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1. Einleitung

1.1  C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein wurde bereits 1930 von Tillett und Francis als Substanz entdeckt,
welche mit dem C-Polysaccharid der Zellwand von Pneumokokken (Streptococcus
pneumoniae) reagierte [Tillett und Francis, 1930]. Wihrend der Arbeit mit Pneumokokken-
Extrakten isolierten sie eine als Fraktion C bezeichnete Substanz, welche bei Zugabe von
Plasma von Patienten mit akuter Pneumokokken-Pneumonie Prizipitate bildete. Diese
Prézipitatbildung war auf das akute Krankheitsstadium begrenzt, wurde jedoch auch bei
anderen akuten bakteriellen Erkrankungen nachgewiesen — jedoch nicht bei Gesunden [Tillett
und Francis, 1930; Pepys, 1981]. Erst spiter erfolgte die genauere Charakterisierung der C-
reaktiven Substanz als ein Protein, welches zur Bindung an das C-Polysaccharid beféhigt ist
und sie erhielt den Namen C-reaktives Protein. Inzwischen ist die Calcium-abhingige

Bindung an deren Phosphocholinreste erkannt worden [Volanakis, 2001].

1.1.1 Struktur und Bindungsverhalten

Das C-reaktive Protein kommt in vielen Spezies vor, in Sdugetieren ebenso wie in Fischen
und dem phylogenetisch weit entfernten Pfeilschwanzkrebs, Limulus polyphemus. Im Laufe
der Evolution ist die Struktur des CRP jedoch sehr gut erhalten geblieben [Kolb-Bachofen,
1991]. Das menschliche C-reaktive Protein gehort zur Familie der Pentraxine und enthilt fiinf
identische, nicht glykolysierte Polypeptiduntereinheiten, welche jeweils aus 206 Aminosduren
bestehen [Pepys und Hirschfield, 2003]. Diese fiinf Einheiten — oder Protomere — ordnen sich
symmetrisch, nicht kovalent gebunden, um ein Zentrum an [Volanakis, 2001]. Die Struktur
dhnelt dabei dem Pentraxin Serum-Amyloid-P (SAP). Alle fiinf Protomere besitzen die
gleiche Orientierung und jeweils zwei verschiedene gegeniiberliegende Bindungsstellen. Die
eine Seite dient der Erkennung von Phosphocholinresten, z.B. in Bakterienzellwédnden, das
gegeniiberliegende Areal ist fiir Effekte auf das Komplementsystem [Volanakis, 2001]
verantwortlich. Die Bindung von Liganden, wie Phosphocholinen oder Galactanen [Kolb-
Bachofen, 1991], die Calcium-abhidngig erfolgt [Volanakis, 2001], bewirkt nach
Komplexierung durch das CRP-Molekiil eine Konformationsinderung des Proteins. In

Abwesenheit von Calcium bindet CRP Polykatione, z.B. Polylysine.



Abbildung 1:

Modell eines monomeren
CRP-Molekiils in Bindung
mit einem
Phosphorylcholin-Rest
(PCh)

Dargestellt sind auBerdem
die beiden fiir die spezifische
Bindung essentiellen
Aminosduren Phe66 und
Glu81 sowie die beiden
komplexierten Ca™*-Ionen
(schwarze Punkte).

(nach Volanakis, 2001)

Es konnten viele verschiedene Liganden mit unterschiedlicher Bindungsaffinitéit fiir CRP
eruiert werden, zum Beispiel endogene Faktoren wie apoptotische Zellen [Gershov et al.,
2000], Chromatin, DNA, Histone [Du Clos et al., 1988], Fibronektin, VLDL und LDL, aber
auch exogene Liganden wie Bakterien, Pilze und Agarose [Kolb-Bachofen, 1991].
Phosphocholine besitzen die grofte Bindungsaffinitit zu CRP und sie kommen, auler in
Lipopolysacchariden von Bakterien und anderen Mikroorganismen, auch an der AuBenseite
vieler biologischer Membranen als polare Gruppe von Lezithin und Sphingomyelin vor
[Volanakis, 2001]. Dabei erfordert die Bindung von CRP das Vorhandensein von
Lysolezithinen oder das Wirken des in der Leber produzierten Enzyms Phospholipase A,
(PLA;), welche in der Lage ist, Phospholipide zu hydrolysieren. Die Wirksamkeit der
humanen PLA, ist dabei auf Phospholipide der inneren Zellmembranen begrenzt, so dass sie
erst durch den Austausch (Flip-Flop) der Phospholipide zwischen innerer und &uBerer
Zellmembran zum FEinsatz kommen kann. Das Enzym erzeugt Lysophosopholipide,
einschlieBlich Lysolezithin, wodurch eine Bindung des CRP an Phosphocholin der
Zelloberflaiche ermoglicht wird. Nach Martin et al. findet der Membran-Flip-Flop in
apoptotischen Zellen statt [Martin et al., 1995]. Die Abhingigkeit in der Bindungsspezifitt
des CRP macht die Bedeutung als Akut-Phase-Protein deutlich. Das Protein interagiert mit
geschidigten oder strukturell verdnderten Zellen, nicht jedoch mit normalen Zellen

[Volanakis, 2001].



1.1.2 Funktion

CREP ist ein hochst sensitiver Marker entziindlichen und geschidigten Gewebes. Aufgrund der
vielseitigen Bindungsmoglichkeiten fiir CRP besitzt es eine Abrdumfunktion, die in der
Literatur anschaulich als ,,StraBenfeger beschrieben wird [Robey und Jones, 1986]. Die
hauptsédchliche Funktion des Molekiils besteht darin, pathogene und geschidigte Zellen zu
erkennen und deren Elimination durch Rekrutierung des Komplementsystems und
phagozytierender Zellen zu initiieren.

Das CRP-Molekiil zeigt eine enge Interaktion mit dem Komplementsystem [Volanakis 2001].
CRP aktiviert durch Bindung an Clq und eine daraus resultierende Konformationsinderung
den klassischen Komplementweg, wobei nur jeweils eine Seite pro Pentamer Clq binden
kann [Agrawal et al., 2001]. Nach Bindung an C1q kommt es kaskadenartig zur Aktivierung
der C3-Konvertase, welche C3 zu C3b spaltet, und damit eine Bindung an Pathogene
ermoglicht. Spezifische Komplementrezeptoren auf Phagozyten erkennen C3b und initiieren
die Opsonierung von Pathogenen und die Entfernung von Immunkomplexen. Eine
Opsonierung von Pathogenen, wie Bakterien oder Zellen, durch CRP hat die Phagozytose
sowohl durch Makrophagen als auch durch neutrophile Granulozyten zur Folge. Innerhalb der
Komplementkaskade ist CRP jedoch nicht in der Lage, den iiber eine C5-Spaltung erreichten
Membranangriffskomplex zu induzieren [Jewell et al., 1993]. Dies liegt an der gleichzeitigen
Interaktion von CRP mit dem Faktor H, einem natiirlich vorkommenden Inhibitor des
Komplementsystems. CRP wirkt in diesem Zusammenhang demnach nicht zwingend
proinflammatorisch oder membranschidigend [Gershov et al., 2000; Volanakis, 2001; Bhakdi
et al., 2004]. Diese Funktion des CRP unterstreicht seine herausragende Bedeutung fiir die
Akut-Phase-Reaktion, in der es primiar um Gewebeerhaltung und -rekonstitutionierung und

weniger um Gewebezerstorung geht.

1.1.3 Stellenwert in der medizinischen Diagnostik

Als unspezifischer Entziindungsmarker eignet sich das CRP besonders gut zum Nachweis
einer Akut-Phase-Reaktion. Die mittlere CRP-Konzentration bei Gesunden betrdgt 0,8 mg/l
(Referenzwert < 5 mg/l); sie kann jedoch unter Stimulation sehr schnell iiber mehr als 500
mg/1 (10000-fach) ansteigen. Schon innerhalb von 48 Stunden kann ein Maximalwert erreicht
sein, ebenso rasch kommt es wieder zu einer Normalisierung des CRP-Wertes. Die Plasma-
Halbwertszeit von 19 Stunden bleibt unter allen Bedingungen konstant und zeigt, dass der

einzig entscheidende Faktor der zirkulierenden CRP-Konzentration die Syntheserate ist.



Folglich reflektiert die stimulierte CRP-Produktion die Intensitit des vorliegenden
pathologischen Prozesses [Pepys und Hirschfield, 2003].

Da der Grad der CRP-Steigung gut mit der Schwere eines Krankheitsbildes korrespondiert,
wird es als sensitives Zeichen einer Gewebeschiadigung sowohl zum Screening von
Organerkrankungen als auch zur Therapiekontrolle verwendet. Es existieren prizise
immunochemische Tests fiir CRP, die schnell und einfach zu handhaben sind. Die
Beurteilung des CRPs erfolgt immer im Hinblick auf die jeweilige Klinik und zusétzlicher
diagnostischer Verfahren. Als besonders potenter Stimulus gelten bakterielle Infektionen.
Nach Therapie zeigt sich eine schnelle Remission des CRP-Wertes. Gleichzeitig stellt CRP
einen Index fiir die Krankheitsaktivitit, z.B. eines Morbus Crohn oder einer Vaskulitis, dar.
CRP kann bei Krankheiten ohne wesentlichen CRP-Anstieg (Colitis ulcerosa, Leukédmie,
Lupus erythematodes) das Vorliegen einer interkurrenten Infektion anzeigen. Diskutiert wird
die prognostische Wertigkeit des CRPs im Hinblick auf Erkrankungen, wie rheumatoide
Arthritis [van Leeuwen et al., 1994] oder auch Tumorerkrankungen.

Die Ermittlung der Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) als Indikator der Akut-
Phase-Reaktion ist gegeniiber der CRP-Bestimmung zuriickgedridngt worden, da sie hédufig
ungenaue oder sogar fehlerhafte Werte liefert und in Abhédngigkeit von Alter und

Nahrungsaufnahme triger reagiert.

1.2  Akut-Phase-Reaktion

Als Akut-Phase-Reaktion werden Effekte sowohl auf Gewebeschidden, Infektionen,
Entziindungen als auch auf das Vorkommen maligner Neoplasien bezeichnet [Pepys und
Hirschfield, 2003]. Dabei kommt es zu einer Reihe unspezifischer physiologischer und
biochemischer Reaktionen im betroffenen Organismus. Unter der Kontrolle von Zytokinen
erfolgt eine Anderung der Spiegel verschiedener Plasmaproteine, zu der das als erstes
beschriebene Akut-Phase-Protein CRP gehort. Neben CRP existieren noch weitere Proteine,
deren Konzentrationen sich im Falle einer Entziindung im Korper dndern. Sie dienen der
Lokalisation des Entziindungsprozesses, der Verhinderung ihrer Ausbreitung oder versetzen

den Organismus in die Lage, sich adédquat auf die neue Situation einzustellen.



Abbildung 2: Anderungen der Plasma-Konzentrationen einiger Akut-Phase-Proteine nach

inflammatorischem Stimulus [aus: Gabay und Kushner, 1999, modifiziert nach Gitlin und Colten, 1987]
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Zeit nach inflammatorischem Stimulus in Tagen

Die Akut-Phase-Reaktion beinhaltet nicht nur ein Ansteigen (z.B. CRP, Komplementfaktoren,
Fibrinogen, Antiproteasen, Haptoglobin, Phospholipase A;), sondern auch den Abfall
bestimmter Plasmaproteine (z.B. Albumin, Transferrin, Insulin-like growth factor 1), was
letztlich auf eine Verdnderung der Synthese zuriickgefithrt wird. Das Mal3 des An- bzw.
Abstiegs variiert von Protein zu Protein gewaltig. Auch konnen Patienten mit der gleichen
Erkrankung in unterschiedlichem Mafe Proteinverdnderungen aufweisen [Gabay und

Kushner, 1999].

1.2.1 Ablauf und beteiligte Strukturen

Die Antwort auf ein akutes Ereignis wird in jedem Fall individuell reguliert und findet seinen
Ausdruck in der unterschiedlichen Weise der Produktion spezifischer Zytokine und ihrer
Modulatoren in verschiedenen pathophysiologischen Stadien [Gabay und Kushner, 1999].
Das durch die Entziindung geschidigte Gewebe veranlasst aktivierte Zellen (sowohl
Makrophagen als auch Endothelzellen und Fibroblasten) zur Produktion von Zytokinen, die
als interzelluldar wirksame Signalpolypeptide agieren — zumeist IL-1 und IL-6. Viele Studien
belegen auch eine Interaktion der Zytokine untereinander [Xing et al., 1998], so dass die
Zytokine einem grof3en komplexen Netzwerk des Signalaustausches gleichen. Es ist bekannt,
dass diese auf dem Blutweg zur Leber gelangen und dort durch spezifische Zytokinrezeptoren

gebunden werden. Danach I6sen diese die Biosynthese und Sekretion der Akut-Phase-



Proteine aus. Hauptsidchlich ist die Genexpression der Akut-Phase-Proteine auf
transkriptioneller Ebene geregelt [Gabay und Kushner, 1999], teilweise auch post-
transkriptionell [Jiang et al., 1995].

Hurlimann et al. identifizierten 1966 iiber Immundiffusion und Autoradiographie C'-
markierter Proteine die Leber als einzigen Ort der CRP-Synthese [Hurlimann et al., 1966].
Spiter wurde diese Funktion den Hepatozyten zugeordnet [Kushner et al., 1978]. Mehr als 30
Jahre dauerte es, bis nicht zuletzt durch sensitivere Analysetechniken, auch in neuronalen
Pyramidenzellen CRP nachgewiesen wurde [Yasojima et al., 2000]. Ebenso zeigten Gould
und Weiser eine CRP-Expression respiratorischer Epithelzellen [Gould und Weiser, 2001].
Ein gezielterer Nachweis von CRP in lokalisierten Entziindungen und Gewebsverdnderungen
ist Gegenstand aktuellerer Forschungsbemiihungen. Der Nachweis einer extrahepatischen
CRP-Synthese gibt dem FEinfluss des CRPs als Bindeglied zwischen angeborenem und

erworbenem Abwehrsystem eine neue Bedeutung.

1.2.2 Bedeutung fiir den menschlichen Organismus

Die Wichtigkeit der Akut-Phase-Reaktion im Sinne einer Adaptation des Organismus an
einen schidigenden Stimulus (Abwehr von Pathogenen oder der Reparation geschidigten
Gewebes) wurde bereits herausgestellt. Als ein komplexer und hoch organisierter Prozess, der
viele Zelltypen und Molekiile einschliet [Kushner et al., 1998], birgt der hohe Einsatz dieser
Schutzmechanismen auch gewisse Risiken. Besonders die lange Persistenz einer Akut-Phase-
Antwort, beispielsweise bei fortgeschrittenen Krebserkrankungen, fiihrt zu metabolischen
Storungen. So 10st die Akut-Phase-Antwort auch auf biochemischer und physiologischer
Ebene Veridnderungen im gesamten Organismus aus. Neben dem Ansteigen der Cortisol- und
Adrenalinspiegel kommt es zur Andmie, Leuko- und Thrombozytose, ebenso zu Fieber,
Somnolenz und Anorexie, um nur einige Beispiele zu nennen. Metabolische Veridnderungen
wie der Muskelverlust, sinkende Glykoneogenese und Osteoporose, aber auch gesteigerte
Lipolyse im Fettgewebe fiihren letztlich zum Bild der Kachexie. Im extremsten Fall kann es
durch die zytokininduzierten Verdnderungen zu einem septischen Schock kommen [Bone et
al., 1996]. Es wird deutlich, dass die Akut-Phase-Reaktion nicht nur einen positiven Effekt
auf den Organismus ausiibt. Es kann spekuliert werden, warum es zu oben genannten
Beeinflussungen innerhalb des Kampfes gegen den Entziindungsprozess kommt, sei es ein
gewiinschter niedriger Energiebedarf des Korpers zugunsten der Abwehrreaktion oder der

Bereitstellung von Substraten zur Regeneration geschadigter Membranen.



1.3  Nierenzellkarzinom

1.3.1 Inzidenz, Einteilung, Pathologie

Das friiher als hypernephroides Karzinom bezeichnete Nierenzellkarzinom (RCC = renal cell
carcinoma) ist die in der Niere am hdufigsten vorkommende maligne Neoplasie. Mit einem
Anteil von 3 % an allen malignen Geschwiilsten liegt die Inzidenz in Deutschland bei 14000
Neuerkrankungen pro Jahr (USA 36000), wobei das Verhiltnis von Minnern zu Frauen 2:1
betrdgt. Bevorzugt werden RCC zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr diagnostiziert.

Es handelt sich bei Nierenzellkarzinomen um eine heterogene Gruppe von Tumoren
epithelialen Ursprungs, die histologisch und morphologisch klassifiziert werden. Der
klarzellige Karzinomtyp, der sich durch ein klares glykogenhaltiges Zytoplasma auszeichnet,
stellt mit 60 % der Fille das hiufigste Entartungsmuster dar. Von den proximalen
Tubulusepithelzellen ausgehend, wichst er sowohl azindr als auch sarkomatoid und besitzt
gewohnlich eine Deletion auf Chromosom 3. Vermutlich ist fiir das Entstehen des RCC der
Verlust eines Tumor-Suppressorgens verantwortlich. Dem gleichen Ursprungsort entstammen
die selteneren (Haufigkeit 5 — 15 %) papilldren, auch chromophil genannten Karzinome,
dessen Zytoplasma als eosinophil bzw. basophil imponiert und vorwiegend in
tubulopapilldren Mustern wichst. Oft kommen sie multifokal vor und zeigen eine Trisomie
von Chromosom 7 oder 17. Aus den Sammelrohren hervorgehende Karzinomtypen wie das
chromophobe Karzinom mit seinem feinnetzigen, nicht transparenten Zytoplasma (Haufigkeit
5 — 10 %), aber auch das vom Ductus-Bellini-Typ (H&ufigkeit < 1 %), zeigen variable
Wachstumsmuster. Letztere treten gehduft bei jiingeren Patienten auf und verhalten sich
duferst aggressiv. Auch hier kommen verschiedenste Chromosomenverluste innerhalb der

Tumorzytogenetik vor.

