterschiede auf. Im Vergleich zu den 

Kontrollbiopsien war in den Karzinomen eine vermehrte Calprotektinexpression 

nachzuweisen, der Unterschied war mit p < 0,0001 sehr hoch signifikant. Auch im 

Vergleich zu der Adenomgruppe waren die Werte in der neoplastischer Schleimhaut 

der Karzinome  signifikant höher. Zur Adenomschleimhaut selber war es mit p= 

0,029 signifikant, im Vergleich zur Tumorbenachbarten Schleimhaut mit p < 0,0001 

hoch signifikant. Im Vergleich zu den Adenomen waren in den Kontrollen 

signifikant niedrigere Werte zu messen (p = 0,04). 

Zwischen den einzelnen gesunden Schleimhautproben der 3 Gruppen gab es keine 

signifikanten Unterschiede. 

 

 

 Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe

Gewebe SH TU SH TU SH 

Calprotektin in 

ng/ml 

Gesamtprotein 

2,1 ± 0,5 39,3 ± 26 4,7 ± 2,8 10,4 ± 5,1 1,8 ± 0,6 

 

Tabelle 16: Calprotektin in kolorektalen Biopsien ng/ml Gesamtprotein.(Mittelwert mit SEM) 
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Grafik 6: Calprotektin-Konzentration im Gewebe bezogen auf den Gesamtproteingehalt in mg/l, 

die Ordinate hat daher keine Einheit.  

 

 

3.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Calprotektin im Gewebe und die 

Assoziation zur Granulozyteninfiltration 

Wie im Material- und Methodenteil bereits erwähnt, ergab sich bei dieser Analyse 

das Problem, dass für eine ausreichende semiquantitative Auswertung die 

Biopsiepräparate nicht ausreichend waren. Aufgrund der besseren Beurteilbarkeit 

und Morphologie eines gesamten Präparates und der Notwendigkeit einen größeren 

Bezirk mit mehreren (10) Zählquadraten auswerten zu können wurden daher nur die 

histopathologischen Präparate der Patienten nach Polypektomie und Kolektomie 

genutzt. Aus diesem Grunde konnte nur die normale und neoplastische Schleimhaut 

der Patienten mit Kolonkarzinom als auch die neoplastische Schleimhaut der 

Patienten mit Adenom ausgewertet werden. Dabei zeigte sich ein deutlich 

häufigerer und signifikant höherer Anteil positiver Zellen sowohl im Tumor als 

p < 0,0001 

p = 0,029 

p = 0,0027 

p= 0,025 

p< 0,0001 

p= 0,04 
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auch im Polypengewebe (siehe Tabelle 17). Zusätzlich zeigte sich eine 

hochsignifikante Korrelation zur Granulozyteninfiltration. Diese war in allen 

Gruppen nachweisbar (r = 0,89, p = 0,0001, Spearman Korrelation). 

Im Normalgewebe waren die positiven Zellen für Calprotektin einzeln im Stroma 

im Bereich der Submukosa eingestreut, dabei war hier nur ein Teil der 

Granulozyten positiv (siehe Abbildung 3 - 6). 
 

 

 Adenomgruppe Karzinomgruppe P-Wert 

Gewebe TU SH TU  

Calprotektin 

(positive Zellen/Zählfeld) 
67 ± 202 18.8 ± 4.3 85 ± 211 

0.00071 

0.0032 

 

Tabelle 17: Semiquantitative Auswertung der Immunhistochemie für Calprotektin und 

Granulozyten (positive Zellen pro Zählfeld, Wert als Mittelwert ± Standardabweichung), 1 Mann-

Whitney Test für neoplastische versus normale Schleimhaut in der Karzinomgruppe, 2 Mann-

Whitney Test für Adenom versus normale Schleimhaut der Karzinomgruppe. 
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Abb. 3: Immunhistochemie eines kolorektalen Karzinoms. Dargestellt ist die erhöhte 

Calprotektinexpression mittels APAAP-Färbung (rötlich), Vergrößerung 1:100.  

 

 

 
 

Abb. 4: Immunhistochemie kolorektaler Normalschleimhaut. Vergrößerung 1:400.  
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Abb.5: Granulozyten (Esterasefärbung)  in kolorektalem Gewebe, Vergrößerung 1:1000. 

 

 

 
Abb.6: Granulozyten (Esterasefärbung) in kolorektalem neoplastischem Gewebe, Vergrößerung 

1:400. 
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Die Abbildungen 3-6 zeigen exemplarisch Calprotektin und Granulozyten in 

malignem und gesundem kolorektalem Gewebe. 

Immunhistochemisch zeigte sich eine Calprotektin-Reaktivität hauptsächlich in 

Granulozyten und Makrophagen und nur vereinzelt in epithelialen Zellen. 

 

 

3.3 Entzündungsmarker 
 

3.3.1 Limulus Amöbozyten Lysat Test (LAL- Test) 

Da sich die vorliegende Arbeit mit möglichen Zusammenhängen zwischen 

entzündlichem Geschehen und Karzinogenese des KRK befasst, sollten Patienten 

mit einer schweren Allgemeinentzündung ausgeschlossen werden. Wir führten 

daher bei allen Probanden den Limulus Amöbozyten Lysat-Test durch. Als Positiv- 

Kontrolle wurden Seren von Sepsispatienten getestet. Keines der Seren der 

Probanden wies ein positives Ergebnis auf. Damit konnte ein Ausschluss einer 

allgemeinen schweren Entzündung bei allen Probanden erfolgen (Daten nicht 

aufgeführt). 

 

3.3.2 Procalcitonin (PCT) 

Als weiteren allgemeinen Entzündungswert bestimmten wir Procalcitonin. 

Wir konnten tendenziell bei Patienten mit einem kolorektalen Karzinom 

Procalcitonin in leicht höherer Konzentration nachweisen. Dies wurde allerdings im 

Wesentlichen durch bei 2 Patienten stark erhöhte Werte bedingt. 

Procalcitonin war im Vergleich zu den Kontrollen signifikant in der 

Karzinomgruppe mit p = 0,028 erhöht zu messen. 

Im Mittel lag der Wert bei den Karzinompatienten bei 0,27 ± 0,06 ng/ml (SEM), in 

der Polypengruppe bei 0,17 ± 0,02 ng/ml (SEM) und bei den gesunden Kontrollen 

bei 0,18 ± 0,05 ng/ml (SEM) (Referenzwert 0,05 ng/ml). Grafik 7 veranschaulicht 

diese Ergebnisse.  
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Grafik 7: Procalcitonin im Serum in ng/ml 

 

 

3.3.3 C-reaktives Protein (CRP) 

Auch für CRP zeigte die Karzinomgruppe signifikant höhere Werte. Bei 

Karzinompatienten war ein mittlerer Wert von 53,6 ± 16 mg/l, bei Patienten mit 

Polypen von 16,6 ± 5,11 mg/l und bei den Kontrollpatienten von 18,5 ± 5,4 mg/l zu 

messen (Referenzwert: < 5 mg/l). 