1.3.2 Diagnostik, Uberlebenszeit, Therapie

Oft fallen Nierentumoren als radiologischer Zufallsbefund im Rahmen einer renalen
Sonographie auf. Die weiterfithrende bildgebende Diagnostik, wie die Computertomographie
oder die Magnetresonanztomographie, erhirten den Verdacht, wobei die intraoperative
histopathologische Untersuchung eines Schnellschnittes die Diagnose endgiiltig sichert. Erst
bei Vorliegen groerer Tumoren treten klassische Symptome wie der Flankenschmerz oder
eine tastbare Raumforderung auf. Eine Hamaturie findet sich bei Einbruch des Tumors in das

Hohlsystem.



In bis zu 20 % der Fille werden paraneoplastische Veridnderungen beschrieben. Hierzu zéhlt
vor allem das so genannte Stauffer-Syndrom als Leberdysfunktion, aber auch eine
Erythrozytose, Hyperkalzimie und eine Dysfibrinogenidmie. Das Auftreten einer Andmie wird
hiufig als Zeichen einer fortgeschrittenen Erkrankung beobachtet. 70 — 75 % der Patienten
zeigen eine deutliche Beschleunigung der BSG. Zum jetzigen Zeitpunkt ist kein Tumormarker
innerhalb der Diagnostik des Nierenzellkarzinoms etabliert. Jedoch ist die klinische
Bedeutung moglicher Tumormarker Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen, auf die
im Verlauf dieser Arbeit noch weiter eingegangen wird.

Es bestehen verschiedene Moglichkeiten der Stadieneinteilung des RCC, die Klassifikation
nach Robson [Robson-Klassifikation, 1969] und die nach dem TNM-System, welches von der
UICC (Union International Contre Cancer) veroffentlicht wird. Die Unterscheidung der
Tumoren nach GroBe, lokaler Ausdehnung, beispielsweise auf Nachbarorgane oder die
Infiltration von Nierenvene oder Vena cava, jedoch auch das Auftreten von Lymphknoten-
und Fernmetastasen sind relevant fiir die Prognose des Patienten. Hiufig metastasiert das
RCC hidmatogen in die Lunge und ins Mediastinum, aber auch Leber, kontralaterale Niere,
Gehirn und das Skelettsystem sind betroffen. Seltener sind lymphogene Metastasierungen.
Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sind 40 % der Nierenzellkarzinome in einem
lokalisierten Stadium, 30 % sind metastasiert und 30 % erscheinen lokalisiert, entwickeln
jedoch im weiteren Krankheitsverlauf Spatmetastasen [Chan et al. 1998].

Die Uberlebenszeit ist entscheidend vom primiren Tumorstadium abhingig [Kozak et al.,
1996]. Durch den Einsatz sensitiver radiologischer Schnittbildverfahren kann eine steigende
Anzahl von Nierenzellkarzinomen schon im frithen Tumorstadium erkannt werden, was die
Uberlebenszeit dieser Patienten verlingert. Ebenfalls besteht bei papilliren RCC eine bessere
Prognose als bei nicht-papillaren Formen [Cheville et al., 2003]. Insgesamt betrigt die
mittlere Uberlebenszeit von Nierenzellkarzinomen 12 bis 15 Monate und weniger als 10 %
aller Patienten leben ldnger als 5 Jahre [Jemal et al., 2004].

Die Standardtherapie lokalisierter, nicht metastasierter Tumoren ist die radikale
Tumornephrektomie. Diese beinhaltet die En-bloc-Resektion der Gerota-Faszie mit der Niere,
der ipsilateralen Nebenniere und den lokoregiondren Lymphknoten. Die Exstirpation des
Primirtumors hat vielfach eine Regression moglicher auftretender Sekundédrtumoren zur
Folge. Auch Patienten mit Stauffer-Syndrom profitieren von einer Operation, da in diesem
Fall die hepatische Dysfunktion oft reversibel ist. Ob eine Lymphknotenentfernung sinnvoll

ist, wird kontrovers diskutiert [Schafhauser, 1999]. Eine Steigerung der Fiinf-Jahres-



Uberlebensrate ist nicht endgiiltig gesichert, jedoch wird die Lymphadenektomie fiir das
Tumorstaging und zur Abschitzung der Prognose benotigt.

Nierenteilresektionen stellen eine Therapieoption bei Patienten mit kleinen Primértumoren
bzw. Einzel- oder Restnieren dar. Ultima ratio der chirurgischen Therapie des RCC ist die so
genannte Work-bench-Operation, bei welcher die Niere, zugehorige Gefdlle und ein groBer
Teil des Harnleiters entfernt werden. AnschlieBend wird der Tumor ex vivo steril entfernt und
das versorgte Nierenparenchym einschlielich Nierenkapsel autolog transplantiert [Brkovic,
1988].

Die Therapie des metastasierten RCC ist vielseitig und bildet die Grundlage vieler
wissenschaftlicher Untersuchungen. Die palliative Tumornephrektomie scheint den Patienten
Vorteile zu bringen. Dies ist unstrittig, wenn der Primidrtumor lokale und allgemeine
Komplikationen zeigt. Ebenso traten nach Tumorentfernung spontane Metastasenremissionen
auf [Levy, 1998]. Patienten, die einer Nephrektomie unter Interferontherapie zugefiihrt
wurden, hatten gegeniiber denen mit ausschlieBlicher Interferontheapie einen
Uberlebensvorteil [Flanigan et al., 2000].

Eine wirksame Chemotherapie des metastasierten RCC gibt es nicht [Bokemeyer, 1999], da
das RCC als ,Multidrug“-resistent gilt. Dagegen existieren viel versprechende
immunologische Therapieansitze. Eingesetzt werden hierbei Interleukin-2 und Interferon-a.
Neuere Strategien zielen auf die Induktion der T-zell-vermittelten Immunitét ab. Kugler et al.
zeigte durch eine Hybridzell-Vakzinierung aus Tumor- und dendritischen Zellen ein
Ansprechen der metastasierten Tumoren von 41 % und ein Auftreten von sowohl partiellen
als auch kompletten Remissionen [Kugler et al., 2000]. Gebrauchliche Therapiekonzepte sind
die Kombination aus Immun- und Chemotherapie (Interferon-a2a und Vinblastin oder
Interleukin-2 und 5-Fluorouracil), wodurch zwar hohe Ansprechraten erzielt werden konnen,
jedoch ein Uberlebensvorteil dieser Patienten nicht nachgewiesen wurde.

Unabhédngig vom Tumorstadium tragen verschiedene Risikofaktoren zur Prognose bei. Neben
dem Allgemeinzustand der Patienten, dem Diagnosezeitpunkt und einer Metastasierung
spielen molekulare Marker als potentielle Prognoseparameter eine Rolle. Eine erhohte BSG
sowie verdnderte Spiegel von CRP und anderen Akut-Phase-Proteinen schrinken die
Prognose ein [Ljungberg et al., 1995]. Interleukin-6 kann in diesem Zusammenhang als
mogliche Schliisselsubstanz angesehen werden [Wechsel, 1999]. Insgesamt sollten jedoch
aufgrund der intratumoralen Heterogenitit von RCC prognostische Aussagen mit Vorsicht

geduBert werden [Henzler et al., 1992].
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1.4 CRP und Karzinome

Es ist unumstritten, dass Karzinome durch Verinderungen auf zelluldrer Ebene den gesamten
Organismus beeinflussen konnen. Diese Veridnderungen betreffen nicht nur die lokale
GroBenzunahme, sondern auch den Stoffwechsel in seiner Gesamtheit. So finden sich erhohte
CRP-Werte bei Patienten mit Malignomen, besonders bei denen, die metastasiert sind. Der
hohe CRP-Wert scheint mit Tumoreigenschaften und der Prognose des Patienten zu
korrelieren [Pepys und Baltz, 1983]. Um die Rolle des CRP im Verlauf maligner
Krankheitsprozesse  beurteilen zu  koOnnen, bedarf es weiterer  intensiver
Forschungsbemiihungen. Es existieren bereits Indizien fiir eine mogliche lokale Produktion
durch Tumorzellen in vitro [Ramage et al., 2004]. Ebenso ist die Beteiligung an der
Ausbildung paraneoplastischer Syndrome einschlieBlich des Kachexie-Syndroms denkbar.
Die Kachexie ist eine der haufigsten Todesursachen fortgeschrittener Tumore. Hierzu tragt
unter anderem die Wirkung proinflammatorischer Zytokine als auch die der produzierten
Akut-Phase-Proteine bei. In diesem Zusammenhang wird die Bedeutung des CRP als
Tumormarker, Risikofaktor oder prognostischer Indikator diskutiert [Masuda et al., 1998;
Atzpodien et al., 2003; Nozoe et al., 2003].
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1.5  Fragestellung

In der Literatur ist immer wieder ein bei Karzinomen vorkommender erhéhter CRP-
Plasmaspiegel beschrieben [Pepys und Baltz, 1983; Wigmore et al., 2001; Wu et al., 1996;
Nozoe et al., 1998]. Ebenso bestitigte ein Anstieg des Plasma-CRP im postoperativen Verlauf
oftmals eine erneute Tumorprogression [Masuda et al., 1998; Atzpodien et al., 2003;
Casamassima et al., 2005]. Nach Untersuchungen, die die Synthese von CRP durch
Nierentubulusepithelzellen in vitro und in vivo zeigten [Jabs et al., 2003], ist es von groflem
Interesse, eine mogliche Synthese von CRP durch Karzinomzellen der Niere zu analysieren.

Aus diesen Uberlegungen heraus ergaben sich folgende Fragen:

1. Sind Tumorzelllinien in vitro befahigt, CRP zu produzieren? Zeigen demgegeniiber

auch Lymphozyten des peripheren Blutes unter Stimulation eine CRP-Synthese?

2. Findet sich eine CRP-Synthese in Nierenzellkarzinomen in vivo, sowohl auf mRNA
als auch auf Proteinebene?
Gibt es eine Abhingigkeit eines CRP-Nachweises vom Tumorstadium, dem Grad der

Differenzierung oder des histologischen Subtyps?

3. Welche Rolle spielt der CRP-Spiegel im Plasma von Patienten mit
Nierenzellkarzinom?

Korreliert die Hohe einer CRP-Expression im Tumor mit Plasma-CRP-Werten?
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Material und Methoden

Gerite
Abi Prism 7700 Sequence Detection System (Perkin Elmer (PE), Applied Biosystems,
Weiterstadt)
Analysenwaage AG204 Delta Range® (Mettler Toledo, Giefen)
Binokulares Labormikroskop Standard 20, Typ B (Zeiss, Oberkochen)
Brutschrank 37°C Biocenter 2001 (Salvis, Reussbiihl, Schweiz)
Halbmikro-Kiivetten aus Quarzglas Suprasil Typ® 104-QS (Hellma, Miillheim/Baden)
Jung Frigocut 2800E (Leica Instruments GmbH, Nussloch)
Labofuge M (Heraues, Osterode)
Lichtmikroskop Typ ID 03 (Zeiss, Oberkochen)
Magnetheizplatte/Magnetrithrer IKAMAG® (IKA-Labortechnik, Staufen)
Metallblock-Thermostat Unitek HB 130 (Heb-Labor-Consulting, Miinchen)
Mikroskop mit Kameraaufsatz: Axioskop, Kamera M 35 W (Zeiss, Oberkochen)
pH-Meter 90 WTW (Wiss. Technische-Werkstitten, Weilheim)
Pipetboy acu (Integra Biosciences, Fernwald)
Riittler VF2 (IKA®-Labortechnik, Staufen)
Spectrophotometer: LKB Ultrospec III, Deuterium-Lampe (Pharmacia, Freiburg)
Sterilwerkbank danLAF® Microbiological Safety Cabinet Class II, VFR 1206 (Claus
Damm, Fredensborg, Danemark)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Wasserbad DC1/12P (ThermoHaake, Karlsruhe)
Zentrifuge 5417C (Eppendorf, Hamburg)
Zytozentrifuge Cytospin 2 mit Metallhalter (Shandon, Pittsburgh, USA)

2.2 Laborbedarf

Cytospins Shandon Single Cytofunnel® with withe filter cards (Thermo Electron
Corporation, Pittsburgh, USA)

Deckgliser 24 x 50 mm (Menzel, Braunschweig)

Einmal-Filter FP 030/3, 0,2 um (Schleicher & Schuell, Dassel)

Eppendorf Pipetten 0,1 - 2,5 um, 0,5 - 10 wm, 10 - 100 pm, 50 - 250 um, 200 - 1000 um
(Eppendorf, Hamburg)

Faltenfilter 595 2 , Durchmesser 150 mm (Schleicher & Schuell, Dassel)



13

. Finnpipette® 0,5 - 10 wm, 5 - 40 ul, 40 - 200 ul, 200 - 1000 ul (Labsystems, Helsinki,
Finnland)

= Glaspasteurpipetten (Hirschmann, Eberstadt)

= Lab-Tek™ II-Chamber Slide™ System (Nunc, Wiesbaden)

] Li-Heparin-Monovette 7,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht)

= Mikro-Amp® Optical Caps (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)

. Mikro-Amp® Optical Tubes (0,2 ml) (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)

] Mikro-Schraubrohren 1,5 ml (Sarstedt, Niirnberg)

. Objekttrager Super Frost Plus (Menzel, Braunschweig)

] Pipettenspitzen -2,5, -10, -1000 ul (Greiner, Frickenhausen); -100 ul (Sarstedt,
Niimbrecht)

] Pipettenspitzen Safeseal-Tips, 2,5, -10, -100, -200, -1000 ul (Biozym, Oldendorf)

] PS Mikroplatte, 96 Well (Greiner, Frickenhausen)

= Reagiergefidle Mikrotubes 1,5 ml Safety cap (Sarstedt, Niimbrecht)

. Reaktionsgefile Multiply® Pro-0,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht)

] Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, wattiert (Sarstedt, Niimbrecht)

. Strip-Ease PCR Trays-R (Robbins, Sunnyvale, USA)

= Tissue-Tek® Cryo 2000, Cryomold® Biopsy, Inner Diameter- 0,65 in, Depth- 0,26 in
(Sakura, USA)

] Tru-Cut Biopsienadeln 14 Ga. TW x 4,5 (11,4 cm) Pharmaseal (Allegiance, McGaw
Park, USA)

. Zell Gewebekulturflaschen 75 cm? mit Beliiftung (Sarstedt, Niimbrecht)

= Zentrifugenrohrchen 15 ml, Spitzboden (Sarstedt, Niimbrecht)

] Zentrifugenrohrchen 50 ml, konische Rohrchen (Falcon, Heidelberg)

Reagenzien, Kulturmedien, Antikorper, Primer und Sonden sind bei den entsprechenden

Methoden aufgefiihrt.

2.3 Patienten

In Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Urologie (PD Dr. med. C. Doehn) des
Universitétsklinikum Schleswig-Holstein Campus Liibeck wurden initial 47 Patienten mit
dem Verdacht auf das Vorliegen eines Nierenzellkarzinoms untersucht. Bei den betreffenden
Patienten wurden intraoperativ nach Tumornephrektomie Biopsien aus dem Tumor zur

weiteren Diagnostik entnommen (s. u.). Die Patienten waren diesbeziiglich aufgeklirt und mit
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der Entnahme einverstanden. Diese Studie war von der Ethikkommission der Universitidt zu
Liibeck (Aktenzeichen 05-122) genehmigt worden. Die Tumornieren selbst wurden in
Formalin fixiert und durch das hiesige Institut fiir Pathologie gemal3 den Leitlinien der UICC
[Union International Contre Cancer; Guinan et al., 1997] und nach Thoenes et al. klassifiziert
[Thoenes et al.; 1986].

Da nur 40 der 47 untersuchten Tumoren tatsdchlich Nierenzellkarzinomen entsprachen,
beziehen sich alle folgenden Untersuchungen und Aussagen nur auf die 40 weiter analysierten
Patienten mit Nierenzellkarzinomen. Die sieben Nierenraumforderungen, die sich nicht als
Nierenzellkarzinom identifizieren lieBen, entsprachen chronisch aktiven granulierenden oder
eitrig abszedierenden Pyelonephritiden, ebenso wie anderen chronisch nekrotisierenden
granulomatosen Entziindungen der Niere. Die genaue Histologie inklusive Tumorstadium und

-grad ist in Tabelle A (im Anhang) wiedergegeben.

2.4 Probengewinnung und -verarbeitung

Die Probengewinnung erfolgte auf zweierlei Wegen. Fiir eine anschlieBende RNA-Extraktion
(s. u.) wurden zum einen mittels einer sterilen 14 G Tru-Cut-Biopsienadel ca. 15 mm lange
Stanzzylinder aus der entnommenen Niere gewonnen. Die Tumor-tragende Niere wurde dabei
nach genauer makroskopischer Betrachtung in drei verschiedene Areale -eingeteilt:
Tumorzentrum, Tumorrand und nicht befallener, gesund erscheinender Nierenpol. Die
Zylinder wurden sofort in sterile Eppendorf-Gefifie gegeben, welche einen Lysis-Puffer zum
Gewebeverdau, zur RNA-Stabiliserung und zur Inaktivierung von RNAsen enthielt (RLT
Puffer, Qiagen). Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -80 °C eingefroren.
Zum anderen wurden Proben fiir eine immunhistologische Untersuchung mittels Skalpell
gewonnen Die ca. 0,5 x 0,5 cm groBen Gewebeblocke wurden wie zuvor aus dem
Tumorzentrum, der Randzone und dem makroskopisch gesunden Gewebe entnommen. Die
Blocke wurden sofort vollstindig mit Einbettmedium (7issue Freezing Medium, Jung,

Nussloch) bedeckt und ebenfalls bei -80 °C eingefroren.

2.5 Weitere Laboruntersuchungen

Zusitzlich wurde ein priaoperativer Plasma-CRP-Wert sowie die Zahl an Gesamtleukozyten
im Blut ermittelt und zur Bewertung der Untersuchungsergebnisse mit herangezogen. Bei 22
Patienten wurde prdoperativ das Anlegen einer Urinkultur veranlasst, deren Ergebnisse

ebenfalls dokumentiert und beriicksichtigt wurden. Bei weiteren 20 Patienten wurde ca. vier
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bis sechs Wochen postoperativ ein weiterer CRP-Wert im Plasma eruiert, welcher mit dem

praoperativen Wert verglichen wurde.

2.6  Zellkultur

2.6.1 Zellkulturmedien und Reagenzien

= Fetal Calf Serum (FCS), hitzeinaktiviert bei 60 °C iiber 30 min (Biochrom)

= RPMI 1640 with L-Glutamine (Gibco BRL, Karlsruhe)

. IMDM Bio Whittaker™, Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium with 25 mM Hepes,
Cambrex Bio Science, Verviers, Belgium

. Biocoll Separating Solution (Biochrom)

= Interleukin-1o, Tumornekrosefaktor-o (Tebu, Frankfurt a. M.)

= Interleukin-6 (Serva, Heidelberg)

. Lipopolysaccharid (Sigma)

= Phosphate buffered saline (PBS) w/o Ca**, Mg**, pH 7,2 (Biochrom)

= Tryptanblau (Sigma)

2.6.2 Tumorzelllinien

Durch die freundliche Bereitstellung in vitro geziichteter Tumorzellen durch das Institut fiir
Immunologie (PD Dr. med. C. Frohn) und der Klinik fiir Urologie wurden unten genannte
Zelllinien der molekularbiologischen und immunhistochemischen Untersuchung auf eine

nachweisbare CRP-Expression unterzogen. Dabei wurde mit folgenden Tumorzellstimmen

gearbeitet:
1. Caki
2. SK-RC 35
3. SK-RC 47
4. SK-RC 58

Die kultivierten Zellen wurden an der sterilen Werkbank bei Raumtemperatur
weiterverarbeitet. Hierzu wurde das iiberstehende Medium aus der Kulturflasche abgesaugt
und zusitzlich mit PBS (Phosphate buffered saline) ausgespiilt. Nach Zugabe von Trypsin,
wurden die Zellen fiir ca. 5 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Trypsin bewirkte
eine Ablosung der Zellen, so dass diese Zellsuspension anschlieBend in ein
Zentrifugenrohrchen, welches 10 ml FCS (Fetal Calf Serum) enthilt, tiberfithrt werden

konnte. Zugabe von FCS und Auffiillen mit PBS auf 50 ml bewirkte eine Inaktivierung des
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Trypsins. Durch Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen pro Minute (UpM) bei 4 °C setzte
sich das Pellet am Boden des Zentrifugenr6hrchens ab, welches nach Abkippen des
Uberstandes mit 1 ml (Caki) bzw. 2 ml (FK-RC 35, 47, 58) Medium resuspendiert werden
konnte. Aus der Zellsuspension wurden 25 pl im Verhiltnis 1:1 mit Tryptanblau (4 °C)
gemischt, die Zellzahl in der Neubauer-Zihlkammer (in Methanol) ermittelt und eine
definierte Zellzahl in Kulturflaschen (1 x 10° Zellen/ Kulturflasche) zur Analyse mittels real-
time PCR und Lab-Teks (3 oder 6 x 10* Zellen/ 500 pl) fiir die immunhistochemische
Untersuchung, welche Kombinationen aus Objekttriger und Zellkulturkammer darstellen,
eingebracht. Beides wurde im Brutschrank fiir 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
konnte der Uberstand der Kulturflaschen sowie der angefertigten Lab-Teks abgesaugt
werden. Die Lab-Teks wurden mit 1,25 %-igem Glutaraldehyd (250 ul/well) eingedeckt und
etwa eine Stunde bei Raumtemperatur fixiert. Hierauf konnten diese nach Verwerfen des
Uberstandes luftgetrocknet bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C eingefroren werden.

Die Zellen innerhalb der Kulturflasche wurden in 600 pl Lysispuffer geschwenkt und dann in
einem 1,5 ml Reagiergefi (Mikrotube) mit 6 pul B-Mercaptoethanol vermischt. Bis zur

weiteren Verarbeitung wurden auch diese Reaktionsgefidfe bei -80 °C eingefroren.

2.6.3 Lymphozyten des peripheren Blutes

Mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (PBMC), also Lymphozyten und Monozyten,
wurden aus Lithium-Heparin-Vollblut gesunder Freiwilliger isoliert. Im unten beschriebenen
Zeitintervall wurden die nach Monozytenadhédrenz und -isolation gewonnenen Lymphozyten
mittels angegebener Zytokine stimuliert und somit zur CRP-Expression angeregt. Gleichzeitig
erfolgte die Untersuchung unstimulierter Proben als Kontrolle.

Um zunichst die Zellen zu isolieren, wurde das Vollblut im Verhiltnis 1:1 mit PBS gemischt.
Anschlieend wurden langsam 2 Teile Blut auf 1 Teil Biocoll Separating Solution (Dichte
1,077 g/cm3) geschichtet. Diese Losung fungierte einerseits als Trennphase zwischen
mononukledren Zellen, die eine geringere Dichte aufwiesen, sowie Erythro- und
Granulozyten groBerer Dichte andererseits. Nach 30-miniitiger Zentrifugation bei 2400 UpM
und 20 °C ohne Bremse lieB sich eine der Dichte entsprechende Schichtung erkennen.
Erythro- und Granulozyten wanderten demnach durch die Ficoll-Schicht und setzten sich am
Boden des Zentrifugenrohrchens ab, wihrend sich Lympho- und Monozyten in einer Schicht
zwischen Medium und Ficoll wiederfanden. Dieser weilich, triibe Interphasering konnte

abpipettiert werden. Um Lymphozyten und Monozyten voneinander zu trennen, wurden
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CD14-markierte Dynabeads (Dynal®, Oslo, Norway) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um

magnetische Partikel, welche befihigt sind, Monozyten zu binden.

Weiteres Vorgehen:

— Zellen mit 25 ml PBS mischen, Zentrifugation 10 min, 1000 UpM, 4 °C

—  Uberstand verwerfen und dem verbleibendem Pellet jeweils 4 ml RPMI 1640-Medium
zufiigen, resuspendieren und in Zellkulturflaschen iiberfiihren (zuséitzlich 1 ml Medium
zum Ausspiilen zusetzen)

- Brutschrank iiber 30 min bei 37 °C (Monozyten setzen sich am Boden ab)

—  Kulturflascheninhalt vorsichtig in ein Zentrifugenrohrchen abkippen, Zentrifugation 10
min, 1000 UpM, 4 °C

- Uberstand abkippen und mit 6 ml PBS resuspendieren

- 250 wl CD14-markierter Dynabeads (Dynal®, Oslo, Norway) hinzufiigen und fiir 15
min. in Magnethalter halten

—  Flissigkeit in neues Zentrifugenrohrchen iiberfithren und mit 1000 UpM bei 4 °C
abzentrifugieren

—  Uberstand abkippen und mit 1 ml RPMI-Medium mischen

—  jeweils 25 ul Losung in ein Eppendorf-Gefidll geben und mit Tryptanblau mischen

— Zellzahl ermitteln in der Neubauer Zihlkammer und mit Medium auf 10> /ml einstellen

- beschriftete 24-Lochplatten mit je 20 x 500 ul Suspension bestiicken (eine Lochplatte
pro Proband), Inkubation fiir 6, 12, 24 und 48 Stunden, ohne Stimulation und
Stimulation mit LPS 1 pg/ml, IL-1a 4 pg/ml, IL-6 1000 U/ml und TNFo 50 U/ml

sowie

- 100 pl in Cytospins pipettieren (jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle pro
Proband) und 5 min bei 70 UpM zentrifugieren
Die Cytospin-Priparate standen nach dem Lufttrocknen iiber 24 Stunden der

immunhistochemischen Firbetechnik zur Verfiigung.

Zur molekularbiologischen Untersuchung wurde der Lochplatteninhalt nach einem
entsprechenden Zeitintervall von 6, 12, 24 und 48 Stunden resuspendiert und in einem
Eppendorf-GefiB fiir 5 min bei 2000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand konnte vorsichtig

abpipettiert und verworfen werden. Das Zellpellet verblieb im Reaktionsgefidll und wurde mit
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je 600 pl Lysis-Puffer und 6 pul B-Mercaptoethanol resuspendiert. Die Aufbewahrung bis zur
weiteren Verwendung erfolgte in 1,5 ml-Reagenzgefden (Mikrotubes 1,5 ml Safety cap) bei
-80 °C.

2.7 Immunhistochemie

Die APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase) stellt eine
empfindliche immunhistochemische Férbetechnik dar, die bei der Untersuchung von
Gewebeschnitten und Zellabstrichen zur Anwendung kommt [Cordell et al., 1984]. Die
Methode stiitzt sich auf die Reaktion loslicher, aber stabiler Enzym-Immunkomplexe
[Boenisch, 1997], des APAAP-Komplexes, der hier als Tertiir-Antikorper fungiert. Dieser
stammt von derselben Spezies wie der verwendete Primir-Antikorper, der mit der zu
untersuchenden Zelle reagiert. Zwischengeschaltet befindet sich ein Briicken-Antikorper, der
demzufolge auch Sekundir-Antikorper genannt wird. Der APAAP-Komplex besteht aus zwei

Molekiilen Alkalischer Phosphatase und einem dazugehorigen Antikdrper [Boenisch, 1997].

Abbildung 3:
APAAP-Technik [modifiziert nach DAKO]

Alkalische Phosphatase

APAAP-
Monoklonaler Anti-Alkalische Komplex
Phosphatase Antikorper
(Maus-IgG)

\ Polyklonaler Briickenantikrper
A (Kaninchen Anti-Maus-IgG)

Monoklonaler Primérantikdrper
(Maus-IgG Anti-Human CRP)

i & - j Antigen (CRP)

Die alkalische Phosphatase wird aus dem Intestinaltrakt von Kilbern isoliert und besitzt ein

Molekulargewicht von 140 kD. Ihre Funktion bezieht sich auf die Hydrolyse und den
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Transfer von Phospatgruppen in organischen Estern, wobei die P-O-Bindung zerbrochen
wird. Bei der Fiarbung selbst wird ein Naphtholphosphatester als Substrat verwendet (z.B.
Naphthol-AS-BI-Phosphat), welches zu Phenolkomponenten und Phosphaten hydrolysiert
wird. Die Phenole reagieren dann mit farblosen Diazoniumsalzen, so genannten
Chromogenen, (z.B. Neufuchsin) und bilden unlosliche Azofarbstoffe. So kénnen in einem
kréaftigen Rot die entsprechenden Antigen-Antikorper-Komplexe sichtbar gemacht werden.
Letztendlich bietet es sich an, zur Kontraststeigerung eine Gegenfiarbung mit einem blauen
Farbstoff (z.B. Hiamatoxylin) anzufertigen. Mit Hilfe des Lichtmikroskops ist es moglich,
derartig gefirbte Schnitte in ihrer Morphologie und ihren immunologischen Begebenheiten zu

beurteilen. Die APAAP-Methode diente als Nachweis von CRP in den Préparaten der Niere.

2.7.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Hierzu wurde das bei -80 °C eingefrorene Material im Kryostat bei -20 °C in 4 - 5 wm dicke
Schichten geschnitten, auf Objekttrager gebracht und anschliefend iiber Nacht (24 h) bei
Raumtemperatur luftgetrocknet. Sofern die Priparate nicht sofort weiterverarbeitet worden
sind, wurden diese wiederum bei einer Temperatur von -80 °C in Aluminiumfolie verpackt
eingefroren.

Um die Gewebeschnitte zu fixieren, wurden diese in gefrorenem Zustand fiir 10 min in einer
Kiivette mit 4 °C kaltem Aceton-TBS getaucht und anschlieBend luftgetrocknet. Danach

konnte mit der immunhistochemischen Farbung begonnen werden.

2.7.2 Antikorper und Isotyp-Kontrolle

Primdrantikorper: Monoklonales Anti-Human CRP, Maus IgG;, Clone CRP-8. Der
Antikorper erkennt ein Epitop der 24 kD Untereinheit von denaturiertem und reduziertem
CRP, er reagiert ebenfalls mit nativem CRP (Sigma, USA), Aufbewahrung bei 2 - 8 °C,
Verdiinnung 1:1000 fiir Gefrierschnitte.

Isotyp-Kontrolle: Gereinigtes Maus IgG; (kappa), (BD Pharmingen Bioscience, Heidelberg),
gleiche Konzentration wie Primérantikorper, Verdiinnung 1:1000

Sekunddrantikorper: Gereinigtes Kaninchen-Anti-Maus-Immunglobulin aus Kaninchen-
Antiserum (2.7 g/l), reagiert mit allen Maus-Immunglobulin-Subklassen (Dako),
Aufbewahrung bei 2 - 8 °C, Verdiinnung 1:100

Terticgirantikorper: APAAP Maus Monoklonal, IgG; (kappa), 0,1 g/, Komplex aus
intestinaler Alkalischer Phosphatase von Kilbern und monoklonaler Maus Anti-Alkalischen

Phosphatase (Dako), Verdiinnung 1:100
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2.7.3 Puffer und Verbrauchsmaterialien

= Aceton, 99,5 % Reinheit (Merck, Darmstadt)

. Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Serva, Heidelberg)

. Tris-Stamml6sung: 12 g Tris auf 2000 ml Aqua dest. auf ph 7,4 eingestellt mit HCI

. Natriumchlorid reinst (Merck)

. Aqua dest.

= HCI1 1 M (Apotheke des UKL)

. Tris buffered saline (TBS): 10,125 g NaCl auf 1125 ml Aqua dest. + 125 ml Tris-
Stamml6sung, Endkonzentration 5 mM Tris und 0,15 M NaCl

= 2 %-iges BSA/TBS: TBS und 2 % Bovines Serum-Albumin (BSA), Fraktion V (Sigma)

. Formaldehydlésung 37 % (Merck)

. Héamatoxylin nach Meyer (Apotheke des UKL)

. Aquatex (Merck)

Herstellung der Verdiinnungspuffer
Zunichst wurden zwei Verdiinnungspuffer hergestellt, um die gewiinschten Konzentrationen
der Antikorper zu erhalten.
Verdiinnungspuffer 1: Tris buffered saline (TBS)
+ 2 % Bovines Serum Albumin (BSA)
Verdiinnungspuffer 2: Tris buffered saline (TBS)

+ AB-Serum

2.7.4 Durchfiihrung

Zur Untersuchung der Gewebeschnitte auf das immunhistochemisch nachweisbare
Vorhandensein von CRP wurden pro Patient neun Schnitte angefertigt. Drei Proben aus den
verschiedenen Entnahmestellen der Niere wurden mit dem Primédrantikdrper gelost in 2%-
igem BSA/TBS (Verdiinnungspuffer 1) im Verhiltnis 1:1000 inkubiert. Jeweils 100 pl
wurden auf die Schnitte der Positiv-Kontrolle (CRP I, II und III) verteilt und fiir 30 Minuten
in der feuchten Kammer inkubiert. Gleichzeitig erfolgte eine Isotyp-Kontrolle (Iso I, II, III)
mit Immunglobulin G (gelost in  2%-igem BSA/TBS) ohne spezifische
Antigenbindungseigenschaften  gleicher Konzentration an drei weiteren Proben
unterschiedlicher Lokalisation, um eine antigenspezifische von einer antigenunspezifischen

Farbung zu unterscheiden. Das Immunglobulin der Isotypkontrolle stellte den gleichen
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Subtyp wie der Primérantikorper dar, besal jedoch eine andere Spezifitit. Letzte drei Schnitte
dienten der Negativkontrolle (neg I, II und III) durch Zugabe von 2%-igem BSA/TBS. Die
Inkubation wurde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur vorgenommen, um
sicherzustellen, dass die Pridparate nicht austrocknen.

Nach der 30-miniitigen Inkubation wurden sdmtliche Schnitte in TBS gewaschen. Es war
darauf zu achten, die Objekttriger feucht zu halten und es wurde unverziiglich mit der
folgenden Inkubation begonnen.

In einem zweiten Arbeitsschritt wurde eine Losung aus dem sekunddren oder
Briickenantikorper (polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-Antikorper) und dem
Verdiinnungspuffer 2, einer Kombination aus AB-Serum (Serum von Blutspendern mit der
Blutgruppe AB) und TBS im Verhiltnis 1:4, in einer Konzentration von 1:100 hergestellt.
100 ul wurden dann auf jeden Schnitt gegeben, ebenfalls 30 Minuten in einer feuchten
Kammer belassen und hiernach in TBS gespiilt.

Der dritte Schritt diente der Inkubation mit dem Tertidr-Antikorper, dem so genannten
APAAP-Komplex, welcher in einer Konzentration von 1:100 mit dem Verdiinnungspuffer 1
(2%-1gem BSA/TBS) vermischt wurde. Nach einer 30-miniitigen Inkubation aller Proben in
der feuchten Kammer konnten diese in TBS gewaschen werden.

Hiernach wurde die Inkubation mit Sekundirantikorper (polyklonaler Kaninchen-Anti-Maus-
AK) und APAAP-Komplex zweimal wiederholt, jedoch blieben die Prédparate nur fiir jeweils

10 Minuten im feuchten Milieu.

Herstellung der Fiarbelosung:

Losung 1 wurde in einem 100 ml-Becherglas angesetzt und auf dem Magnetriihrer vermischt:

. 18 ml Propandiolpuffer (0,2 M 2-Amino-2-2-methyl-propan 1,3diol (0,05 M) als Pulver
(Merck))

- 50 ml Tris-Puffer (0,05 M), pH 9,7 (0,037 M)

= 28 mg Levamisole (0,41 g/l) (Sigma)

= [0,6 g NaCl (0,15 M)]

Losung 2 wurde der Losung 1 hinzu gegeben:
- 35 mg Naphthol-AS-BI-Phosphat (Sigma)
. 420 ul N,N-Dimethylformamid (Merck)
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Losung 3 wurde mit den Losungen 1 und 2 auf dem Magnetrithrer vermischt und mit 1 M
HCI auf einen pH von 8,7 eingestellt

. 140 pul 5 % Neofuchsinlésung (in 2 M HCI) (Chroma, Miinster)

= 350 ul 4 % Natriumnitrit (Sigma)

Aufgrund der geringen Stabilitdt von Naphthol-AS-BI-Phosphat und Neofuchsin mussten die
Losungen nach ihrer Herstellung innerhalb einer Minute verbraucht werden. Die Losung
wurde auf die in einer Kiivette befindlichen Préparate filtriert und hier fiir 15 Minuten
belassen. Nach dem Abkippen der Firbung und kurzem Spiilen der Objekttriger mit kaltem
Leitungswasser wurden die Pridparate mit 4%-iger Formalinlésung (Formaldehyd) iiber zwei
Minuten fixiert. Nach abermaligem Spiilen mit flieBendem Leitungswasser erfolgte eine
Gegenfarbung mit Himatoxylin iiber drei Minuten. Anschlieend wurden die Objekttriger fiir
10 Minuten mit warmem Leitungswasser gespiilt, danach mit Aquatex® (Glycerin-Gelatine)
eingedeckt und abschlieBend mit einem Deckglas verschlossen.