Im Vergleich der Karzinompatienten zu Patienten mit Polypen ergab sich eine 

Signifikanz von p = 0,015, im Vergleich zu den Kontrollen von p = 0,023. Keine 

Signifikanz war zwischen der Polypen- und der Kontrollgruppe auszumachen. In 

Grafik 8 sind die Ergebnisse mit den Signifikanzen dargestellt. 

p=0,028 
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Grafik.8: CRP im Serum in mg/l 

 

 

3.4 Weitere im Serum zu messende Parameter (TNF- α und Albumin) 

 

3.4.1 Tumornekrosefaktor-α (TNF- α) 

Auch TNF-α war in allen 3 Gruppen in annähernd gleicher Konzentration zu 

messen. (Referenzwert 1,2 - 15,3 pg/ml). Tabelle 18 und Grafik 9 zeigen die von 

uns erhobenen Werte. 

 

 

TNF-α im Serum Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

pg/ml 3,8 ± 0,6 4,3 ± 1 3,1 ± 0,5 
 

Tabelle 18: TNF- α im Serum in pg/ml (Mittelwert mit SEM) 

 

p= 0,015 

p= 0,023 
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Grafik 9: TNF-α im Serum in pg/ml 

 

 

3.4.2 Albumin 

Albumin war in allen 3 Gruppen normwertig (Karzinomgruppe: 37,3 g/l ± 1,3; 

Polypengruppe: 36,4 g/l ± 1; Kontrollgruppe: 39,1 g/l ± 0,6 (Referenzwert: 33 - 55 

g/l). Die Ergebnisse sind in Grafik 10 und Tabelle 19 aufgeführt. 

 

 

Albumin im Serum Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

g/l 37,3 ± 1,3 36,4 ± 1 39,1 ± 0,6 

 

Tabelle 19: Albumin im Serum in g/l. (Mittelwert mit SD) 
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Grafik 10: Albumin im Serum in g/l 

 

 

Für Albumin und TNF-α konnten keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen 

Gruppen gefunden werden. 

 

 

3.5 Tumormarker 

 

3.5.1 Carcinoembryonales Antigen (CEA) 

Als anerkannter Tumormarker wurde CEA im Serum ermittelt. Bei den 

Karzinompatienten war ein signifikant höherer Wert zu messen, der bei 221,7 ± 

169,8 ng/ml lag. Im Vergleich zu Patienten mit Adenomen war eine Signifikanz von 

p = 0,0007 zu erheben. In der Adenomgruppe lag der mittlere Wert bei 2,5 ± 0,4 

ng/ml. Bei den gesunden Kontrollen lag der CEA- Wert noch niedriger bei 1,8 ± 0,2 

ng/ml. (Referenzwert: < 4,6 ng/ml) Die Werte waren hochsignifikant niedriger als 

bei den Karzinompatienten (p = 0,0001). Ein Assoziation von erhöhtem CEA zu 
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mukosaler oder systemischer Entzündung besteht nach unseren Daten nicht und 

kann den unterschiedlichen interindividuellen prädiktiven Wert von CEA nicht 

erklären. 

 

 

Carcinoembryonales 

Antigen Serum 
Karzinomgruppe Adenomgruppe Kontrollgruppe 

ng/ml 221,7 ± 169,8 2,5 ± 0,4 1,8 ± 0,2 
 

Tabelle 20: Carcinoembryonales Antigen (CEA) im Serum in g/l.(Mittelwert mit SEM) 

 

 

  
 

Grafik 13: CEA im Serum in ng/ml 

      p = 0,0007 

p = 0,0001 
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4 Diskussion 
 

Bereits im Jahr 1863 ist von Virchow eine Assoziation zwischen Karzinogenese und 

entzündlichen Vorgängen postuliert worden (Balkwill 2001). Heute ist für 

zahlreiche Karzinomleiden ein Zusammenhang mit entzündlichen Vorgängen 

gesichert. Neben dem Magenkarzinom sind an dieser Stelle auch das Dickdarm-, 

Leberzell- und Harnblasenkarzinom zu nennen (Welton 1979). Teils konnte dabei 

auch ein eindeutiger Zusammenhang zu Infektionen mit Bakterien und Viren 

hergestellt werden. Im Falle des Magenkarzinoms ist hier Helicobacter pylori zu 

nennen. Die erste Beschreibung des wichtigen Zusammenhangs zwischen 

Karzinogenese und onkogenen Viren ist durch Gallo et al. erfolgt, viele weitere 

Beschreibungen folgten (Blayney 1983;  Morris 1995). Für das Zervixkarzinom 

werden beispielsweise die Papillomaviren (HPV 16 und 18) heutzutage als einer der 

wesentlichsten Risikofaktoren mit verantwortlich gemacht.  

Für das kolorektale Karzinom postulierte Swidsinski et al. 1998 erstmals einen 

möglichen Zusammenhang zwischen bakterieller Infektion und Karzinogenese. In 

dieser Studie konnten die Wissenschaftler E. coli vermehrt intrazellulär in der 

Schleimhaut von Patienten mit einem kolorektalen Karzinom nachweisen 

(Swidsinski 1998). In 30 von 31 asymptomatischen und in 24 von 34 

symptomatischen Kontrollen konnten sie keine intrazelluläre Bakterienbesiedelung 

feststellen. Hingegen wurde bei 55 von 60 Patienten mit einem kolorektalen 

Karzinom bzw. Adenomen eine hohe E. coli Konzentrationen gemessen. Der 

Unterschied dieser beiden Gruppen war signifikant. Makroskopisch unauffälliges 

Gewebe war bei 52% der Adenom- und bei 84% der Karzinompatienten ebenfalls 

besiedelt. Ob die gefundene Assoziation kausal hinsichtlich war oder dies lediglich 

Ausdruck einer gestörten mukosalen Barriere ist, bleibt letztlich unklar. 

Unterschiedlich sind die Pathomechanismen, über die Bakterien und Viren 

karzinogen wirken. Während beispielsweise für einige Viren die Mechanismen 

schon sehr genau erforscht sind (so wirken beispielsweise die humanen 

Papillomaviren 16 und 18 assoziierten Proteine E6 und E7 über die Komplexierung 
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von zellulären Tumorsuppressorgenen), so sind die Mechanismen für Krankheiten, 

die mit chronisch bakterieller Entzündung assoziiert sind (chronische Cholzystitis, 

Magenkarzinom), größtenteils noch unverstanden. So scheint es hier zum 

wesentlichen Teil eher die Entzündungsantwort des Körpers auf eine bakterielle 

Infektion zu sein, die die Karzinogenese fördert. Dies scheint auch für die chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen, eines der meist beforschten Gebiete in diesem 

Kontext, zuzutreffen. 