Das APAAP-Verfahren wurde analog zu den Gewebeschnitten auch mit den angefertigten
Lab-Teks der Tumorzelllinien (CRP als Positivkontrolle, Isotyp und Negativkontrolle) und
den Cytospinpriparaten fiir die Lymphozyten des peripheren Blutes (Positiv- und
Negativkontrolle) durchgefiihrt.

2.8 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.8.1 Reagenzien

= RNA-Isolations-Kit (inklusive Lysispuffer): RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden)

= QIAshredderTM spin columns (Qiagen)

. TagqMan™ Universal PCR Master Mix (2x) (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)

. Random Hexamer Primer (50 ng/ml, Stamml6sung 3 pg/ul, Gibco BRL, Karlsruhe)

. First-Strand Buffer (Gibco BRL)

. dNTP-Mix (Ultrapure dNTP-Set: 2'-Deoxyadenosine 5'-Triphosphat (dATP), 2'-
Deoxythymidine 5'-Triphosphat (dTTP), jeweils in der Konzentration 100 mM Losung,
pH 7,5, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

. DTT 0,1 M (Gibco BRL)

. RNase-Inhibitor; 20 U/ul (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)

. Superskript IT (RT); 200 U/ul (Gibco BRL)

. UltrapureTM 0,1 micron filtered (destilliertes Wasser, Dnase / RNase-frei) (Gibco BRL)

= Ethanol 99 % (Apotheke des UKL)
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2.8.2 Probenvorbereitung

Bei der Arbeit mit genetischer Substanz wurden grundsitzlich Einmalhandschuhe getragen
und autoklavierte Reagenzgefille verwendet. Als Arbeitsplatz diente ein speziell hierfiir
vorgesehener Pipettiertisch, um eine Kontamination mit Fremd-RNA zu vermeiden.

Um sowohl die Nierenbiopsien als auch geziichtete Tumorzellen und gewonnene
Lymphozyten des peripheren Blutes der RNA-Isolierung zuginglich zu machen, bedurfte es
der Einbringung in den Lysispuffer RLT zur RNA-Freisetzung und der Zugabe von
reduzierend  wirkendem  [-Mercaptoethanol.  Der  Lysispuffer  enthielt ~ GITC
(Guanidinisothiocyanat), ein Salz, welches unter anderem zur RNase-Inaktivierung beitragt.
Beide Substanzen wurden im Verhiltnis 1:100 in einem 1,5 ml Reagenzgefi3 (Mikrotube)
angesetzt und dienten, nach Zugabe der Biopsiezylinder direkt nach Entnahme oder einem
bereits vorbereitetem Zellpellet, als Einfriergrundlage. Sofern die Proben nicht sofort

weiterverarbeitet worden sind, wurden diese bei -80 °C aufbewahrt.

2.8.2.1 Isolierung der RNA

Zuniachst wurden die Proben bei 30 °C aufgetaut. Biopsien wurden zusitzlich in einer
Qiashredder spin column homogenisiert, indem jede Probe vollstindig auf die Sédule pipettiert
wurde, um anschlieBend bei 14000 UpM iiber 2 Minuten zentrifugiert zu werden. Dieser
Vorgang bewirkte die Scherung der Desoxyribonukleinsduren (DNA). Die Siule konnte
hiernach verworfen werden.

Folgende Arbeitsschritte galten fiir alle Proben und wurden mit dem RNeasy Mini Kit-System
(Qiagen) durchgefiihrt. Zur RNA-Anreicherung wurden Sédulen mit einer Membran aus
Silika-Gel eingesetzt.

Den homogenisierten Proben (600 pl) wurden im Verhiltnis 1:1 70%-ige Ethanollosung
zugegeben und vermischt. AnschlieBend wurden 600 pl der Probe in eine RNeasy mini spin
column pipettiert. Wihrend der 15-sekiindigen Zentrifugation bei 14000 UpM wurde die
RNA an die Silika-Gelmembran gebunden und die abgepresste Restfliissigkeit im
Sammeltube konnte ebenso wie in den folgenden Waschvorgéingen verworfen werden. Dieser
Schritt wurde mit der restlichen Probe wiederholt. Durch Zugabe von 700 pul Buffer RW1,
eines chaotropen Salz- und ethanolhaltigen Waschpuffers, wurde die Membran der RNeasy
spin columns gereinigt und von Inhibitoren befreit. Hierzu erfolgte ebenfalls eine kurze
Zentrifugation von 15 Sekunden bei 14000 UpM. Nun konnten die Sdulen auf neue 2 ml-

Sammeltubes umgesetzt werden und mit 500 pl Buffer RPE (ethanolhaltiger Waschpuffer)
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benetzt werden. Dieser Vorgang wurde nach kurzer Zentrifugation (15 sec bei 14000 UpM)
zum Waschen (Entfernen der chaotropen Salze von RW1) und Verwerfen des Uberstandes
wiederholt. Eine Zentrifugation iiber 2 Minuten bei 14000 UpM fiihrte zum Trocknen der
RNeasy-Membran und Entfernen des Ethanols aus RPE. Hiernach wurden die RNeasy spin
columns vorsichtig in neue 1,5 ml-Sammeltubes umgesetzt. Dabei durfte die Sdule nicht mit
dem zu verwerfenden Uberstand in Kontakt kommen. Als letztes wurden 40 pl Rnase-freies
Wasser, welches auf 70 °C erhitzt worden war, direkt auf die Silikagelmembran pipettiert.
Die fiinfminiitige Inkubation bei Raumtemperatur und abschlieBende einminiitige

Zentrifugation bei 10000 UpM fiihrte schlieflich zum Eluieren der RNA.

2.8.2.2 Konzentrationsbestimmungen der RNA

Um die isolierte RNA photometrisch bestimmen zu konnen, wurden die Proben (10 pul RNA)
im Verhiltnis 1:80 mit DNase- und RNasefreiem Wasser gemischt und in einer Quarzglas-
Kiivette gegen einen auf Null abgeglichenen Leerwert (800 pul DNase- und RNasefreies
Wasser) am LKB Ultrospec III Spectrophotometer (Deuterium-Lampe) gemessen. Das RNA-
Extinktionsmaximum wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm abgelesen. Um die Reinheit
des RNA-Gehaltes zu ermitteln, erfolgte eine zusitzliche Messung bei 280 nm, da diese
Wellenldnge der Protein-Extinktion entsprach. Aus den Messwerten liel sich die
Konzentration der RNA (in pg/ml) in den Proben berechnen. Hierzu wurden die
Extinktionswerte mit dem Verdiinnungsfaktor 80 und einem Faktor 40, der den spezifischen
Extinktionskoeffizienten von einzelstringiger RNA (A ssRNA) beriicksichtigt,
multipliziert.

Lag eine RNA-Konzentration von iiber 50 pug/ml vor, so wurde sie durch Verdiinnung mit
DNase- und RNasefreiem Wasser auf den genannten Wert eingestellt. Eine Betrachtung des
Verhiltnisses von RNA zu Proteinkonzentration geschah durch die jeweilige Bildung des
Quotienten aus RNA- und Proteinkonzentration (A260 / A280), der Werte zwischen 1,5 und
2,0 annehmen sollte. Im Anschluss an die Konzentrationsbestimmung wurde die vorliegende

RNA unmittelbar in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben.

2.8.3 Durchfiihrung der reversen Transkription

Jeweils insgesamt 30 pl der vorhandenen RNA-Probe wurden in komplementire DNA
(cDNA) umgeschrieben. Um die Anlagerung der Primer zu ermoglichen, wurden der RNA-
Probe 3 pl Random Hexamer Primer zugesetzt und der so entstandene Annealing-Mix bei 70

°C in einem Thermoblock zehn Minuten inkubiert. Nach anschlieBender kurzer (1 min)
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Abkiithlung im Gefrierschrank bei -20 °C wurde das Kondensat durch zehnsekiindige
Zentrifugation gesammelt. Dem Annealing-Mix wurden letztlich folgende Substanzen fiir die
reverse Transkription zugegeben:

. 12 pl First Strand Buffer

. 3 ul ANTP-Mix

. 1,2 ul DTT (0,1 M)

= 9,6 ul DNase- und RNasefreies Wasser (UltraPure™ 0,1 micron filtered)

. 1,8 ul 4 °C kalter RNase-Inhibitor (20 units/ul)

. 3 ul 4 °C kaltes Superscript II (RT)

Das entstandene Gesamtvolumen von 63,6 pul wurde in drei Reagiergefile portioniert
aufgeteilt bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert und schlieflich entweder bei -80 °C eingefroren

oder mittels PCR gemessen.

2.8.4 Quantitative real-time PCR

Das genetische Material aus Nierenstanzbiopsien, Tumorzelllinien oder Lymphozyten wurde
mittels quantitativer real-time PCR (TagMan™ PCR) amplifiziert und mit dem ABI PRISM
7700 Sequence Detection System durchgefiihrt. Die PCR-Vorbereitung wurde in einem
anderen Raum als die PCR selbst durchgefiihrt, um eine Kontamination zu vermeiden.
Ebenso wurde mit Einmalhandschuhen unter einer sterilen Werkbank gearbeitet, die zuvor

mittels UV-Bestrahlung von Fremd-DNA befreit wurde.

2.8.4.1 Primer und Sonden

Als Startermolekiil fiir die eingesetzte Taqg-Polymerase wurden synthetisch hergestellte
einzelstringige Oligonukleotide (RNA), so genannte Primer verwendet. Diese waren mit
einer Liange von 21 bis 25 Nucleotiden der gesuchten DNA-Sequenz zwischengeschaltet.
Primer, deren Sequenzen spezifisch fiir CRP waren, bildeten die Grundlage fiir eine ebenso
spezifische cDNA Detektion (Primer von TIB MOLBIOL, Berlin, eingestellt auf 10 uM).
Innerhalb der durch die Primer festgelegten Grenzen hybridisierte die mit einem Quencher
(TAMRA)- und Reporter (VIC)-Farbstoff markierte, fiir CRP spezifische Sonde (PE Applied
Biosystems).

Als interne Amplifikations-Kontrolle wurde das Gen der Hypoxanthinphosphoribosyl-
Transferase (HPRT) verwendet [Moniotte et al., 2001]. Entsprechende Primer und Sonden

wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H.-D. Volk, Berlin, zur Verfiigung gestellt.
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Analog zur CRP-Sonde wurde auch hier der Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-
tetramethyl-rhodamin) an die Sonde fiir HPRT gekoppelt, jedoch verfiigte diese iiber den
Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxy-Fluorescin). Die Reaktionen fiir CRP und HPRT
wurden als Multiplex-PCR in gleichen Reaktionsgefialen durchgefiihrt.

Tabelle 1:

Sequenzen der Primer und Sonden zum Nachweis von CRP- und HPRT-spezifischer cDNA

Oligonukleotid Sequenz (5> 3')
crp | opward gAA CTT TCA gCC gAA TAC ATC TTT T
Roverse CCT TCC TCg ACA TgT CTg TCT
Sonde VIC — Cag gCC CTT gTA TCA CTg gCA gCA gg - TAMRA
prT| | onvard AgT CTg gCT TAT ATC CAA CAC TTC g
RFi‘i’;r:re gAC TTT gCT TTC CTT ggT CAg g
Sonde | FAM—TTT CAC CAg CAA gCT TgC gAC CTT gA - TAMRA

2.8.4.2 Hep3B-Zellen

Die Verwendung der zur CRP-Produktion stimulierten humanen Hepatom-Zelllinie Hep 3B
[Aden et al.,, 1979] als Kalibrator fiir die quantitative real-time PCR wurde durch die
freundliche Unterstiitzung von Prof. Dr. med. W. Jelkmann, Institut fiir Physiologie des

Universitétsklinikum Liibeck, moglich gemacht.

2.8.4.3 Reaktionsansiitze fiir die real-time PCR

Die notwendigen Reagenzien wurden als gemeinsamer Mastermix mit einem Gesamtvolumen
von 23 ul je Probe angesetzt. Der Mastermix enthielt sowohl die benétigte Ampli Taq Gold
DNA Polymerase und dNTPs mit dUTP als auch die passive Fluoreszenzfarbstoff-Referenz
ROX und optimale Puffer-Komponenten. Erst kurz vor Einsatz in das TagMan™Cycler
wurden dem Mastermix 2 il cDNA hinzugefiigt, so dass ein Endvolumen von 25 ul zugrunde

lag.

Mastermix (25 pl):

. 12,5 ul TagMan™ Universal PCR Master Mix (2x)
. 0,75 ul CRP forward primer (300 nM)

. 0,75 pl CRP reverse primer (300 nM)

. 0,75 ul CRP probe (300 nM)
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. 0,15 ul HPRT forward primer (60 nM)

. 0,15 ul HPRT reverse primer (60 nM)

= 0,25 ul HPRT probe (100 nM)

= 7,7 Wl UltraPure™ 0,1 micron filtered (Dnase-, Rnase-frei)

- 2 ul Template (cDNA)

Der durch Pipettieren und Riittlervibrationen durchmischte Mastermix wurde in die PCR-
Reaktionsgefifle verteilt. Die luftfreie Zugabe der cDNA (2 pl/Reaktionsgefal3) erfolgte nach
kurzer Zentrifugation der Proben.

Wihrend jeder molekularbiologischen Bestimmung wurde eine Negativkontrolle mit DNase-
und RNase-freiem Wasser (UltraPure™ 0,1 micron filtered) mitgefiihrt sowie die als
Kalibrator und Positivkontrolle geeigneten Hep3B-Zellen eingesetzt. Alle Ansétze wurden als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die PCR-Reaktionsgefi3e wurden nach Verschluss mittels

optical caps in den TagMan™Cycler eingesetzt.

2.8.4.4 Reaktionsbedingungen und Ablauf

Zu Beginn der PCR erfolgte die Aktivierung der Tag-Polymerase AmpliTaq Gold durch
zehnminiitige Inkubation bei 95 °C. Die iiber 45 Zyklen verlaufende DNA-Synthese erfolgte
iiber verschiedene Stufen. Zum einen umfasste der Ablauf eine Temperaturerhdhung auf 95
°C fiir jeweils 15 Sekunden zur Denaturierung doppelstringiger DNA, zum anderen das
Hybridisieren der Primer (annealing) bei niedrigerer Temperatur (62 °C) fiir 60 Sekunden
und zeitlich verkniipft die Synthese neuer komplementirer DNA-Stringe durch Anlagerung

von dNTPs (primer extension). Am Ende der Amplifikation kiihlte das System auf 25 °C ab.

2.8.4.5 Relative Quantifizierung der cDNA

Wihrend der Amplifikation der cDNA wurde durch das real-time PCR-Verfahren die
Vervielfiltigung der Zielsequenz in jedem Zyklus quantitativ gemessen. Bei der relativen
Quantifikation werden Anderungen der Gen-Expression in einer Probe in Relation zu einer
anderen — nicht von ihr abhédngigen oder regulierten — Referenzsubstanz gesetzt. Die aktive
Referenz, wie HPRT, stellte eine endogene Amplifikationskontrolle dar, welche ko-
amplifiziert wurde. HPRT wird konstant exprimiert und unterliegt keinen
Regulationsmechanismen. Die Nutzung einer passiven Referenz, wie der im Mastermix

enthaltene Farbstoff ROX, ermoglicht es auch PCR-unabhingige Fluktuationen der
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Fluoreszenzsignale auszugleichen. Die Analyse erfasster Daten erfolgte mit Hilfe der
Sequenz Detektor 1.6.3. Software.

Die initialen Zyklen waren durch geringe Fluoreszenzinderungen gekennzeichnet und legten
die Basislinie (baseline) der Amplifikationskurve fest. Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals
iber diese Linie hinweg deutete auf eine Detektion akkumulierter Zielsubstanz hin, wobei die
baseline das mittlere Fluoreszenzsignal wiedergab, welches zwischen drittem Zyklus und
dem Zyklus kurz vor dem exponentiellen Anstieg einer spezifischer Amplifikation gemessen
worden war. Dabei stellte der so genannte threshold einen Schwellenwert dar, der die
durchschnittliche 10-fache Standardabweichung der normalisierten Intensitit der
Reporteremission in den frithen PCR-Zyklen anzeigt und an den Beginn der exponentiellen
Steigung gesetzt wurde. Er ermoglichte eine Differenzierung zwischen spezifischer und
unspezifischer Amplifikation.

Der Parameter C; (cycle of threshold) ist definiert als eine fraktionelle Zyklusnummer, an dem
das Fluoreszenzsignal den festgelegten threshold tiberschreitet und in die logarithmische
Phase iibergeht. Je weniger Amplifikationszyklen benétigt wurden, um diesen Zeitpunkt zu
erreichen, desto hoher ist die urspriingliche Konzentration der gesuchten Sequenz in der
Probe.