Entzündungszellen haben großen Einfluss auf die Tumorentstehung. Es gibt 

Evidenz dafür, dass Entzündungszellen während der Frühphase des neoplastischen 

Prozesses als starker Promotor wirken. Sie schaffen ein attraktives Milieu für das 

Tumorwachstum, indem sie beispielsweise die genomische Instabilität sowie 

Lymphangiogenese und die Angiogenese fördern. Die Entzündungszellen, 

Chemokine und Zytokine beeinflussen das gesamte Tumororgan, regulieren das 

Wachstum, die Migration und Differenzierung aller Zelltypen, einschließlich 

neoplastischer, fibroblastischer und epithelialer Zellen. In der späteren 

Tumorgenese unterhalten Tumorzellen inflammatorische Mechanismen wie 

Selektin-Liganden-Interaktionen, Matrix-Metallo-Proteinase-Produktion und 

chemotaktische Funktionen. Dies spielt eine Rolle bei der Tumorausdehnung und 

Metastasierung. Bei Tumorpatienten ist zudem eine gestörte Entzündungsreaktion 

beschrieben. Zum einen scheint die Regulierung der anti-entzündlichen Zytokine 

unzureichend, zum anderen kommt es zur Desensibilisierung von Rezeptoren durch 

hohe Chemokin- und Zytokinkonzentrationen (Coussens 2002). 

Ein weiteres charakteristisches Merkmal malignen Wachstums, die ungehemmte 

Zellproliferation, wird ebenfalls durch Entzündung beeinflusst. Man weiß heute, 

dass erhöhte Zellproliferation in einem Milieu, das reich an Entzündungszellen, 

Wachstumsfaktoren, aktiviertem Stroma und potentiell DNA-zerstörendem Agens 

ist, das Risiko zur malignen Entartung fördern kann. Dvorak verglich das Verhalten 

von tumorösem Gewebe mit einer nicht heilenden Wunde: Nach Gewebszerstörung 

kommt es im Rahmen der Wundheilung zur Zellproliferation, ist das Agens 

beseitigt bzw. die Wundheilung abgeschlossen, kommt es normalerweise zum 
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Stillstand der Entzündungsreaktion und Zellproliferation. Kommen aber DNA- 

zerstörende oder mutagene Prozesse hinzu, kommt es in Gegenwart von 

Entzündungszellen und Wachstumsfaktoren zur anhaltender Proliferation (Dvorak 

1998). 

Über 15% aller malignen Erkrankungen werden nach heutigem Wissen mit 

entzündlichen Vorgängen in Zusammenhang gebracht (Kuper 2000). Die Tatsache, 

dass die Einnahme von anti-inflammatorischen Medikamenten wie Aspirin zu einer 

Senkung des Krebsrisikos führen, spricht ebenfalls für einen engen Zusammenhang 

(Baron 2003). Dies ist besonders eindrucksvoll insbesondere für die 

Kolorektalkarzinome gezeigt worden. Unter Berücksichtigung der bereits in der 

Einleitung aufgeführten Erkenntnissen sowie der überragenden epidemiologischen 

Evidenz des deutlich erhöhten Krebsrisikos in Patienten mit chronisch entzündliche 

Darmerkrankungen ist dies hinweisend darauf, dass möglicherweise gerade im 

Kolon die chronische Entzündung einen Risikofaktor für Entwicklung eines 

sporadischen KRK darstellen kann. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige möglichen Bindeglieder und Marker eines 

Zusammenhangs zwischen entzündlichem Geschehen und der Karzinogenese des 

kolorektalen Karzinoms untersucht. In den nachfolgenden Abschnitten sollen die in 

der Fragestellung aufgeworfenen Punkte der in dieser Arbeit untersuchten Proteine 

und Marker im Kontext der aktuellen Literatur diskutiert werden. 

 

4.1 Defensine 

Die Oberflächen der Schleimhaut besitzen ein angeborenes unspezifisches 

Abwehrsystem. Dieses besteht aus einer Vielzahl von antimikrobiellen Peptiden 

und stellt im Ergänzung der epithelialen Schrankenfunktion zusätzlich einen 

wichtigen Teil der unspezifischen Abwehr dar. Antimikrobielle Peptide, zu denen 

die Defensine zählen, werden in Körperflüssigkeiten wie die Lymphe abgegeben, 

kommen in phagozytosefähigen Zellen vor und werden auf Schleimhautoberflächen 

freigesetzt (Hecht 1999). 
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Defensine werden in zahlreichen Organen und Organsystemen wie Lunge, Haut, 

Augenepithel, Urogenitaltrakt und Gastrointestinaltrakt nachgewiesen (Fellermann 

2001). Es handelt sich um kationische, argininreiche Moleküle mit einem im Mittel 

recht niedrigen Molekulargewichtes von 3-5 kDa, die aus 28-44 Aminosäuren 

bestehen und eine typische Tertiärstruktur mit drei antiparallelen β-Faltblättern 

besitzen, die durch Schleifen und eine β-Haarnadel verbunden sind. Es sind bis 

heute die α-Defensine Humanes Neutrophiles Peptid (HNP) 1-4 und Humanes 

Defensin (HD) 5-6 beschrieben. An β-Defensine sind Humanes Beta Defensin 

(HBD) 1-4 (Fellermann 2001; Garcia 2001; Harder 2000; Lehrer 1999) beschrieben. 

Auf menschlichen Schleimhäuten konnten bisher HD-5-6 und HBD-1-3 

nachgewiesen werden (Frye 2000; Harder 2001). HNP-1-4 kommen bevorzugt in 

menschlichen Granulozyten vor, wo sie 10% der gebildeten Proteine ausmachen 

(Ganz 1999). In tierischen Zellen ist zuvor bereits ein Anteil von über 5% 

Defensinen am Gesamtprotein nachgewiesen worden (Lehrer 1991).  

Aufgrund ihrer polaren Molekülstruktur können Defensine in 

Phospholipidmembranen eindringen und entweder allein oder nach Bildung eines 

Komplexes Poren bilden (Lehrer 1989). Es wird postuliert, dass der geringere 

Anteil anionischer Phospholipide in Membranen von Eukaryonten diese vor einer 

Schädigung durch Defensine schützt (Ganz 1999).  

HBD-1, das in geringer Menge konstitutiv exprimiert wird (Zhao 1996), wirkt 

bakterizid gegen Gram-negative Bakterien (Hecht 1999). Die Bildung von HBD-2 

ist dagegen induzierbar und kommt nicht regelhaft vor (Diamond 1996, Tarver 

1998). Es wird durch Bakterien, Hefen sowie proinflammatorische Zytokine wie 

TNF-α oder IL-1β induziert. Es wirkt bakterizid gegen Gram-negative Bakterien 

und Candida albicans und bakteriostatisch gegen Gram-positive Bakterien 

(Schröder 1999). HBD-3 ist ebenfalls induzierbar und wirkt bakterizid gegen Gram-

positive und Gram-negative Bakterien. Auch HBD-3 ist gegen Candida albicans 

wirksam (Harder 2001; Schibli 2002). Eine starke antimikrobielle Aktivität gegen 

Staphylococcus carnosus und Pseudomonas aeruginosa ist für HBD-4 

nachgewiesen. In vitro ist es durch Gram- positive und -negative Bakterien und 
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besonders durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), einen Proteinkinase-C-

Stimulator, induzierbar, nicht aber durch IL-1α, IL-6, Interferon γ und TNF-α 

(Garcia, 2001). 

Die humanen epithelialen α-Defensine HD-5 und -6 besitzen ein breites bakterizides 

und fungizides Wirkspektrum (Bevins 1999). Für das rekombinante HD-5 konnte 

eine Wirkung gegen Listeria monocytogenes, Escherischia coli, Salmonella 

typhimurium und Candida albicans nachgewiesen werden (Martin-Porter 1997). 

Antimikrobielle Peptide sind ein zentrale Bestandteil der unspezifischen Abwehr 

des Menschen. Dies gilt insbesondere für chronisch entzündliche 

Darmerkrankungen und hier vor allem für die Colitis ulcerosa. Ein zytotoxischer 

Effekt von Defensinen konnte bereits nachgewiesen werden (Lehrer 1993).  

In der vorliegenden Arbeit ergaben die Expressionsanalysen der humanen 

Defensine HBD-1, -2 und HD-5 keine signifikanten Unterschiede. HBD-2 war als 

induzierbares Defensin nur in wenigen Fällen vorhanden, eine eindeutig regelhafte 

Über- oder fehlende Expression konnte weder auf mRNA noch auf Proteinebene in 

den malignen Geweben oder in den benachbarten Schleimhäuten gefunden werden. 

HBD-1 und HD-5 konnten in geringer Menge in allen 3 Gruppen nachgewiesen 

werden. Die immunhistochemischen Färbungen ergaben ebenfalls kein eindeutig 

unterschiedliches Bild. Alle Defensine waren in den beschreiben Regionen ohne 

regelhafte Überexpression nachweisbar. In der aktuellen Literatur gibt es über die 

Expressionsanalysen an Kolorektaltumoren keine vergleichbaren Daten. Nur für den 

oberen Gastrointestinaltrakt sind einige Daten vorhanden. Dabei decken sich die bei 

uns gefunden Ergebnisse einer nicht veränderten Expression mit der Literatur. In 

einer Arbeit von 2003 konnten erhöhte HBD-2-Expression in oralen 

Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen werden (Yoshimoto 2003). Ansonsten ist 

im Kolon für HBD-1 eine geringe, aber bei allen Patienten vorhandene Expression 

vorbeschrieben. Ob die bei uns beobachtete etwas erniedrigte HBD-1 mRNA 

Expression eine funktionelle Bedeutung hat, ist eher fraglich, da wir zumindest mit 

der Immunhistochemie kein grob verändertes Expressionsmuster auf Proteinebene 

feststellen konnten.  



71 71

HBD-2 ist wie in der Literatur beschrieben nur selten nachweisbar. Diese 

Ergebnisse weisen, wie oben beschrieben, auf eine konstitutive Bildung von HBD-1 

hin, während HBD-2 im Rahmen einer Entzündung induziert wird. Die 

inkonsistente HBD-2-Expression in unserer Studie ist  vermutlich ohne Bedeutung. 

Bei den α-Defensinen HD-5 und -6 wird in der Literatur ein uneinheitliches 

Expressionsmuster beschrieben. In unseren Färbungen konnten in den einzelnen 

Gruppen  für HD-5 ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Gruppen Adenom 

vs. KRK festgestellt werden. 

Zusammenfassend legen unser Ergebnisse nahe, dass weder in den 

tumorbenachbarten Schleimhäuten, noch in prämaligner und maligner 

Kolonschleimhaut eine veränderte Expression der untersuchten Defensine 

nachweisbar ist. Bei CED-Patienten ist ein verändertes Defensinmuster 

nachzuweisen. Damit besteht die Möglichkeit, dass vermehrt Bakterien die 

Schleimhaut penetrieren können. Somit ist diese veränderte Defensinexpression 

potentiell kausal am Krankheitsprozeß der chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen beteiligt. Dass eine veränderte Penetration mit Bakterien auch 

bei Patienten mit Kolrektalkarzinomen möglich ist, konnte durch Swidsinki et al. 

gezeigt werden. Unsere Ergebnisse legen allerdings eine kausale Beteiligung der 

Defensin an diesem Prozess nicht nahe. 

 

 

4.2 Calprotektin 

Ein neuerer Entzündungsmarker bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen ist 

das Calprotektin. In der Gastroenterologie hat sich die Messung fäkalen 

Calprotektins, ein mit Entzündungen assoziierter Heterodimer-Komplex aus Zink-

bindenden und zwei Kalzium-bindenden Proteinen (S100A8/S100A9) mit 

antimikrobiellen Eigenschaften, insbesondere bei Patienten mit chronisch 

entzündlicher Darmerkrankung etabliert (Poullis 2003). Es handelt sich 

hauptsächlich um ein myelomonozytäres Protein, das annähernd 5% des 

Gesamtproteingehalts in neutrophilen Granulozyten ausmacht und von 
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Neutrophilen, Monozyten und Keratinozyten gebildet wird (Fagerhol 1980). Die 

antimikrobiellen Fähigkeiten dieses Proteins scheinen auf die zinkbindenden 

Eigenschaften zurückzuführen sein (Hahn 1995).  

Zahlreiche entzündliche Vorgänge können zu erhöhten Werten führen (Yui 2003). 

Mäßig erhöhte Werte > 50 mg/l können bei gastrointestinalen Infekten und stark 

erhöhte Werte bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa im Stuhl gemessen werden, 

wohingegen Werte < 50 mg/l bei Gesunden und bei Patienten mit funktionellen 

Darmstörungen vorkommen. Die Konzentrationsunterschiede im Stuhl dienen somit 

der Differenzierung zwischen funktionellen und entzündlichen Darmerkrankungen. 

Da Calprotektin während der Darmpassage nicht abgebaut wird und es in Stuhl sehr 

stabil ist, können auch Entzündungen im oberen Darmtrakt nachgewiesen werden. 

Die Bedeutung des fäkalen Calprotektins in der Gastroenterologie ist vor allem im 

Rahmen chronisch entzündlicher Darmerkrankungen erforscht. Die Calprotektin-

Messung wird seit Kurzem in einzelnen Zentren in Großbritannien und Norwegen 

routinemäßig durchgeführt (Poullis 2003). Erhöhte Stuhlwerte können aber auch bei 

Karzinomleiden gefunden werden. So ist in vielen Studien Calprotektin in der 

Mehrzahl der Fälle im Stuhl von Patienten mit kolorektalem Karzinom deutlich 

erhöht nachweisbar gewesen (Yui 2003). 

Ein direkter Vergleich von okkultem Blut im Stuhl und Messungen von fäkalem 

Calprotektin zur Erkennung von KRK und Adenomen zeigte zwar eine höhere 

Sensitivität (79% vs. 43%), aber eine geringere Spezifität (72% vs. 92%) für 

Calprotektin (Tibble 2001). Seine Tauglichkeit als Screeningparameter ist noch 

fraglich, da die meisten Studien mit Patienten mit bereits vordiagnostizierten 

tumorösen Veränderungen oder bekanntem Risiko durchgeführt wurden (Poullis 

2003). Neuere Studien legt allerdings nahe, dass Calprotektin nur einen begrenzten 

Wert in der Krebserkennung hat (Hoff 2004; Limburg 2003). Nach ihrer Datenlage 

sind Sensitivität mit 37% und Spezifität mit 63%  weitaus geringer.   