Mittels der von PE Applied Biosystems entwickelten AAC-Methode wurde das relative
Expressionsniveau der Zielsequenz bestimmt. Hierzu wurde das gemessene Signal der
Zielsequenz, ebenso das des eingesetzten Kalibrators, mit Hilfe der endogenen Referenz (hier
HPRT) normalisiert. Verwendung fanden jeweils Mittelwerte einer Doppelbestimmung und
es wurde die Differenz zwischen cDNA-Konzentration von CRP bzw. des Kalibrators Hep3B
und HPRT gebildet. AnschlieBend wurde der errechnete ACi-Wert jeder Probe in Beziehung
zu dem Kalibrator (ACtyep3p) gesetzt, um die Basis fiir vergleichbare Ergebnisse zu schaffen.
Hieraus ergab sich der AAC-Wert, aus dem das relative Expressionsniveau der Zielsequenz
iiber 24 berechnet wurde.

Analog zur Methodik fiir die Proben aus RCC wurde die PCR auch fiir die oben

beschriebenen vorbereiteten Tumorzelllinien und Lymphozyten durchgefiihrt.

29 CRP-Bestimmung im Plasma

Die quantitative immunturbimetrische Bestimmung des CRP im Plasma der Patienten erfolgte
anhand des Latex-Immunoassay ,,CRP Vario* im Institut fiir Klinische Chemie des
Universitétsklinikums Liibeck. Das Testprinzip beruht auf einer Antigen-Antikorper-

Agglutinationsreaktion zwischen dem in der Probe vorhandenen CRP und dem Anti-CRP-
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Antikorper, der auf Latexpartikeln adsorbiert ist. Die Agglutination wurde als
Extinktionsidnderung bei 572 nm gemessen, deren Intensitédt proportional zur Menge an CRP

in der Patientenprobe war. Der Test gilt als hoch prizise und reproduzierbar.

2.10 Statistik

Alle Daten sind — wenn nicht anders angegeben — als Mittelwert zuziiglich bzw. abziiglich
Standardabweichung angegeben.

Die Abhingigkeit der CRP-Plasmawerte sowie der quantitativen mRNA-Werte vom
jeweiligen Tumor- und Grading-Stadium wurde mit Hilfe des nicht-parametrischen Kruskal-
Wallis-Tests analysiert.

Der Vergleich der quantitativen mRNA-Expression zwischen den verschiedenen Bereichen
der nephrektomierten Nieren wurde mit Hilfe des nicht-parametrischen Wilcoxon-Test
durchgefiihrt (gepaarte Analyse).

Die quantitative mRNA-Expression in den jeweiligen Tumor- bzw. Nierenabschnitten sowie
die TumorgroBe in cm wurde mit Hilfe des y2-Tests nach Pearson in Beziehung zu den
entsprechenden CRP-Plasmawerten gesetzt. Diese Analyse wurde zudem mit Hilfe der
partiellen Korrelationsanalyse fiir die EinflussgroBen Alter, Geschlecht und Histologie des
Tumors korrigiert.

Die Analyse der quantitativen CRP mRNA-Expression in den jeweiligen Tumor- bzw.
Nierenabschnitten in Abhédngigkeit von dem histologischen Subtyp (klarzellig vs. papillir)
wurde mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.

Ein Signifikanzniveau von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Priaoperative Plasma-CRP-Werte: Abhingigkeit von Tumorstadium und
Differenzierungsgrad

Es wurden die pridoperativen Plasma-CRP-Werte aller 40 Patienten im Hinblick auf das
zugehorige Tumorstadium und den jeweiligen Differenzierungsgrad des Tumors analysiert.
Die Daten sind der Tabelle A des Anhangs zu entnehmen. Der CRP-Spiegel im Plasma wurde
mit Hilfe eines Lateximmunoassays jeweils einen Tag vor der geplanten Tumornephrektomie
ermittelt. Der Normalwert liegt hier bei < 5 mg/l. Um das Vorliegen eines systemischen
Entziindungsprozesses, der groBen Einfluss auf den CRP-Plasmaspiegel nimmt, weitgehend
auszuschlieBen, wurde zeitgleich die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut bestimmit,
welche sich bis auf 5 Patienten im Normbereich von 4,3 bis 10,0 /nl befanden. Es wurde bei
22 der ausgewdhlten Patienten eine Urin-Kultur angelegt, in der es zu keinem signifikanten
Keimwachstum kam und die folglich als negativ beurteilt wurde. Somit war bei diesen
Patienten auch das Vorliegen eines Harnwegsinfektes unwahrscheinlich.

Die histologische Priifung laut UICC Klassifikation von 1997 [Guinan et al., 1997] erfolgte
durch einen ortsansdssigen Pathologen, welchem die CRP-Daten nicht bekannt waren.
Aufgrund meist negativer oder unbekannter Daten betrachteten wir weder den
Lymphknotenstatus (N) noch den Metastasierungsgrad (M) der Tumoren in unseren
Analysen. Die CRP-Plasma-Spiegel waren signifikant erhoht bei Patienten mit steigenden
Tumorstadien (¥? = 5.68; p = 0.05) und undifferenzierten Tumoren (}2 = 6.52; p < 0.05;
Kruskal-Wallis-Test). Abbildung 4 =zeigt diesen Zusammenhang. Die partielle
Korrelationsanalyse- korrigiert fiir Alter, Geschlecht und Tumorhistologie- bestitigt den
Zusammenhang zwischen hoheren CRP-Werten und Tumorstadien (r = 0.3312; p < 0.05)
ebenso wie fiir die Tumordifferenzierung (r = 0.4327; p < 0.01). Eine signifikante
Abhingigkeit der pridoperativen CRP-Plasma-Werte von der reinen Tumorgréfe in

Zentimeter lieB sich allerdings nicht erkennen (p = 0.42, Pearson-Test, x2-Test).
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Abbildung 4: Prioperativer CRP-Plasmaspiegel von 40 Patienten mit Nierenzellkarzinom in

Korrelation zu Tumorstadium (T1 - 3) und Grad der Differenzierung (G1 - 3)
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3.2  Postoperative Plasma-CRP-Werte

Im Abstand von 4 bis 6 Wochen nach Tumornephrektomie konnten bei 20 der 39 analysierten
Patienten Plasma-CRP-Werte eruiert werden, die in Tabelle A des Anhangs aufgefiihrt sind.
Dabei zeigte sich, dass bei 11 von 20 (55 %) der postoperative CRP-Wert abnahm, dagegen
bei 9 von 20 stabil blieb oder sogar zunahm. Letzteres lie sich in der Regel auf eine

postoperative Komorbiditit zuriickfiihren (lokale Wundinfekte, Abszesse oder Pneumonien).
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Es war festzustellen, dass mehr als 60 % der Patienten mit einem postoperativen Abfall des
CRP-Plasmawertes Tumoren mit hoherem Tumorstadium (T2, T3) und sogar mehr als 90 %

(90.90 %) eher undifferenzierte Tumoren (G2, G3) aufwiesen (nicht gezeigt).

3.3 Tumorzelllinien (Synthese von CRP in Karzinomzelllinien ir vitro)

Eine Synthese des C-reaktiven Proteins wurde in vitro anhand von vier verschiedenen
geziichteten Karzinomzelllinien der Niere ermittelt. Die kultivierten Zelllinien wurden mit
Hilfe der APAAP-Technik und der real-time PCR auf eine Expression von CRP untersucht.
Die Zelllinien blieben unstimuliert und es erfolgte jeweils ein Doppelansatz.

Unstimulierte Caki-Zellen und die Tumorzellreihen SK-RC 35, 47 und 58 zeigten eine
homogene zytoplasmatische CRP-Firbung bei der Anwendung monoklonaler anti-CRP-
Antikorper und der APAAP-Technik (Abbildung 5a,b). Sowohl Isotyp- als auch

Negativkontrolle zeigten keine Rotfarbung.

Abbildung 5(a,b): Immunhistochemische Darstellung der CRP-Synthese durch die unstimulierte
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CRP in der Caki-Zelllinie (400x VergroBerung) Isotypantikorper (400x VergroBerung)

Um die nachgewiesene CRP-Expression der Karzinomzelllinien auch auf mRNA-Ebene zu
belegen, studierten wir alle Zelllinien mittels quantitativer real-time PCR. Native Caki-
Zellen, SK-RC 35, 47 und 58 ergaben ein klares Amplifikationssignal fiir die gesuchte CRP-
mRNA. Dieses lag ungefdhr 3 - 5 log-Stufen unterhalb der maximal stimulierten Hep3B-
Kontrolle (s. Tabelle 2).
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3.4 Lymphozyten des peripheren Blutes

Lymphozyten des peripheren Blutes wurden ebenfalls der immunhistochemischen
Farbemethode und molekularbiologischen Untersuchung zuginglich gemacht. Unter
Verwendung von Vollblut dreier freiwilliger Spender wurden diese iiber Zeitintervalle von 6,
12, 24 und 48 Stunden stimuliert. Hierzu wurde LPS als Stimulans fiir Lymphozyten, jedoch
auch IL-l1a, IL-6 und TNF-a verwendet. Zur Kontrolle wurde je eine Probe des
entsprechenden Zeitintervalls unstimuliert belassen. Die Untersuchungen wurden als
Doppelansatz vorgenommen.

Nach erfolgter Inkubation ergab die immunhistochemische Farbung unter Verwendung eines
monoklonalen Anti-CRP-Antikorper kein Nachweis von CRP. Eine Rotfirbung blieb sowohl
bei unstimulierten als auch bei stimulierten Lymphozyten einschlieBlich der jeweiligen
Isotypkontrolle in allen drei Proben aus.

Die Auswertung der molekularbiologischen Untersuchung der unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten iiber vier Zeitintervalle hinaus ergab keinen Hinweis auf eine stattgehabte

Amplifikation von CRP mRNA Transkripten (Tabelle 2).

Tabelle 2: Relatives Expressionsniveau von CRP mRNA innerhalb der angegebenen
Tumorzelllinien und Lymphozyten mittels real-time PCR bezogen auf Hep3B

Zellkultur CRP mRNA
Caki 0.147390
SK-RC 35 0.262920
SK-RC 47 0.126540
SK-RC 58 0.000693
Lymphozyten* 0
(n=3)
Hep3B 1

*Lymphozyten sind iiber die angegebenen Zeitintervalle sowohl stimuliert als auch unstimuliert betrachtet
worden

3.5 Synthese von CRP in Nierenzellkarzinomen in vivo

Um eine CRP-Synthese von Nierenzellkarzinomen nachzuweisen, wurden Gewebeproben
(Stanzbiopsien fiir die Firbetechnik, Gewebeblocke fiir die PCR) von insgesamt 40
Tumornieren nephrektomierter Patienten sowohl immunhistochemisch mittels APAAP-
Technik als auch molekularbiologisch mit Hilfe der real-time PCR untersucht. Unter
Beriicksichtigung der drei unterschiedlichen Entnahmezonen der Biopsien konnten

Riickschliisse auf eine mogliche spezifische Produktionslokalisation gezogen werden.
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In Tabelle A im Anhang sind alle Patienten mit demographischen Angaben wie Alter,
Geschlecht, TumorgroBle, zugehorige histologische Diagnose einschlieBlich der TNM-
Klassifikation von 1997 [Guinan et al., 1997], Grading [Thoenes et al., 1986] und pra- und
postoperativer CRP-Wert, sowie Leukozyten im Plasma wiedergegeben. Soweit eine
Urinkultur angelegt wurde, findet dies ebenfalls Erwidhnung. Laborwerte und Urinkultur
wurden von ortsansdssigen unabhéngigen Instituten untersucht. Ebenso diagnostizierte ein
unabhingiger Pathologe die Histologie der Tumornieren aus einem zeitnah entnommenen
Stanzzylinder. Die Nachweisbarkeit von CRP mRNA in den Stanzzylindern mittels PCR
bezogen auf die drei unterschiedlichen Nierenregionen wird in Tabelle B gezeigt. Ebenso
préasentiert Tabelle B eine als positiv zu wertende immunhistochemische Rotfarbung fiir das
CRP-Protein in Abhingigkeit der verschiedenen Entnahmezonen und bezogen auf die Menge
der vorhandenen (Tumor-) Zellen im Vergleich zu gegebener Nekrosezone der

Gewebeschnitte.

3.5.1 Immunhistochemie

Bei der Auswertung der in APAAP-Technik gefarbten Gefrierschnitte wurden grundsitzlich
Rotfidrbungen als positiv angesehen, jedoch nicht, wenn sie sich innerhalb von Nekrosen oder
direkt am Rand des Schnittes befanden. Die Rotfarbung zeigte die Interaktion von CRP und
dem verwendeten monoklonalen Primirantikorper an. Die durchgefiihrte Isotyp- und
Negativkontrolle zeigte bis auf Rotfirbungen der Nekrosezonen und/oder diverse
Randartefakte keine positive Anfarbung fiir CRP.

Eine gesunde Niere weist eine geordnete Struktur, die einer Unterteilung in Mark und Rinde
entspricht, auf, welche sowohl Glomeruli als auch einzelne Tubuli nebeneinander sowie
GefiBanschnitte mit Endothelien enthilt. Nierenzellkarzinome zeigen als epitheliale maligne
Tumoren des Nierenparenchyms neben Nekrosezonen eine Vielzahl unterschiedlich
differenzierter Zellen des Nephrons und Gefde. Der am hiufigsten vorkommende
Nierenkarzinomtyp (80 %) stellte sich in dieser Studie als eine Anhdufung grofer Zellen mit
eher kleinem Zellkern und hellem Zytoplasma dar. Aufgrund seiner Morphologie wird dieser
auch als klarzellig bezeichnet. Papillir wachsende Nierenkarzinome traten dagegen nur zu
22,5 % (in der Literatur sogar nur 10 %) auf und weisen ein baso- oder eosinophiles
Zytoplasma auf. Beide Typen beinhalten Merkmale des proximalen Tubulus. Zwei Préparate
prasentierten Eigenschaften beider Karzinomtypen. Ein spindelzellartig wachsender

Tumortyp wurde in den weiterfolgenden Analysen nicht beurteilt, da dieser mesenchymalen
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Ursprungs war und sich in dieser Arbeit auf die Betrachtung epithelialer Nierenzellkarzinome
beschrinkt wurde.

Jeder Schnitt wurde systematisch durchgemustert und es konnte je nach Zellgehalt eine
prozentuale Abstufung der Rotfarbung und damit der mutmaBlichen CRP-Produktion
vorgenommen werden. Der Tumorzellanteil des Tumorzentrums (1) variierte sehr stark von 0
bis 90 %, wobei es sich bei den verbleibenden Priparatabschnitten meist um Nekrosen
handelte. Die mit der Ziffer 2 bezeichnete Tumorgrenzzone (2) zwischen Tumorzentrum und
makroskopisch gesund aussehenden umliegenden Gewebeabschnitten der Niere zeigte im
Gegensatz zum Tumorzentrum einen insgesamt hoheren Tumorzellanteil (durchschnittlich
68,4 %), der im einzelnen zwischen 20 und 90 % lag. Ein ebenso hoher Zellanteil (68,4 %)
und eine vergleichbare Varianz (10 - 90 %) wies das umliegende Gewebe (3) auf.

Die Bewertung der CRP-spezifischen Fiarbung erfolgte jeweils bezogen auf den Anteil des
zelluldaren Materials des Prédparates. Wie in Tabelle B des Anhangs wurden je drei
Positivitdtsabstufungen vorgenommen, denen ein prozentualer Anteil an der Zellsubstanz
zugeordnet wurde. Ungeachtet dieser Abstufungen konnte in allen Nierenregionen (1, 2 und
3) eine liberwiegend positive CRP-Anfiarbung beobachtet werden. Dabei wurde auffillig, dass
die besonders zellreiche Tumorgrenzzone (2) durchschnittlich 84,6 % CRP-Positivitit zeigte.
Im Tumorzentrum (1) und dem tumorangrenzenden Gewebe (3) waren immerhin noch mehr
als 50 % der Schnitte positiv fiir CRP. Die aufgefiihrte tabellarische Darstellung (Tabelle 3)

fasst diesen Sachverhalt zusammen.

Tabelle 3: Quantitatives Verhiltnis der immunhistochemischen CRP-Anfirbung in
Abhingigkeit von der Lokalisation innerhalb der karzinombefallenen Niere unter
Beriicksichtigung einer prozentualen Abstufung des positiven CRP-Nachweises

Relativer CRP
Protein- Tumor/-Nierenregion
Nachweis 1 2 3
- 17 (42 %) 6 (15 %) 18 (46 %)
+ 13 (34 %) 18 (46 %) 17 (44 %)
++ 7 (18 %) 13 (33 %) 3 (8 %)
+++ 2 (5 %) 2 (5 %) 1 (3 %)
absolut 39 (100 %) 39 (100 %) 39 (100 %)

(- Anfirbung < 10 %, + 10 - 40 % Rotfarbung, ++ 40 — 80 % Rotfarbung, +++
> 80 % der Zellen sind angeférbt)
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Abbildung 5(c-f): Gefrierschnitte der Nierenzellkarzinome und des umgebenen Gewebes nach
immunbhistochemischer Anfirbung mittels APAAP-Technik unter Verwendung monoklonaler
Antikorper

Abbildung 5c: CRP-Nachweis perinukleiir in nahezu allen Tumorzellen der Grenzzone
neben Tumorzellclustern mit intensiver homogener Firbung (Pat. Nr. 12, Originalgrofie
x200)

Abbildung 5d: Isotypkontrolle der Grenzzone (Pat. Nr. 12, Originalgrofie x200)
Abbildung Se: Detaillierte Darstellung der Immunreaktivitit in Nierenzellkarzinomen
(Pat. Nr. 12, OriginalgroBe x400)

Abbildung 5f: Immunreaktivitit des CRP in angrenzenden Nierengewebe mit starker
perinukleiirer Anfirbung der meisten Tubulusepithelzellen und einiger homogen
gefarbter Tubuli (Pat. Nr. 12, Originalgrofe x100)
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Immunhistochemisch wurde im groen und ganzen ein perinukleédres Fiarbemuster fiir CRP
beobachtet, welches entweder an einzelnen Tumorzellen der Nekrosezonen oder an beinahe
allen Tumorzellen der Grenzzone (Abbildung 5c,d) lokalisiert werden konnte.
Interessanterweise erschien die CRP-Produktion in manchen Fillen als ein sehr helles
homogenes Fiarbemuster, welches in Clustern von Tumorzellen der Tumorgrenzzone
(Abbildung 5Se) auftrat. Im makroskopisch gesund anmutenden umgebenen Nierengewebe des
RCCs war die CRP-Produktion begrenzt auf das Tubulusepithel, in welchem die Farbung
dem gleichen Muster folgt, wie dies schon bei den Tumorzellen selbst beobachtet wurde. Es
zeigte sich eine perinukledre Firbung der meisten Epithelzellen, jedoch ebenso eine helle
zytoplasmatische Féarbung in einigen Nierenkanédlchen (Abbildung 5f). Aufgrund der relativ
schlechten Qualitidt der Gefrierschnitte war es nicht moglich, einzelne tubuldre Segmente, die

fiir diese zwei unterschiedlichen Farbemuster verantwortlich waren, genauer zu definieren.

3.5.2PCR

Es wurde die CRP mRNA-Expression aus cDNA-Priparationen von Tumorgewebe und
angrenzenden makroskopisch gesundem Gewebe der Niere mittels quantitativer real-time
PCR ermittelt. Des Weiteren wurde der jeweilige Mittelwert einer Doppelbestimmung zur
Berechnung im Rahmen der Quantifizierung benutzt. Fiinfundzwanzig von 32 Proben (78 %)
abstammend vom Tumorzentrum, 30 von 36 (83 %) von der Tumorgrenzzone, aber auch 32
von 36 (89 %) Stanzen vom angrenzenden makroskopisch gesunden Gewebe waren positiv
fir die CRP mRNA. Die gemessenen C-Werte fiir CRP wurden mit denen von HPRT als
interne Kontrolle abgeglichen und wie geschildert in Beziehung zur Positivkontrolle Hep3B
gesetzt. In Tabelle B des Anhangs ist das errechnete relative Expressionsniveau der CRP
mRNA angegeben, wobei ein Wert groBBer als Null einen positiven CRP mRNA Nachweis
ausdriickt. Aus einigen Proben konnte, wie aus der Tabelle B ersichtlich, nicht auf die CRP-
Expression geschlossen werden, da aufgrund des geringen RNA-Gehaltes dieser Proben die
interne HPRT-Kontrolle zu schwache Signale lieferte. C-Werte der HPRT-Amplifikations-
Plots lagen normalerweise in der GroBenordnung zwischen 20 und 25. Proben mit Werten
tiber 30 wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen. Abbildung 6 gibt ein repréisentatives
Beispiel von CRP und HPRT Amplifikations-Plots fiir die drei verschiedenen Nierenregionen
(Patient Nr. 41). Des Weiteren muss darauf hingewiesen werden, dass eine Probe (Patient Nr.
39) aufgrund oben genannter histologischer Gegebenheiten aus der Wertung genommen

wurde.
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Abbildung 6: CRP mRNA-Nachweis mittels quantitativer real-time TagMan™ PCR
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Dargestellt sind die Amplifikationskurven fiir den Nachweis von CRP mRNA (oben) und HPRT mRNA (unten)
des Patienten 41. C1, 2 Tumorzentrum; C3, 4 Tumorrandzone; C5, 6 benachbartes Nierengewebe. x-Achse:
PCR-Zyklen. y-Achse: normalisiertes Reportersignal ARn (VIC-Farbstoff fiir CRP, FAM-Farbstoff fiir HPRT)

In solchen Proben, die zur Analyse geeignet waren, wurde eine bemerkenswert hohere CRP-
mRNA-Expression im tumorabstammenden Gewebe im Vergleich zu makroskopisch
gesunden Bereichen beobachtet. Dieser Unterschied war statistisch signifikant zwischen der
Tumorgrenzzone und angrenzenden Nierengewebe (Wilcoxon-Test, p < 0.01; Abbildung 7a).
Die Hohe der CRP-Expression in den einzelnen Bereichen der Nephrektomieprédparate
korrelierte jedoch hochsignifikant miteinander: r = 0.964 fiir das Tumorzentrum im Vergleich
zur Randzone, r = 0.822 fiir das Tumorzentrum im Vergleich zum angrenzenden
makrospkopisch gesunden Nierengewebe und r = 0.676 fiir die Tumorgrenzzone im Vergleich

zum angrenzenden makroskopisch gesunden Nierengewebe (alle p < 0.001). Dies lédsst auf
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Abbildung 7a: CRP mRNA-Expression aller 39 Nierenzellkarzinome bezogen auf
Tumorzentrum, Randzone und angrenzendes Nierengewebe in der real-time TagqMan™ PCR
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Abbildung 7b: CRP mRNA-Spiegel dreier verschiedener Tumorregionen im Hinblick auf den
Grad der Differenzierung in der real-time TagMan™ PCR
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eine parakrine oder systemische Stimulation der CRP-Expression, nicht jedoch auf eine
intrinsische oder autokrine Stimulation schlieen. Die Hohe der CRP-Expression korrelierte
dariiber hinaus sehr mit dem Differenzierungsgrad (G-Stadium; x? = 12.74, p < 0.01 fiir das
Tumorzentrum; ¥2 = 13.64, p < 0.01 fiir die Tumorrandzone und %2 = 6.73, p < 0.05 fiir
angrenzendes makroskopisch gesundes Nierengewebe). Die CRP mRNA-Spiegel in
Abhingigkeit vom jeweiligen Tumorgrad wurden in Abbildung 7b graphisch anschaulich
gemacht. Dagegen fand sich keine Abhéngigkeit der CRP-Expression vom Tumorstadium
(nicht gezeigt).

Die Analyse der histologischen Subtypen (klarzellig vs. papilldar) offenbarte zudem eine
signifikant hohere CRP-Expression in klarzelligen Tumoren (Abbildung 8, p < 0.05, Mann-
Whitney U-Test).

Abbildung 8: CRP mRNA-Expression in Abhiingigkeit vom histologischen Subtyp
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Der Vergleich zwischen RNA- und Proteinexpression ist in Tabelle 4 gegeniibergestellt.

Als besonders interessant konnte zudem eine signifikante Korrelation zwischen den
quantitativen CRP mRNA Spiegeln innerhalb des Tumors und den CRP Plasmaspiegeln
nachgewiesen werden (Abbildung 9). Diese Korrelation bestand sowohl fiir das
Tumorzentrum, den Tumorrand als auch das angrenzende gesunde Nierengewebe (fiir die

ersten beiden gezeigt in Abbildung 9).
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Tabelle 4: Quantitative Darstellung des CRP-Proteinnachweises in der immunhistochemischen
Untersuchung und der gemessenen CRP mRNA-Expression in der real-time PCR bezogen auf
die urspriingliche Tumor- bzw. Nierenregion

Tumor/- CRP-Protein CRP mRNA
Nierenregion + - + -
1 22 (56%) 17 (44%) 25 (78%) 7 (22%)
2 33 (85%) 6 (15%) 30 (83%) 6 (17%)
3 21 (54%) 18 (46%) 32 (89%) 4 (11%)

1 Tumorzentrum, 2 Grenzzone, 3 angrenzendes Nierengewebe

+ positiver CRP-Nachweis (> 10 % Rotfirbung bzw. relatives Expressionsniveau > Null)
— CRP negativ (keine oder < 10 % Anfirbung bzw. relatives Expressionsniveau bei Null)
Angabe in Absolutzahlen der Proben und in Prozent

Abbildung 9: Korrelation zwischen prioperativen CRP-Plasmaspiegel und CRP mRNA
Expression innerhalb des Tumors
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Graphische Darstellung der Abhingigkeit der CRP mRNA vom prioperativen CRP-Plasmaspiegel. Auch nach
Korrektur moglicher Storfaktoren wie Alter, Geschlecht, histologischem Subtyp sind die Korrelationen noch
signifikant .

Tabelle B (siche Anhang) zeigt eine sehr viel detailliertere Ubersicht iiber den
Zusammenhang der quantitativen Expression von CRP auf Protein- und mRNA-Ebene.

Hieraus lief sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen beiden Variablen ableiten.
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4. Diskussion

Patienten, die an einem Nierenzellkarzinom erkrankt sind, weisen eine eingeschrinkte
Uberlebenszeit, insbesondere bei fortgeschrittenen Tumoren, auf. Eine Heilung ist hier selten
moglich. Ziel palliativer Therapieansitze sollte — neben einer rein supportiven Behandlung —
die Verlingerung der Uberlebenszeit sein. Ob eine aktive Intervention bei fortgeschrittenen
Malignomen Erfolg versprechend ist, kann oft erst retrospektiv beurteilt werden. So ist es
hilfreich, sich prognostischer Faktoren zu bedienen, mit deren Hilfe Uberlebenszeit und
Prognose des Patienten abgeschiitzt werden konnen. Des Weiteren ist die Uberlegung
anzustellen, welche Rolle dieser Marker in der Pathogenese und Entwicklung des malignen
Tumors besitzt. Ist es moglich, diesen Sachverhalt zu kldren, so ergeben sich hieraus
mogliche Ansatzpunkte fiir eine bessere palliative oder sogar kurative Therapie der
jeweiligen Krebserkrankung.

In Anlehnung an die Tatsache, dass zahlreiche Studien [Masuda et al., 1998; Atzpodien et al.,
2003; Cassamassima et al., 2005] eine postoperative Erhohung der CRP-Spiegel im Blut von
Patienten mit erneuter Tumorprogression zeigten, lidsst sich spekulieren, ob es eine positive
Korrelation zwischen CRP-Wert und Ausmal3 des Tumors (Stadium, Metastasen) gibt und
der Tumor der Herkunftsort erhohter Plasma-CRP-Werte ist. Es stellt sich die Frage nach
einem Zusammenhang zwischen lokalen und invasiven tumordsen Prozessen und dem
Vorkommen des Akut-Phase-Proteins im Plasma.

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis einer CRP-Synthese durch Tumorzelllinien und
Nierenzellkarzinome; der Korrelation zu Plasma-CRP-Werten untersuchter Patienten vor und

nach einer Tumornephrektomie galt dabei besonderes Augenmerk.

4.1 Priaoperative Plasma-CRP-Werte

Bei den meisten der hier untersuchten Patienten bestand ein mit dem Tumorleiden
einhergehender erhohter CRP-Plasmawert (> 5 mg/l). Diese CRP-Erhthung war klinisch
nicht auf einen Infekt (Fieber, Schiittelfrost, Husten, Dysurie) zuriickzufithren und die
Patienten befanden sich in einem befriedigenden Allgemeinzustand, welcher nicht gegen die
Durchfiihrung einer Tumornephrektomie sprach.

Die prioperativen CRP-Plasmaspiegel zeigten eine signifikante Korrelation zum
Tumorstadium [TNM-Klassifikation gemdl UICC, Guinan et al., 1997]. Diese Befunde
passen gut zu Daten aus der Literatur, die zeigten, dass besonders Patienten mit

fortgeschrittenen Tumoren hohe CRP-Plasma-Werte aufweisen, die vermutlich als
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prognostisch ungiinstiges Zeichen zu werten sind. Verschiedene Autoren konnten einen
Zusammenhang zwischen pridoperativem CRP-Wert und der Ausdehnung sowie dem
malignen Potential von bosartigen Tumoren darstellen [Wu et al., 1996; Wigmore et al.,
2001; Earlam et al., 1996]. Nozoe et al. studierten 127 Patienten mit kolorektalem Karzinom
und fanden eine signifikant hohere Inzidenz an Lebermetastasen, Peritonealkarzinomatose,
vergrolerten Lymphknoten und intravaskulidrer Invasion bei Patienten mit prioperativ
erhohten CRP-Werten im Vergleich zu denen mit niedrigeren Werten [Nozoe et al., 1998].
Wigmore et al. (2001) untersuchte die CRP-Plasma-Spiegel von Patienten (n = 202) mit
kolorektalem Karzinom vor und nach der Operation [Wigmore et al., 2001]. Hierbei ergab
sich bei 36 % der Patienten ein pridoperativer CRP-Wert von 10 mg/l oder mehr, welcher
postoperativ bei nur noch 5 % der operierten Patienten erhoht war. Es ldsst sich auch hier
vermuten, dass der primédre Tumor in direkter oder indirekter Form an der CRP-Produktion
beteiligt ist.

Einige Studien zeigten eine Abhéngigkeit des CRP-Wertes von der Tumorlast. Es bestanden
hohere CRP-Spiegel bei Patienten mit Metastasen als bei denen in lokalisierten Stadien
[Huang et al., 2001; O“Gorman et al., 2000; Barber et al., 1999]. Ebenso zeigten sich positive
Korrelationen zwischen Volumen der Lebermetastasen bei kolorektalen Karzinomen und den
Serum-Werten von IL-6. Einige Studien versuchten zu belegen, dass eine zunehmende
Tumormasse mit einer vergesellschafteten Zunahme an Tumornekrose und Entziindung
einhergehe, die die erhohten Plasma-CRP-Werte widerspiegeln wiirden [McMillan et al.,
1995; Wu et al., 1996; O’Gorman et al., 2000; Wigmore et al., 2001]. Dies unterstreicht
unsere Beobachtungen, die eine Abhingigkeit zwischen Tumorstadium und CRP-
Plasmawerten zeigten. Die Tumormasse ist jedoch vermutlich nicht der einzige Faktor, der
auf den CRP-Spiegel Einfluss nimmt. Zum einen kann ein Beitrag der Leber an einer CRP-
Produktion nicht ausgeschlossen werden (IL-6-Steigerung im Plasma der Patienten, [ Yoshida
et al., 2002]), zum anderen bestehen jeweils unterschiedliche inflammatorische
Verinderungen im Tumor, die im Weiteren noch néher erldutert werden.

Ob eine Zytokin- und/oder CRP-Produktion durch den primédren Tumor selbst stattfindet oder
die CRP-Plasmaspiegel eine inflammatorische Antwort darstellen, die mit dem Tumor
assoziiert ist, ist eine Frage groBten Interesses. Nierenzellkarzinome mit inflammatorischer
Begleitreaktion wurden als besonders aggressive Formen mit schlechter Prognose erkannt
[Oya et al., 2003; Oya et al., 2003]. Die Transkription von CRP wird sowohl durch Zytokine
wie IL-6 und IL-1, aber auch durch Komplementkomponenten und Steroidhormonen

induziert. Dabei binden die Transkriptionsfaktoren der hepatischen CRP-Expression an
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C/EBP und STAT (signal transducers and activators of transcription) oberhalb des CRP-
Promotors [Volanakis, 2001].

Neben einem Anstieg der CRP-Plasmaspiegel bei fortgeschrittenen Nierenzelltumoren hoben
Studien eine gleichzeitige Aktivititszunahme eines durch Zytokine induzierbaren
Transkriptionsfaktors ~ NF-kB ~ hervor. =~ Zelllinien @ und  Gewebeproben  von
Nierenzellkarzinomen zeigten erhohte Aktivitit fiir NF-xB und C/EBP- [Oya M et al.,
2001], welchen synergistische Effekte auf die CRP-Expression zugeschrieben wurden
[Agrawal et al., 2003] und schlieBlich mit einem inflammatorisch, aggressiven Phénotyp
einhergehen. Eine Aktivierung von Signalen, die der Verstirkung oder der Induktion von
CRP dienen, konnte eine entscheidende Bedeutung fiir den Nachweis einer CRP-Expression

in Tumoren und dem erhohten CRP-Plasmaspiegel haben.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob CRP in diesem Zusammenhang als Index fiir ein
Tumorrezidiv (Vergleich postoperative Werte) genutzt werden konnte. Beispielsweise sind
prdoperativ erhohte CRP-Werte im Vergleich zu normalen pridoperativen Werten mit
vermehrten Rezidiven nach kurativer Kolorektalresektion assoziiert [McMillan et al., 1995;
Wigmore et al., 2001]. Wihrend McMillan et al. (1995) tiber Tumorrezidive in 73 % der
Félle mit CRP-Werten iiber 5 mg/l und nur iiber 10 % der Patienten mit CRP-Spiegeln von
weniger als 5 mg/l berichtete, fand Wigmore et al. (2001) keinen Unterschied in der
Rezidivrate operierter Patienten mit erhohten oder erniedrigten CRP-Werten.

Neuere Arbeiten von Miki et al. (2004) demonstrierten, dass eine prdoperative Pridsenz von
Akut-Phase-Proteinen die postoperative Uberlebenszeit bei Patienten mit Metastasen
signifikant zu reduzieren vermag und ein erhohtes Serum-CRP mit Rezidiven von
Kolonkarzinomen assoziiert war [Miki et al., 2004].

Ein postoperativer Anstieg des CRP-Spiegels konnte Marker eines Tumorrezidivs sein. Auch
nach Untersuchungen von Patienten mit Nierenzellkarzinomen postulierte Fujikawa et al.
(1999), dass eine postoperative Verlaufsmessung von CRP das Potential fiir die Vorhersage
eines Tumorrezidivs und der Uberlebenszeit besiBe [Fujikawa et al., 1999].

Die Rolle von CRP und der Verdnderungen des Immunsystems bei Patienten mit
metastasierten Nierenzellkarzinom sowohl pré- als auch postoperativ stellten einen Aspekt
dar, der auch durch Fujikawa et al. (2000) Betrachtung fand. Patienten mit préoperativ
erhohten CRP zeigten nach der Tumornephrektomie eine verminderte Konzentration des
Immunsuppressiven sauren Proteins (serum immunosuppressive acidic protein) und einer

erhohten Aktivitidt der Natiirlichen Killerzellen. Fujikawa vermutete, dass im Falle des
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praoperativ erhohten CRPs der Tumor selbst proliferierende Faktoren produziert, welche
nach erfolgter Tumornephrektomie jedoch wegfallen und die geschilderten Verdnderungen
im Immunsystem bedingen [Fujikawa et al., 2000].

Aufgrund geschilderter Studien wire es auch in der vorliegenden Arbeit interessant gewesen,
den Verlauf der Patienten mit praoperativ hohen CRP-Plasmawerten zu begleiten, um
Aussagen iiber deren weitere Prognose hinsichtlich einer Assoziation mit Tumorrezidiven

und der postoperativen Uberlebenszeit treffen zu konnen.