Seine Rolle bei der Krebsfrüherkennung ist dementsprechend noch nicht 

hinreichend untersucht, ist aber Gegenstand der Forschung. Nicht nur das fäkale, 

sondern auch das Plasmacalprotektin weist auf entzündliche Vorgänge im Körper 
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und organische Erkrankungen hin. Erhöhte Werte sind nach John et al. auf einen 

vermehrten Zellumsatz der myelomonozytischen Zellen im Körper zurück zu führen 

(John 1997). Fagerhol et al. stellten 1985 eine Studie vor, nach der bei Patienten mit 

neudiagnostiziertem Lungenkarzinom ein erhöhter Calprotektingehalt im Plasma 

festgestellt werden konnte (Fagerhol 1985). Kristinsson et al. konnten dann 1998 

ein erhöhtes Calprotektin in der Mehrzahl der Fälle im Stuhl von Patienten mit 

kolorektalem Karzinom nachweisen (Kristinsson 1998). In ihrer Studie konnten sie 

zudem einen signifikant geringeren Plasmacalprotektingehalt bei KRK-Patienten im 

Stadium T1 und T2 als bei fortgeschritteneren Stadien zeigen. 

Neben Messung im Stuhl und Plasma kann Calprotektin auch in Gewebeproben 

nachgewiesen werden. So konnten wir unsererseits erhöhte Spiegel in Biopsien aus 

Tumorgewebe von Patienten mit malignen Tumoren und Adenomen nachweisen. 

Tumorbenachbartes Normalgewebe und Biopsien von gesunden Probanden 

erbrachten signifikant niedrigere Werte. Immunhistochemisch zeigte sich bei 

unserer Arbeit eine Calprotektin-Reaktivität hauptsächlich in tumorinfiltrierenden 

Granulozyten und Makrophagen. Auffällig war dabei, dass nur ein Teil der 

Patienten deutlich erhöhte Werte zeigte.  

In letzter Zeit sind weitere biologische Eigenschaften von Calprotektin aufgezeigt 

worden, die über das hinausgehen was bisher vermutet wurde, dass Calprotektin ein 

rein antientzündliches Protein ist. So konnte in einem Modell der 

Hautkarzinogenese gezeigt worden, dass Calprotektin hier teils überexprimiert wird 

und selber in einer c-FOS abhängigen Signaltransduktionskaskade durch 

Glukokortikoide runterreguliert wird. Dies ist hinweisend darauf, dass es 

offensichtlich tumospezifische, noch unerkannte Eigenschaften von Calprotektin 

gibt (Gebhardt 2002). 

In einer hochaktuellen Arbeit konnten dabei die tumorassoziierten Mechanismen 

weiter erarbeitet werden. So scheint Calprotektin, zumindest in diesem Modell der 

Hautkarzinogenese, tatsächlich auch recht spezifisch an der Inhibition der 

virusassoziierten Karzinogenese beteiligt zu sein. In diesem Modell mit 

Keratinozyten, die mit den bereits erwähnten Karzinogen induzierenden humanen 
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Papillomaviren 16 und 18 immortalisiert wurden, führte ein Behandlung mit 

externem Calprotektin zu einer Hypophosporisierung des onkogenen Protein E7, 

was zu einem Verlust der überschießenden Zellteilung und komplettem 

Zellzyklusarrest führte (Tugizov 2005). So besitzt Calprotektin offensichtlich 

tumorunterdrückende Eigenschaften. In einer weiteren Arbeit, hier an kolorektalen 

Zellinien konnten apoptotische Mechanismen eindrucksvoll belegt werden. So 

scheint die Apototose teils über die Generation von reaktiven oxidativen Spezies, 

teils über eine Bindung von Zink aus den Zielzellen vermittelt zu werden (Ghavami 

2004). 

In Kenntnis dieser zytotoxischen, zellzyklusarretierenden und apoptotischen 

Eigenschaften ist es nicht verwunderlich, dass in verschieden malignen Tumoren 

sowohl eine starke Über- als auch ein Verlust der Expression beschrieben ist. Dies 

gilt sowohl für Calprotektin als Heterodimer als aber auch insbesondere für die 

einzelnen Homodimieren S108A und S109A, eine Beobachtung die noch wenig gut 

verstanden ist (Wang 2004; Kong 2004; Ott 2003; Cross 2005; Shen 2004). 

In Zusammenhang mit diesem Daten und den bekannten zytotoxischen und 

antiapoptotischen Eigenschaften von Calprotektin ist die vermehrte Expression in 

Tumorpatienten eventuell auch in einem anderen Zusammenhang zu sehen. So 

könnte die Expression in Granulozyten eines Kolorektalkarzinoms als eine 

mögliche Abwehrstrategie des Körpers gegenüber malignem Wachstums angesehen 

werden. Dafür sprechen unsere Ergebnisse, dass nur in malignen Geweben erhöhte 

Calprotektinwerte und nicht in gesundem Kontrollgewebe zu messen waren. Dafür 

spricht außerdem, dass Calprotektin nur in aktivierten Granulozyten vorhanden war 

und dass die Färbung immer an der Invasionsfront sichtbar war. Warum dies nur bei 

einem Teil der Patienten nachweisbar ist, bleibt unklar. Unsere Ergebnisse könnten 

die zum Teil sich widersprechenden Ergebnisse der Literatur erklären und warum 

Calprotektin als genereller Tumormarker teils sehr widersprüchliche Ergebnisse 

zeigt. 

So gilt bis jetzt die Theorie, dass während der Leukozytenmigration das 

Calprotektin durch die Darmwand vermehrt ausgeschieden wird und somit erhöhte 
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Werte vor allem bei entzündlichen Geschehen gemessen werden können. Diese 

Theorie, dass erhöhte Werte auf eine erhöhte generellen 

Schleimhautdurchlässigkeit, einem „leaky gut“, zurück zuführen sind, scheint nach 

unseren Ergebnissen zumindest fraglich, da man in diesem Falle auch erhöhte 

Calprotektin-Werte in der tumorbenachbarten Schleimhaut erwarten würde. 

Vielmehr ist dieser Aspekt, dass Calprotektin einen tumorspezifischen 

Abwehrmechanismus darstellen könnte, hochinteressant und sollte Gegenstand 

weiterer Forschungen sein. 

 

4.3 Sonstige Marker 

Im nachfolgenden sollen die teils als entzündungsassoziierte, teils als 

tumorspezifische Komplex angesehen, von uns untersuchten systemischen Marker 

im Einzelnen diskutiert werden. 