4.2  Postoperative Plasma-CRP-Werte

Bei 20 der untersuchten Patienten war es moglich, postoperative CRP-Plasmawerte zu
erheben. Die Wertigkeit ihrer Beurteilung muss jedoch kritisch begutachtet werden.
Einerseits lassen sich iiber den gesundheitlichen Zustand zum Zeitpunkt der Abnahme nur
wage Aussagen machen, andererseits ist uns das Messverfahren fiir die CRP-Bestimmung
nur in einigen Fillen bekannt, da es hier auf die kollegiale Korrespondenz verschiedener
medizinischer Einrichtungen ankam. Ungeachtet dieser Bemerkungen, lieBen sich bei 55 %
der Untersuchten sinkende CRP-Werte im Plasma konstatieren. Auffallend war hierbei, dass
besonders Tumore mit hohen Tumorstadien und -graden und prioperativ hohem CRP-
Plasmawert einen postoperativen CRP-Abfall im Plasma aufwiesen. Diese Tatsache konnte
ein Indiz fiir eine autochthone CRP-Produktion besonders fortgeschrittener Tumoren sein,
welche infolge der Tumornephrektomie sistiert.

Leider reichten die hier durchgefiihrten Untersuchungen zum postoperativen Verlauf nicht
aus, Aussagen dariiber zu treffen, ob erneut ansteigende CRP-Werte im Plasma mit einem
Tumorrezidiv vergesellschaftet waren — so wie es Nozoe et al. in ihren Arbeiten dargesetllt
hatten [Nozoe et al., 2000 und 2003]. Die Nachbeobachtungszeit unseres Patientenkollektivs

hitte zu diesem Zweck ldnger ausfallen miissen.

4.3 Tumorzelllinien

Kultivierte unstimulierte Caki-Zellen und die Tumorzellreihen SK-RC 35,47 und 58 wurden
mit Hilfe der APAAP-Technik und der real-time PCR auf eine Expression von CRP
untersucht. Es ist bereits bekannt, dass Tumorzellen in der Lage sind, Substanzen wie
Fibrinogen, welches wie CRP in die Gruppe der Akut-Phase-Proteine fillt, zu produzieren,
um deren Vaskularisierungsprozess voranzutreiben [Blood und Zetter, 1990]. Merkmale
maligner Zellen sind neben ihrer barriereiiberschreitenden autonomen Wachstumstendenz

auch die Aktivierung abnormer Stoffwechselwege und paraneoplastischer Syndrome. Diese
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rithren einerseits von Tumorzellprodukten und auch von den von Tumorzellen induzierten
Autoimmunmechanismen her. Ebenso nimmt klinisch die Bedeutung gewisser
Differenzierungsmarker (Tumormarker), die von neoplastischen Zellen sezerniert oder von
der Plasmazellmembran abgestolen werden, aber auch im Serum der Patienten erhoht sind,

Zu.

Die durch diese Arbeit gezeigte homogene zytoplasmatische Anfiarbung der verwendeten
Tumorzelllinien fir CRP in der immunhistochemischen Untersuchung belegte eine
Expression von CRP auf Proteinebene. Friithere Arbeiten wiesen bereits die Anwesenheit von
CRP im Zytoplasma von Kulturen stimulierter humaner Tubulusepithelzellen mittels
APAAP-Technik nach. Allerdings fehlte die CRP-Anfirbung bei unstimulierten
Tubulusepithelzellen [Logering, 2001 und 2004]. In den oben genannten Zellpopulationen
fand sich ein klares Amplifikationssignal fiir CRP-mRNA, was eine Transkription des Akut-
Phase-Proteins CRP durch unstimulierte wie stimulierte Tumorzelllinien belegte. Der
Nachweis einer renalen CRP-Synthese mittels real-time PCR gelang ebenfalls bei humanen
Nierentubulusepithelzellen, die sich wie Hep3B-Zellen durch IL-6 stimulieren lielen
[Logering, 2001]. In unstimulierten Tubulusepithelzellen wies die erwdhnte Studie nur
vereinzelt CRP mRNA nach.

Die hier dargestellten Ergebnisse belegen die CRP-Synthese durch unstimulierte
Tumorzellen, welches sowohl transkribiert (CRP mRNA-Nachweis mittels PCR) als auch
translatiert (Protein-Nachweis mittels APAAP) werden kann. Inwiefern das CRP auch
sezerniert wird, kann erst durch weiterfithrende Untersuchungen geklirt werden. Allerdings
gelang der oben erwihnten Forschergruppe der Nachweis der CRP-Sekretion in stimulierten

und unstimulierten Tubulusepithelzellen mittels Western Blot.

4.4 CRP-Expression durch Lymphozyten des peripheren Blutes

Durch die gezielte Untersuchung von peripheren Blutlymphozyten stellte sich heraus, dass
sowohl unstimulierte als auch stimulierte Zellen zu keiner CRP-Synthese fihig waren. Diese
Aussage ist prinzipiell unvereinbar mit Ergebnissen fritherer Untersuchungen, in denen
behauptet wurde, dass Lymphozyten ein Epitop exprimieren konnten, das durch einen
polyklonalen Antikorper gegen CRP erkannt werden wiirde [Kuta und Baum, 1986]. Die
Untersuchungen erfolgten jeweils mittels nach Immunprézipitation angelegter SDS-
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) oder der Biotin-Avidin

Immunfluoreszenztechnik. Das Peptid soll ausschlieBlich membrangebunden vorliegen.
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Untersuchungen von Baum et al. (1983) sprachen dem oberflidchlichen CRP eine Rolle bei
der Vermittlung der Zytotoxizitéit Natiirlicher Killerzellen zu [Baum et al., 1983].

Erfolgt eine Denaturierung der CRP-Struktur, entsteht durch frei gewordene CRP-
Untereinheiten ein so genanntes neoCRP. Dieses kommt als galaktosespezifischer Rezeptor
an Membranen natiirlicher Killerzellen und Makrophagen vor [Kolb-Bachofen, 1991]. Es ist
jedoch nicht mehr in der Lage, Phosphocholin zu binden. Von einigen Autoren werden
einzeln vorliegende Untereinheiten von CRP auch als modifiziertes CRP (mCRP) bezeichnet.
Die Antigenitit von nativem und modifiziertem CRP ist ungleich, da sich ausgebildete
Epitope auf ihren Oberflichen unterscheiden. Die Formen besitzen ebenfalls verschiedene
physikochemische Eigenschaften [Kresl et al., 1998]. Insofern wird deutlich, dass in der
Beurteilung einer lokalen CRP-Synthese, seinem systemischen Auftreten und deren
pathophysiologischer und klinischer Bedeutung Abstufungen nétig sind. Unsere
Untersuchungen konnten jedoch zweifelsfrei kldren, dass periphere Blutlymphozyten keine
Transkription des CRP-Gens aufweisen, so dass die urspriinglich nachgewiesenen neoCRP-
oder mCRP-Epitope auf Lymphozyten nicht von diesem Gen herstammen konnen.

Auch der Nachweis einer CRP-Synthese durch humane PBMC (mononukledre Zellen des
peripheren Blutes, Lymphozyten und Monozyten) durch Ikuta et al. (1986) steht den in dieser
Arbeit formulierten Ergebnissen entgegen. Hierbei wurde radioaktiv markiertes CRP in der
SDS-PAGE nachgewiesen. In keiner der Studien wurde jedoch der Nachweis einer humanen
mRNA-CRP-Expression mittels RT-PCR erbracht. Murphy et al. (1991) schloss nach
Hybridisierung fast CRP mRNA-identischer Sequenzen auf ein von mononukleédren Zellen
exprimiertes CRP-Gen [Murphy et al., 1991]. Jedoch lisst sich auch bei 99%-iger Homologie
zum CRP-Gen die CRP-Synthese nur vermuten, nicht beweisen. Des Weiteren zeigten
neuere Untersuchungen von Nakahara et al. (2001) und Logering (2004), dass bei
Verwendung spezifischer monoklonaler Antikérper keine CRP-spezifische Anfiarbung von
mononukledren Zellen zu finden ist [Nakahara et al., 2001; Logering, 2004]. Die hier
gezeigten FErgebnisse an peripheren Lymphozyten bestitigen unter Einsatz ebenso

spezifischer monoklonaler Antikorper die Ergebnisse dieser Studien.

4.5 Synthese von CRP in Nierenzellkarzinomen in vivo

Um die Frage nach einer signifikanten CRP-Expression und Synthese von CRP durch
Nierenkarzinomzellen in vivo beantworten zu konnen, wurden Proben von 40
Tumorpatienten immunhistochemisch und molekularbiologisch untersucht. Alle Proben sind

nach Indikationsstellung einer Tumornephrektomie zugédnglich gemacht worden. In
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Riicksichtnahme auf drei Entnahmezonen, die jedoch rein makroskopisch unterschieden
wurden, ergaben sich Riickschliisse auf eine der spezifischen Lokalisation entsprechenden
CRP-Synthese.

Die Fahigkeit der Zellen in Nierenzellkarzinomen, CRP zu synthetisieren wurde sowohl auf
Protein- als auch auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Hurlimann postulierte die Leber als
einzigen Ort einer humanen CRP-Bildung in vivo [Hurlimann et al., 1966]. Dabei wurde auf
den Nachweis mittels immunelektrophoretischer Verfahren zuriickgegriffen. Nach Arbeiten
mit Tubulusepithelzellen von Transplantatnieren [Logering, 2004], die eine CRP-Expression
dieser Zellen aufwiesen und durch die hier vorliegende Arbeit wurde eine extrahepatische
Synthese von CRP belegt. Es muss in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden,
dass bereits Gould und Weiser 2001 eine CRP-Expression auch auf RNA-Ebene, in
menschlichen Epithelzellen des Respirationstraktes, erkannt haben [Gould und Weiser,

2001]. Hier wurde sie nun erstmals speziell fiir Nierenzellkarzinome beschrieben.

Durch die fiir CRP spezifische immunhistochemische Farbetechnik zeigte sich ein in
Tumorzellen befindliches perinukledres Fidrbemuster, welches jedoch in einigen
Clusterverbinden in ein homogenes zytoplasmatisches Muster iiberging. In der
Tumorgrenzzone (2), die sich als besonders tumorzellreich darstellte, manifestierte sich der
tiberwiegende Anteil der positiven CRP-Anfirbung. Da das Tumorzentrum weitgehend aus
nekrotischem Material und weniger vitalen Tumorzellen bestand, wurden hier zwar ebenfalls
CRP-positive Areale gefunden, jedoch in weitaus geringerem Umfang wie in der vital
anmutenden Tumorgrenzzone. Die dritte Entnahmezone wurde dem makroskopisch gesund
aussehenden Nierenanteil zugeordnet. Hierbei ist anzumerken, dass eine geordnete Struktur,
wie sie in einer vollkommen gesunden Niere vorkommt, selten beobachtet werden konnte.
Die Ergebnisse dieser Zone auf das Verhalten einer gesunden Niere iibertragen zu wollen,
wire nicht tragbar, da es sich hier immer noch um eine Tumorniere handelt. Des Weiteren
erfolgte die Entscheidung der Probeentnahme aus einer unbefallenen Nierenregion aufgrund
subjektiver und ausschlielich makroskopischer Beurteilung. Insofern ldsst sich feststellen,
dass die mutmaBlichen gesunden Tubulusepithelzellen eine &hnliche perinukleire,
kombiniert mit einigen zytoplasmatischen Farbungen zeigten, wie es die Tumorzellen taten.
Ob es sich hierbei tatsdchlich um gesunde Nierenzellen oder um Zellen handelt, die bereits
unter dem Einfluss des malignen Geschehens verdndert wurden, ist fraglich. Aus ethischen
Griinden verbietet es sich selbstverstindlich, gesunde, vitale Nieren von Menschen zur

Klédrung dieser Frage zu untersuchen.
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Diese Arbeit zeigt, dass Nierenkarzinomzellen fihig sind, das Protein CRP zu exprimieren.
Diese Behauptung wird unterstiitzt durch die Tatsache, dass der verwendete mononukleére
Antikorper fiir CRP sehr spezifisch ist. Nakahara et al. wiesen mit der gleichen Methodik
CRP in Nierenstanzen von Kindern mit Glomerulonephritis nach, wobei sich CRP hier
entlang von KapillargefidBen fand und vermutet wurde, das es sich hierbei um plasmatisches
CRP handelt [Nakahara et al., 2001]. Ahnliche Untersuchungen an Transplantatnieren
zeigten eine CRP-Anfiarbung von Tubulusepithelzellen nach einer Abstoungsreaktion der
Nierenrinde [Logering et al., 2004] und die Untersucher sahen in diesem Zusammenhang ein
CRP renalen Ursprungs. Die Arbeit von Nozoe et al. (2003) untersuchte Gewebeproben von
37 Osophaguskarzinomen mittels immunhistochemischer Firbemethode und wies erstmals
eine Expression von CRP in Osophaguskarzinomzellen nach. Allerdings verwendeten die
Forscher einen fiir CRP spezifischen, jedoch polyklonalen Antikorper (sheep antihuman
polyclonal CRP antibody) [Nozoe et al., 2003].

Analog zu den Ergebnissen der immunhistochemischen Firbung ergab die
molekularbiologische Untersuchung der Stanzzylinder mittels real-time PCR eine positive
CRP-Expression in allen Entnahmezonen, die jeweils in einer Gréenordnung von 80 % lag.
Im Tumor-abstammenden Gewebe wurde dabei eine signifikant hohere mRNA-Expression
gemessen als im makroskopisch gesunden Gewebe. Ebenso wiesen besonders
undifferenzierte und Nierentumore vom klarzelligen Typ signifikant hohere CRP mRNA-
Transkripte auf. Beide FEigenschaften gehen mit einer schlechteren Prognose fiir den
Patienten einher [Cheville et al., 2003].

Insgesamt belegen die hier aufgefithrten Untersuchungsergebnisse eine autochthone
Produktion des Akut-Phase-Proteins CRP durch Nierenkarzinomzellen. Interessanterweise
korrelierten die CRP mRNA-Level aller Zonen mit dem im Plasma bestimmten CRP-Spiegel.
Es lésst sich zu diesem Zeitpunkt nur vermuten, welchen Einfluss lokal gebildetes CRP auf
den Plasmaspiegel hat, jedoch ist die enge Korrelation von CRP-Plasmaspiegeln und
quantitativer CRP-Expression im Tumor ein gewichtiges Argument fiir einen direkten
Einfluss der tumorstindigen CRP-Produktion auf die CRP-Plasmaspiegel.
Nierenzellkarzinome sind oft von entziindlichen Reaktionen begleitet. Besonders aggressive
Phénotypen zeigen paraneoplastische Syndrome einschlielich eines Anstiegs von Zytokinen
(z.B. IL-6 und TNFo) und CRP im Blut. Der molekulare Mechanismus, der diesem
Phédnomen zugrunde liegt, ist weitgehend ungeklirt. Untersuchungen von Oya et al. an
Nierenzellkarzinomen zeigen, dass zytokininduzierende Transkriptionsfaktoren, der

Nuklearfaktor kB (NF-kB) und CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP-f), eine Rolle in
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der Progression von Nierenzellkarzinomen spielen [Oya et al., 2003]. Insbesondere
fortgeschrittene Tumore (> pT3;) und sdmtliche mit Metastasen befallene Patientenproben
zeigten bei Oya et al. erhohte Aktivitidten von NF-xB in der elektrophoretischen Analyse. Die
Serum-CRP-Erhohung korrelierte mit der erhohten NF-kB-Aktivitdt, was die ursichliche
Rolle des Transkriptionsfaktors bei inflammatorischen, paraneoplastischen Prozessen des
Nierenzellkarzinoms unterstreicht. Ahnliches gilt fiir Aktivititen von C/EBP-B, welche
ebenso vorzugsweise bei fortgeschrittenen und in die Nierenvene eingedrungenen Tumoren
zu finden waren.

Analog dazu wurde bei vielen Malignomen eine signifikante Korrelation zwischen IL-6-
Expression und Serum-CRP demonstriert [Tartour et al., 1994; Barber et al., 1999]. Der IL-6-
Rezeptor konnte bei Patienten nachgewiesen werden, welche Metastasen oder einen hohen
Tumorgrad aufwiesen. Diese Patienten zeigten gleichzeitig erhohte Serum-IL-6-Spiegel.
Auch Takenava et al. fanden IL-6-Rezeptortranskripte in Nierenzellkarzinomen und
Zelllinien [Takenava et al., 1991]. Eine Produktion von IL-6 und TNF-o durch
Nierenzellkarzinome wiesen Gogusev et al. (1993) in vitro und in vivo sowohl auf Protein-
als auch auf RNA-Ebene nach [Gogusev et al., 1993]. Takenava et al. (1991) zeigten
ebenfalls eine IL-6-Expression in Nierenzellkarzinomen und Zelllinien [Takenava et al.,
1991]. Hier ging die hohe IL-6-Expression auch mit einem hoheren Anstieg von Serum-CRP
einher. Gleiches galt fiir die Inzidenz von Lymphknotenmetastasen.

Die autochthone CRP-Expression in Nierenzellkarzinomen ldsst sich also durch eine auto-
und parakrine IL-6 Wirkung im Tumor, die zur weiteren Aktivierung pro-inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren fiihrt, erkldren. Insofern spiegelt die CRP-Expression insbesondere

den Phénotyp inflammatorisch verdnderter Karzinome wider.

Als Vergleich zu Nierenzellkarzinomen wurde Prostatakarzinomgewebe von drei Patienten
in gleicher Weise wie die oben genannten Tumoren untersucht. Die Probeentnahme erfolgte
sofort nach geplanter radikaler Prostatektomie. Aus drei verschiedenen Entnahmezonen der
Prostata nach Prostatektomie aufgrund eines Prostatakarzinoms ergaben sich Rotfiarbungen
fiir CRP in driisigen Abschnitten der Prostata. Alle drei Karzinome zeigten auch in der CRP-
spezifischen PCR ein positives Ergebnis — unabhiingig von der Lokalisation.