 

4.3.1 Limulus Amöbozyten Lysat (LAL)-Test 

Beim LAL-Test handelt sich  um eine Gel-Clot Methode, deren Ziel die quantitative 

Bestimmung von Endotoxinen Gram-negativer Bakterien ist. Eine Infektion mit 

Gram-positiven Bakterien wird laut Herstellerangaben ebenfalls nachgewiesen. Der 

Test beruht auf der Tatsache, dass es schon in Anwesenheit winziger Mengen von 

Pyrogenen zu einer Gelbildung zwischen diesen und dem Limulus Amöbozyten 

Lysat kommt. Dabei katalysieren Endotoxine die Aktivierung eines Proenzyms im 

Limulus Amöbozyten Lysat. Das aktivierte Enzym hydrolysiert spezifische 

Bindungen in einem Gerinnungsprotein, welches im Limulus Amöbozyten Lysat 

vorkommt. 

Mit Hilfe des LAL-Tests können Bakteriämien nachgewiesen bzw. ausgeschlossen 

werden. Wir führten den Test durch, um eine relevante Bakteriämie auszuschließen. 

In der Literatur sind vermehrte Bakteriämien und Sepsis bei Tumorpatienten 

beschrieben. 

Nach unseren Daten konnten wir dies nicht reproduzieren. Die von uns erhobenen 

Daten legen vielmehr nahe, dass die erhöhten Entzündungswerte CRP und 
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Calprotektin nicht die Folge einer Bakteriämie sind. Es scheint unabhängig von 

einer systemischen bakteriellen Besiedlung zu Entzündungsreaktionen zu kommen. 

Auch dies ist ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung von Entzündungen und 

Entzündungsmarkern in der Karzinogenese. 

  

 

4.3.2 Procalcitonin (PCT) 

Procalcitonin (PCT) ist ein aus 116 Aminosäuren aufgebautes und mengenmäßig 

das wichtigste Vorläuferpeptid des Calcitonins. Es ist im Plasma bzw. Serum 

gesunder Probanden nicht oder nur in geringer Konzentration nachweisbar, da es 

unter physiologischen Bedingungen intrazellulär einer proteolytischen Spaltung zu 

Calcitonin unterliegt. Bakterielle Endotoxine, sowie Pilze und Parasiten können die 

Synthese und Freisetzung von PCT induzieren. Die Serumkonzentrationen 

korrelieren mit dem Schweregrad der Entzündung (Assicot 1993). 

Bei viralen, neoplastischen und Autoimmunerkrankungen konnte bis jetzt kein oder 

nur ein geringer Anstieg von PCT beobachten werden (Rau 1997). 

Bei unseren Messungen konnten wir tendenziell in Patienten mit einem Karzinom 

Procalcitonin in leicht höheren Konzentration nachweisen, dies wurde allerdings im 

wesentlichen durch zwei stark erhöhte Werte bei 2 Patienten bedingt. Damit ist es 

noch zu früh, Procalcitonin auch als eine möglichen Marker eines subklinischen 

Infekts bei Tumorpatienten anzusehen, möglicherweise ist seine Rolle ähnlich des 

C-reaktiven Proteins bei Malignomen. 

 

 

4.3.3  C-reaktives Protein (CRP) 

Ein weiteres tumorassoziiertes Entzündungsprotein ist das C-reaktive Protein 

(CRP). CRP gilt als klassischer Vertreter der Akut-Phase-Proteine. Es wurde 

erstmals 1930 als „Präzipitin“ für das C-Polysaccharid von Pneumokokken 

beschrieben. Es stellt einen der primitivsten Abwehrmechanismen des Menschen 
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dar. Seine biologischen Eigenschaften und Funktionen sind in ihren Einzelheiten 

meist noch unbekannt.  

Die Synthese, die vor allem durch Interleukin-6 stimuliert wird, erfolgt in der Leber 

(Heinrich 1990). Man geht davon aus, dass CRP an geschädigte Zellen bindet und 

als Opsonin dient, welches Phagozyten aktiviert (Kushner 1982). CRP zeigt jedoch 

eine selektive Bindungsfähigkeit, da es nur enzymatische oder oxidativ veränderte 

Membranmoleküle bindet, nicht jedoch an die intakte Zellmembran. Aggregiertes 

CRP im Komplex mit einem Liganden aktiviert den klassischen Komplementweg. 

Diese Eigenschaften des CRP spielen neben der Abwehr mikrobieller Infektionen 

insbesondere in der Reparatur von Gewebeschäden, in der Neutralisation von 

potentiellen Autoantigenen und vor allem in der Entstehung und Verstärkung einer 

Entzündungsreaktion eine Rolle. Dass dabei die Produktion von CRP neben der 

Leber auch lokal am Ort der Entzündung erfolgen kann, ist kürzlich in 

arterosklerotischen Plaques in arterio-venösen Bypassen, in Nieren nach akuter 

Transplantatabstoßung, aber interessanterweise auch bei malignen Nierentumoren 

nachgewiesen worden (Jabs 2003).  

Dass Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren oft erhöhte Plasma-CRP-Werte 

haben, ist bereits seit langem bekannt. Erlinger et al. veröffentlichten im letzten Jahr 

eine Studie, die zeigen konnte, dass bei Patienten mit einem Kolonkarzinom eine 

signifikante Erhöhung des Plasma-CRP im Vergleich zu einem gesunden Kollektiv 

bereits vor der Diagnosestellung des Karzinoms nachzuweisen ist (Erlinger 2004). 

In der vorliegenden Arbeit wurden im Blut von Patienten mit einem KRK 

signifikant höhere CRP-Werte als in den beiden anderen Gruppen gemessen. Ob es 

durch eine Entzündungsreaktion zu einer allgemeinen CRP-Erhöhung lediglich im 

Blut kommt, oder ob es durch eine lokale Entzündungsreaktion zu einer lokalen 

CRP-Produktion kommt ist Gegenstand unserer weiteren Forschungsarbeit. Eine 

lokale Synthese am Ort der Entzündung beim kolorektalen Karzinom ist bisher noch 

nicht untersucht worden. In Vorarbeiten für weitere Forschungsarbeiten konnten wir 

in 4 von 16 untersuchten neoplastischen Gewebsproben von Patienten mit 
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kolorektalen Karzinomen, aber in keiner der normalen Proben eine lokale CRP 

mRNA-Expression nachweisen. 

Unsere Ergebnisse sprechen möglicherweise für eine lokale CRP-Synthese und 

dafür, dass sowohl Lymphozyten als auch Enterozyten zur mRNA-Synthese von 

CRP befähigt sein könnten. Es spricht somit viel für eine lokale Produktion dieses 

Proteins. Eine Schlussfolgerung kann aus der jetzigen Datenlage sicherlich noch 

nicht erfolgen, ein weiterer Hinweis scheint aber auf den engen Zusammenhang 

zwischen Karzinogenese und Entzündung gegeben zu sein. 

 

4.3.4 Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) 

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) gehört zu der Familie der Zytokine. TNF-α 

wird von Immunzellen, Monozyten und Makrophagen gebildet und spielt eine 

wichtige Rolle bei Entzündungsprozessen. Er ist in der Lage NF-kappaB zu 

aktivieren und wirkt stimulierend auf die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in 

der Leber. Er  hat somit eine wichtige Aufgabe in der proinflammatorischen 

Kaskade inne (Nakazaki 1992). Des Weiteren ist er an einer Reihe von Vorgängen 

beteiligt, wie beispielsweise Apoptose und Regulation des Immunsystems (Younes 

2003). Auch sind für TNF-α antitumoröse Eigenschaften bekannt. Das 

Tumorwachstum kann beispielsweise beeinflusst werden, indem 

Oberflächenproteine verändert werden. Erhöhte Werte im Blut sind einiger 

Krebspatienten beschrieben. Auch bei metastasierenden Erkrankungen konnten 

erhöhte  TNF-α -Werte im Blut gemessen werden (Ardizzoia 1992).  

In unserer Arbeit konnten wir keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen feststellen. Hiernach scheint eine prädiktiver Wert von TNF-α - 

als auch ein Assoziation mit systemischer Entzündung für Patienten mit  

kolorektalem Adenom und Karzinom unwahrscheinlich.  
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4.3.6 Carcinoembryonales Antigen (CEA) 

Tumormarkern kommt bei der Verlaufbeobachtung bei malignen Erkrankungen 

eine besondere Bedeutung zu. So ist Carbohydrate-Antigen (CA-) 19-9-Wert im 

Rahmen vieler benigner und maligner Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts 

sowie bei Mukoviszidose erhöht. Cancer-Antigen (CA-) -125 ist vor allem bei 

malignen Eierstock- und Eileitertumoren sowie bei Eileiterentzündungen erhöht. 

Pankreaskarzinome, Pankreatitiden, Leberzirrhose und Schwangerschaft können 

ebenfalls zu erhöhten Werten führen. Tissue Polypeptide Antigen (TPA) ist für das 

Harnblasenkarzinom der wichtigste Marker. Bronchial-, Mamma-, Magen-

Karzinome, benigne Erkrankungen des GI-Trakts und der Lunge zählen neben 

Gravidität im dritten Trimenon zu den Ursachen für erhöhte TPA-Werte. Seto et al. 

beschrieben 2000 den Zusammenhang zwischen  erhöhten TPA-Werten  und dem 

Vorhandensein von Lebermetastasen sowie der Prognose für Patienten mit KRK 

(Seto 2000). 

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA), ein Glykoprotein, gehört ebenfalls zu der 

Gruppe der  Tumormarker. Erhöhte Werte  findet man in erste Linie beim KRK, 

Mamma-, Bronchial- Magen- und gynäkologischen Karzinomen sowie malignen 

Erkrankungen von Pankreas und Prostata. Aber auch bei zahlreichen gutartigen 

Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes (z.B. Leberzirrhose, Divertikulitis, 

Polypen, Colitis ulcerosa, Ulcus ventriculi, Pankreatitis) sowie bei Rauchern und 

Alkoholikern lassen sich erhöhte Werte messen (Eche 2001). 

Sinkt der CEA-Wert postoperativ unterhalb des so genannten cut-off-Wertes, ist 

dies als Hinweis auf eine komplette Tumorentfernung zu werten. Ein Wiederanstieg 

spricht für ein Rezidiv. CEA ist somit vor allem als Verlaufsparameter und bei der 

Tumornachsorgeuntersuchung von klinischer Bedeutung, weniger als 

Screeningparameter.  

Wie zu erwarten konnten in der Karzinomgruppe gegenüber der Polypen- und 

Kontrollgruppe signifikant höhere CEA-Werte gemessen werde. Auch in der 

Polypengruppe konnten im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant höhere 
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CEA-Werte gemessen werden. Die Ergebnisse der Karzinompatienten bekräftigen 

den hohen Stellenwert des CEA beim KRK. 

Aus den Ergebnissen kann leider kein Rückschluss auf eine eventuelle Tauglichkeit 

als Screeningparameter gezogen werden. Warum es in der Polypengruppe ebenfalls 

zu erhöhten Werten kommt, lässt sich letztlich nicht klären. Interessant wäre 

beispielsweise, eine Studie um ein eventuelles Entartungsrisiko bei Patienten mit 

erhöhten CEA-Werten näher zu erforschen. Eine Assoziation zu anderen Markern 

und Entzündungsproteine und eine Korrelation insbesondere zu erhöhtem 

Stuhlcalprotektin konnten wir nicht finden. Eine Assoziation von erhöhtem CEA zu 

mukosaler oder systemischer Entzündung besteht somit nach unseren Daten nicht 

und kann den unterschiedlichen interindividuellen prädiktiven Wert von CEA nicht 

erklären. 

 

4.4 Schlussfolgerung 

Zusammenfassend legen unsere Untersuchungen den Schluss nahe, dass ein 

systemische Entzündung oder gar vermehrte Bakteriämie bei Patienten mit 

kolorektalem Adenom oder Karzinom nicht nachweisbar sind. Vielmehr scheint es 

mukosal zu einer komplexen Interaktion zwischen Bakterien, Entzündung und 

nachfolgender Karzinogenese zu kommen. Die beobachtete vermehrte Invasion mit 

enteroinvasiven Bakterien ist möglicherweise nicht kausal, zumindest ist sie nicht 

durch eine veränderte Expression der Defensine HBD-1 und -2, HD-5 und -6 

bedingt. Auch ist kein generell gestörtes Expressionsprofil dieser Defensin weder in  

kolorektalen Karzinomen noch in seine Vorstufen nachweisbar. Am interessantesten 

waren sicherlich unserer Untersuchungen zum Calprotektin in kolorektalen 

Tumoren. Nach unseren Daten ist Calprotektin als Tumormarker aufgrund der 

starken interindividuellen Schwankung wenig viel versprechend. Allerdings scheint 

seine vermehrte Expression insofern tumorspezifisch zu sein, da selbst in den 

tumorbenachbarten Schleimhäuten auch von Patienten mit sehr hohen Werten keine 

geänderte Expression nachweisbar ist. Die erhöhte Expression in spezifisch den 

infiltrierenden Tumor aktivierten Granulozyten legt vielmehr die Vermutung nach, 
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das hier eine mögliche Abwehrstrategie zu beobachten ist. Eine genauere 

Untersuchung dieses möglichen Effekts sollte in weiteren Studien erfolgen, 

zumindest theoretisch scheint hier auch ein therapeutischer Ansatzpunkt zu 

bestehen. 
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5 Zusammenfassung 
 

Bereits Virchow hat eine Assoziation zwischen Karzinogenese und entzündlichen 

Vorgängen beschrieben. Für zahlreiche Karzinomleiden, wie das Magen-, 

Leberzell- und Pankreaskarzinom, ist ein Zusammenhang mit chronisch 

entzündlichen Vorgängen gesichert. Ein erhöhtes Krebsrisiko existiert insbesondere 

für Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED). Diese Daten 

legen einen funktionellen Zusammenhang zwischen entzündlichem Geschehen und 

Krebs nahe. Bei CED-Patienten ist eine veränderte Expression sowohl von 

antimikrobiellen Peptiden (Defensinen) als auch eine erhöhte Stuhlexkretion von 

Calprotektin, einem entzündungsassoziierten Heterodimer, beschrieben. 

Interessanterweise ist Calprotektin auch bei Patienten mit einem kolorektalen 

Karzinom (KRK) im Stuhl erhöht nachweisbar. In einer neueren Arbeit konnte eine 

Kolonisierung intrazellulärer E. coli in Darmbiopsien von Adenom- und 

Karzinompatienten im Gegensatz zu Kontrollpatienten nachgewiesen werden, so 

dass hier erstmals eine Assoziation zwischen Bakterien, Entzündung und maligner 

Entartung beim KRK beschrieben wurde. In der vorliegenden Arbeit untersuchten 

wir die Expression von entzündungsassoziierten Markern in der Karzinogenese des 

KRK. Im Biopsiematerial neoplastischer und normaler Kolonschleimhaut von 28 

Patienten mit einem KRK und 36 Patienten mit Adenom sowie in 30 

Kontrollprobanden wurde die Expression der humanen α-und β-Defensine HBD-1 

und -2 sowie HD-5 und -6 auf mRNA- und immunhistochemisch auf Proteinebene 

untersucht. Zusätzlich bestimmten wir in diesen Proben mittels ELISA quantitativ 

sowie ergänzend immunhistochemisch das Expressionsniveau und das 

Verteilungsmuster von Calprotektin. Diese Schleimhautexpression wurde mit der 

Granulozyteninfiltration korreliert. Ergänzend wurde im Serum der Probanden 

Calprotektin, TNF-α, Procalcitonin, CRP, CEA sowie zum Ausschluss einer 

Bakteriämie der Limulus-Amöbozyten-Lysat-(LAL)-Test durchgeführt. 

Für die untersuchten humanen Defensine konnten wir weder in der 

Immunhistochemie auf Protein- noch in der PCR auf mRNA-Ebene signifikante 
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Unterschiede in den einzelnen Gruppen feststellen. Bei Patienten mit einem KRK 

konnten wir im Tumor signifikant höhere Calprotektinwerte im Vergleich zur 

Tumorbenachbarten Schleimhaut (p = 0,002) oder den Kontrollen (p < 0,0001) 

messen. In der Adenomgruppe lag der Wert in der tumorösen Schleimhaut ebenfalls 

höher als in der benachbarten Schleimhaut (p = 0,025). Immunhistochemisch war 

Calprotektin vor allem in Entzündungszellen an der Invasionsfront des Tumors 

stark exprimiert, es bestand eine hohe Korrelation zur Granulozyteninfiltration (r = 

0,89, p = 0,0001), während in Tumorbenachbarten Schleimhäuten nur sehr 

vereinzelt Zellen positiv waren. Systemisch konnten wir für C-reaktives Protein 

(CRP) und CEA in der Karzinomgruppe im Blut höhere Werte messen, für TNF-α, 

Calprotektin und Procalcitonin konnten keine Unterschiede festgestellt werden, 

auch war eine relevante Bakteriämie mittels LAL-Test nicht nachweisbar. 

Nach unseren Daten ist die beschriebene vermehrte intraepitheliale Invasion mit 

enteroinvasiven Bakterien bei Patienten mit KRK nicht Folge einer gestörten 

Expression der untersuchten Defensine, so dass hier ein funktioneller 

Zusammenhang zwischen gestörter unspezifischer Abwehr und 

Kolorektalkarzinogenese nicht belegt werden konnte. Auch ist in unserem Kollektiv 

keine relevante systemische Entzündungsantwort oder Bakteriämie nachweisbar. 

Bei deutlich erhöhten CRP-Werten bei nur einigen Patienten mit einem KRK ohne 

relevante systemische Entzündungsantwort stellt sich in Kenntnis neuerer Daten die 

Frage, ob dies nicht auch Folge einer lokalen Produktion im malignen Gewebe sein 

könnte. Die Calprotektin Exkretion im Stuhl von Patienten mit KRK ist nach 

unseren Daten Folge einer erhöhten Expression in aktivierten, infiltrierenden 

Entzündungszellen in der malignen Schleimhaut und eher nicht Konsequenz einer 

vermehrten Exkretion im Sinne eines „leaky gut“. Die spezifische Expression in 

Entzündungszellen an der Invasionsfront des Tumors sowie neuere Daten zu 

Calprotektin als zytotoxischem und Apoptose-induzierendem Protein lassen sogar 

die Vermutung zu, dass es sich bei der vermehrten Expression im malignem 

Gewebe um einen Mechanismus der unspezifische Tumorabwehr handeln könnte. 
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Abkürzungen 
 

A 

A Adenosin / Ampere 

AA Acrylamid 

AB Serum hitzeinaktiviertes Humanserum 

Ac Acetat 

APAAP Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase 

APC-Gen adenomatösen Polyposis-coli Gen 

ATP Adenintriphosphat 

 

B 

Bp Basenpaare 

BSA bovin serum albumin (Rinderserumalbumin) 

 

C 

C Cytosin 

°C Grad Celsius 

CA Karzinom / Cancer-Antigen / Carbohydrate-Antigen 

CEA Carcinoembryonales Antigen  

CED chronisch entzündliche Darmerkrankung 

cRNA complementary RNA 

cDNA complementary DNA 

CoA CoEnzym A 

COX Cyclooxygenase 

CRP C- reaktives Protein 

 

D 

d Desoxy- 

DDC detection colorectal cancer 
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DEPC Diethyl-Pyrocarbonat 

dest. destilliert 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DNase Desoxyribonuklease 

 

E 

E.coli Escherichia coli 

EB Ethidiumbromid 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EU Endotoxin Unit (1ng = 10 EU) 

 

F 

FAB familiäre adenomatöse Polyposis 

FOBT Test auf fäkales okkultes Blut 

 

G 

g Gramm / Erdbeschleunigung 

G Guanosin 

GI gastroeintestinal 

 

H 

h Stunde 

HBD humanes beta Defensin 

HD humanes Defensin 

HNPCC hereditäre nichtpolypöse Kolonkarzinom   

 

K 

KRK kolorektales Karzinom 
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L 

l Liter 

LAL Limulus Amöbozyten Lysat 

 

M 

M Molar 

M. Morbus 

mA Milliamper 

min Minute 

ml Milliliter 

MLH  

mM Millimolar 

mRNA messenger RNA 

MSH 

 

N 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

nmol Nanomol 

NP Nukleoprotein 

nt Nukleotide 

 

P 

PCR polymerase chain reaction 

pg Picogramm 

pH pontus hydrogenii 

 

R 

RNA Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 
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rRNA ribosomale RNA 

RT-PCR real time polymerase chain reaktion 

 

S 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SD Standardabweichung des Mittelwerts 

SEM Standardabweichung des mittleren Fehlers 

SH Schleimhaut 

 

T 

t Zeit 

T Thymidin 

TAE Tris-Acetat/EDTA-Puffer 

TF Tissue factor 

TNF-α Tumornekrose Faktor alpha 

TNM 

TPA Tissue Polypeptide Antigen  

Tris Trihydroxymethylaminomethan 

TU Tumor 

Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

 

U 

U Uridin 

UICC Union International Contre Cancer 

UV Ultraviolett 

μg Micragramm 

 

V/ W  

V Volt 

W Watt 
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