Somit scheint die CRP-Expression nicht nur auf Nierenkarzinome beschrinkt zu sein.
Ramage et al. (2004) wiesen in malignen Lungenepithelzelllinien (A549) mittels ELISA,
Western Blot und einer Immunfluoreszenztechnik eine Expression von CRP im Zytoplasma

und Kerngebieten der Zellen im Anschluss an die Behandlung mit ultrafeinen
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Karbonpartikeln (ufCB) oder PM10 nach. Sie vermuteten, dass es sich bei der Sekretion von
CRP um ein Ergebnis des oxidativen Stresses handelt, denn die Sekretion konnte durch
Zugabe von Antioxidantien reduziert werden [Ramage et al., 2004]. Letztlich stellt sich die
hier untersuchte CRP-Synthese als Zeichen einer inflammatorischen Antwort auf die
Stimulation in Form von inhalierten Partikeln dar.

Auch wurde bereits darauf hingewiesen, dass Arbeiten von Nozoe et al. (2003) eine CRP-
Expression in Osophaguskarzinomen zeigten, zwar nicht auf transkriptioneller Ebene, jedoch
vermuteten auch sie eine intratumorale CRP-Expression [Nozoe et al., 2003]. Bei Tumoren,
die eine CRP-Expression zeigten, bestand eine hohere Inzidenz fiir den Einbruch ins vendse
und lymphatische System und das Vorkommen von Metastasen. Die prdoperativ gemessenen
CRP-Plasma-Werte der Tumoren mit nachgewiesener CRP-Expression korrelierten mit einer
intratumoralen CRP-Expression. Auch die Fiinfjahres-Uberlebensrate war geringer bei
nachweislicher CRP-Expression. CRP kann in diesem Fall als prognostischer Faktor

betrachtet werden.

4.6 CRP als prognostischer Indikator maligner Erkrankungen

Die Uberlebenszeit maligner Erkrankungen wird von verschiedenen prognostischen Faktoren
bestimmt. Fiir viele Tumorentititen wurde CRP als prognostischer Indikator beschrieben
[Mahmoud et al., 2002]. Die Bedeutsamkeit des CRPs als ein Vorhersagewert fiir das
Uberleben und die Prognose von malignen Erkrankungen zeigte sich in Untersuchungen von
Melanomen [Tartour et al., 1994], multiplen Myelomen [Pelliniemi et al., 1995] und
Lymphomen [Legouffe et al., 1998], aber auch bei ovariellen [Kodoma et al., 1999],
gastrointestinalen [O’Gorman et al., 2000] und pankreatischen [Barber et al., 1999]
Krebserkrankungen.

Eine Studie von Atzpodien et al. (2003), an der 425 Patienten mit Nierenzellkarzinomen
teilnahmen, erdffnete die Sicht auf ein umfassendes prognostisches System fiir das Uberleben
dieser Patienten [Atzpodien et al., 2003]. Sie beriicksichtigten nicht nur das Vorkommen von
Metastasen, sondern auch Serumspiegel von Neutrophilen Granulozyten, LDH und CRP.
Den entscheidenden Faktor fiir die Prognosebeurteilung bildet nach dieser Studie die Anzahl
der Neutrophilen Granulozyten (> 6500 Zellen/ ul), aber auch das CRP zeigte sich als ein
signifikanter Prognosefaktor. Masuda et al. (1998) wies CRP und das jeweilige T-Stadium
(Kapselinfiltration) als  wichtigsten  prognostischen  Faktor bezogen auf die
Fiinfjahresiiberlebensrate nach kurativer Tumornephrektomie nach [Masuda et al., 1998].

Eine weitere Studie befasste sich mit metastasierten Nierenzellkarzinompatienten, die einer
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subkutanen IL-2-Immuntherapie unterzogen wurden. Casamassima et al. (2005) assoziierte
erhohtes Fibrinogen und CRP mit einer schlechten Prognose, was die Uberlebenszeit dieser
Patienten angeht [Casamassima et al., 2005]. Mit einem hohen Grad an Signifikanz wurde
CRP als der wichtigste unabhingige Faktor zur Beurteilung der Prognose des Patienten
postuliert.

Der Nachweis von Akut-Phase-Proteinen und Zytokinen bei Patienten, die malignen
Krankheitsprozessen unterliegen, wirft die Frage auf, welche Bedeutung diese als
Tumormarker oder Risikofaktor fiir das pathophysiologische Geschehen haben. Klee und Go
definierten den idealen Tumormarker als eine bei allen Patienten mit dem spezifischen
Tumor einheitlich positiv getestete Substanz, die normalerweise nicht im Blut présentiert ist
und deren Konzentration proportional zur Grée oder Aktivitdat des Tumors ist. Gleichzeitig
war festzustellen, dass noch kein idealer Tumormarker gefunden wurde [Klee und Go, 1982].
Auch CRP wird dem Anspruch eines idealen Tumormarkers bei weitem nicht gerecht, stellt
es in der Medizin doch den Prototyp eines unspezifischen Entziindungsmarkers dar. Dennoch
macht die Tatsache, dass viele Studien bei der Untersuchung von Patienten mit malignen
Krankheitsprozessen erhohte CRP-Spiegel finden [Terada et al., 1990 gynikologische
Malignome; Jablonska et al., 1997 Mundhohlenkarzinom; Erlinger et al., 2004 kolorektales
Karzinom], die Behauptung glaubwiirdig, dass CRP als ein Marker fiir Proliferation und
Entwicklung des Tumors in Betracht kommt. Beispielhaft kann dafiir ein Fallreport von
Nozoe et al. (2000) herangezogen werden, indem ein Tumorrezidiv eines
Osophaguskarzinoms jeweils mit erhohtem CRP-Spiegel und die Reduktion des Tumors
durch therapeutische Intervention mit einem Riickgang des CRP-Wertes einhergingen
[Nozoe et al., 2000]. Ahnliche Ergebnisse erzielten Terada et al. (1990) bei der Beobachtung
von Patienten mit gynidkologischen Malignomen. Auch hier reflektierte der CRP-Spiegel im
Blut den Status der Erkrankung [Terada et al., 1990].

Die Hypothese, CRP als Risikofaktor fiir die Entstethung von Malignomen zu verifizieren,
wird durch die Rolle chronischer Entziindungen bei der Entstehung von Kolonkarzinomen
und die strenge Assoziation erhohter CRP-Konzentration und der Entwicklung des
Kolonkarzinoms unterstiitzt [Erlinger et al., 2004]. Durch Einnahme von Aspirin und
NSAIDs kann das Risiko von Kolonkarzinomen reduziert werden [Baron et al., 2003;
Sandler et al., 2003]. Interessanterweise wurde bei Krebspatienten durch eine kurze
Ibuprofen-Applikation eine signifikante Senkung der Plasma-CRP-Werte erreicht [Preston et
al., 1995; McMillan et al., 1999]. Dieser Zusammenhang lisst auf zukiinftige interventionelle

Moglichkeiten im Rahmen der Krebsbehandlung hoffen.
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4.7 Einfluss des CRP in der Pathogenese nicht maligner Erkrankungen

Einen Ausblick auf die umfassende Bedeutung des CRP mit lokalem Ursprung geben
folgende beispielhafte Erlduterungen:

In der Pathogenese arteriosklerotischer Erkrankungen manifestierte sich, neben der
bekannten Ablagerung von Lipiden, eine Beteiligung inflammatorischer, zelluldrer und
molekularer Mechanismen. Diese tragen entscheidend zur Entstehung der Arteriosklerose bei
[Libby, 1995; Ridker, 1998]. Dies ist nicht nur durch das Eindringen von Immunzellen, wie
Monozyten, in die Arterienwinde bedingt [Ross, 1999; Libby, 1995], sondern duBlerte sich
auch in nachweisbar erhohten Entziindungsmarkern, wie CRP, im Blut von Patienten mit
Myokardinfarkt [de Beer et al, 1982]. CRP wurde auch in atherosklerotischen Plaques,
jedoch nicht in normalen GefiBwénden, lokalisiert [Lagrand, 1999; Reynolds, 1987]. Spiter
etablierte sich CRP als strenger, unabhéngiger pridiktiver Marker fiir die Beurteilung des
Risikos kardiovaskulidrer Ereignisse [Ridker et al, 1997]. Dabei korreliert die Erhohung des
CRPs mit einer ungiinstigen Prognose und mit einem, im Vergleich zu Patienten mit
normalem CRP-Spiegeln, erhohten vaskuldren Risiko, und zwar auch dann, wenn keine
zusitzliche Hyperlipididmie vorliegt [Ridker et al., 1998]. Die Bedeutung von CRP im
Geschehen der Arteriosklerose-Entwicklung wird vor allem durch Funde einer lokalen,
GefiBwand-stindigen CRP-Expression gestiitzt [ Yasoshima et al., 2001; Jabs et al., 2003].
Pro-inflammatorische Effekte, die CRP auf die Progression vaskulédrer Erkrankungen haben
konnte, sind neben der Komplementaktivierung und der Induktion von
Zelladhisionsmolekiilen und Gewebsfaktoren auch die Vermittlung des LDL-Anstiegs durch
endotheliale Makrophagen und die Induktion der Monozytenrekrutierung in die
Arterienwinde [Torzewski et al., 2000; Bhakdi et al., 1999; Pasceri et al., 2001; Zwaka et al.,
2001].

Inwiefern die Erkenntnisse um die Bedeutung des CRPs bei kardiovaskulidren Erkrankungen
klinisch ~ nutzbar  gemacht  werden  konnen, ist  Gegenstand  derzeitiger
Forschungsbemiihungen. So wiesen Ridker et al. (1999) eine Reduktion der CRP-
Konzentration nach therapeutischer Anwendung von Statinen und Aspirin nach [Ridker et
al., 1999]. Ob der Einsatz insbesondere der Statine in der klinischen Praxis zum Einsatz
kommen wird, ldsst sich noch nicht abschliefend beurteilen, aber Ergebnisse verschiedener
Studien zeigen eine Risikoreduktion im Auftreten primir koronarer Ereignisse und CRP als

vermutlichen Faktor der Privention [Albert et al., 2001; Ridker et al., 2001].
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Neben dem Nachweis von CRP in arteriosklerotischen Plaques konnte CRP auch in
Pyramidalneuronen und befallenen Regionen des Gehirns bei an M. Alzheimer Erkrankten
registriert werden [Yasojima et al., 2000]. Der Nachweis wurde sowohl fiir die Protein-
(Western Blot und Immunhistochemie) als auch mRNA-Ebene (RT-PCR) bestitigt. Die
Forscher schrieben dem CRP, ebenso wie es Gershov et al. tat [Gershov et al., 2000], eine
zentrale Rolle in der angeborenen Immunantwort als Abwehrschutz zu und konstatierten
zusitzlich, dass CRP selbst destruktive Wirkungen auf das Gewebe hat. Die Uberlegungen,
CRP zum Ziel therapeutischer Interventionen zu nutzen, sind unter anderem durch Arbeiten
von McGeer et al. zu verstehen. In diesen Untersuchungen war eine niedrigere Privalenz fiir
die Alzheimer Erkrankung bei Patienten zu verzeichnen, welche anti-inflammatorische Mittel
eingenommen hatten [McGeer et al., 1996].

Interessant ist im Gegenzug die Beobachtung von Szalai (2004), der CRP neben der Abwehr
und Elimination von Pathogenen auch protektive Wirkungen bei Autoimmunerkrankungen
(Lupus erythematodes, Multiple Sklerose) zugestand [Szalai, 2004]. Er nahm an, dass durch
die bekannte Bindungsfihigkeit von CRP an Auto-Antigene die Beseitigung apoptotischer
Zellen gefordert wiirde. Die Art und Weise dieses Schutzes gegen Autoimmunerkrankungen
machte er jedoch abhingig von Anderungen in der Konzentration und Glykolysation des
zirkulierenden CRPs. Hierbei stellte er die Hypothese auf, dass CRP unter normalen
Bedingungen mittels Komplementaktivierung non-inflammatorisch apoptotische Zellen
beseitigt, wihrend einer Entziindungssituation dagegen glykosyliertes CRP — zusammen mit
FcyR - die Beseitigung der opsonierten Ziele durch Monozyten unterstiitzt und so die

Entziindung eindammt.

Durch die aufgefiihrten Erorterungen wird deutlich, welch moglicherweise hohen Stellenwert
das CRP nicht nur systemisch, sondern auch in der lokalen Abwehr- und Schutzreaktion
entziindlicher [Pratt et al., 2002] oder maligne verianderter Gewebe hat. Speziell fiir diese
Arbeit gilt, dass ein so genanntes ,,Tumor-CRP* mit lokalem Ursprung in Patienten mit
Nierenzellkarzinom existiert. Ebenso rechtfertigen die Ergebnisse die Uberwachung des
CRPs bei Nierenzellkarzinompatienten nach operativen oder anderen therapeutischen
Interventionen, und zwar nicht ausschlieBlich hinsichtlich der Qualitdt des CRPs als
Entziindungsmarker, sondern auch als Faktor, der Auskunft {iber Therapieerfolg oder

Rezidive maligner Geschehen im Organismus geben kann.
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S. Zusammenfassung

Die bei Karzinomen oft nachweisbaren erhohten Plasmawerte fiir das C-reaktive Protein
(CRP) gaben Anlass, iiber eine mogliche Beteiligung maligner Gewebe an der Synthese des
Akut-Phase-Proteins zu spekulieren. Lange galt die Leber als alleiniger Ort der CRP-
Synthese. Nachdem jedoch Untersuchungen an Nierentransplantaten erstmals eine
extrahepatische CRP-Synthese aufzeigten, stellte sich hier die Frage nach einer Produktion
des CRPs durch Nierenzellkarzinome. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, eine
Produktion des CRP durch Nierenzellkarzinome und Tumorzelllinien sowohl auf Protein- als
auch auf mRNA-Ebene zu beweisen. Zudem sollte die Betrachtung der Ergebnisse unter
besonderer Beriicksichtigung der CRP-Plasmawerte erfolgen, um die Rolle des Akut-Phase-
Proteins im Rahmen maligner Erkrankungen abzuschitzen.

Fiir die Untersuchungen in vivo wurden Biopsien einer repridsentativen Anzahl von 40
Nierenzellkarzinomen im Anschluss an indizierte Tumornephrektomien entnommen. Dabei
erfolgte die Probeentnahme aus dem Tumorzentrum, dem Tumorrand sowie dem
makroskopisch gesunden, nicht befallenen Nierenpol. Gleichzeitig wurde ein in die
Auswertung einflieBender praoperativer und in 50 % der Fille ein postoperativer Plasma-
CRP-Wert ermittelt. Vergleichsweise erfolgte die Untersuchung der unstimulierten
Tumorzelllinien Caki, SK-RC 35, SK-RC 47 und SK-RC 58 und von isolierten sowohl
stimulierten als auch unstimulierten Lymphozyten des peripheren Blutes auf eine CRP-
Synthese in vitro. Das Vorkommen des Proteins wurde hierbei durch die Verwendung
monoklonaler, enzymmarkierter und gegen CRP gerichteter Antikdrper im Rahmen einer
immunhistochemischen Firbemethode beurteilt. Zur Klirung der Frage nach einer CRP-
Expression wurden oben beschriebene Biopsien und Zellen nach Umwandlung (reverse
Transkription) der isolierten mRNA in cDNA der quantitativen real-time RT-PCR zuginglich
gemacht. Als Vergleichsparameter diente die humane Hepatom-Zelllinie Hep3B, die sich
durch eine positive CRP-Expression auszeichnet.

Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen CRP insbesondere innerhalb der
Tumorgrenzzone nach, wobei diese in einem perinukledren, zum Teil auch homogenen
Muster der Tumorzellen zum Ausdruck kamen. Farbungen des unbefallenen Nierenpols
bezogen sich auf die Tubulusepithelien, wobei diese weitgehend denen der Tumorzellen
entsprachen. In allen Regionen war eine CRP-Expression (ca. 80 %) zu verzeichnen, welche
sich in quantitativ hoherem Malle im tumorabstammenden Gewebe feststellen lie83.

Interessanterweise zeigten besonders undifferenzierte Tumoren eine hohe CRP-Expression,



56

ebenso lieB sich eine besonders hohe CRP-Expression im hiufigsten Subtyp, dem klarzelligen
Nierenzellkarzinom im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchungen finden. Dessen
ungeachtet korrelierte der quantitative CRP mRNA-Nachweis im Tumor mit den prioperativ
ermittelten Plasma-Spiegeln fiir CRP. Auch fand sich eine signifikante Abhidngigkeit der
CRP-Plasma-Werte vom  Tumorstadium und in eindrucksvoller ~Weise vom
Differenzierungsgrad. Gleichzeitig offenbarte sich ein postoperativer Abfall der CRP-Plasma-
Werte insbesondere bei fortgeschrittenen und undifferenzierten Tumoren, was die Vermutung
einer lokalen Beteiligung des Tumors am Plasma-CRP impliziert. Die in vitro-Versuche der
unstimulierten Tumorzelllinien sicherten den Nachweis einer CRP-Synthese sowohl durch die
homogene zytoplasmatische Anfdarbung in der APAAP-Technik als auch durch ein klares
Amplifikationssignal fiir die CRP mRNA in der real-time PCR. Stattdessen zeigten isolierte
stimulierte und unstimulierte Lymphozyten keine Fihigkeit zur CRP-Synthese, weder auf
Protein- noch auf RNA-Ebene.

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig die Fihigkeit von Nierenzellkarzinomen, CRP zu
produzieren, auf und stellt die Bedeutung eines lokal synthetisierten CRPs, des Tumor-CRPs,
fiir den Gesamtorganismus in ein neues Licht. Es lassen sich Vermutungen iiber die Ursache
der lokalen CRP-Synthese und gegebenenfalls klinischer Konsequenzen anstellen. Die
klinische Bedeutung, die aus einem Zusammenhang zwischen Tumor- und Plasma-CRP im
Rahmen fortgeschrittener maligner Erkrankungen erwéchst, bezieht sich auf eine mogliche
Nutzung des CRPs als prognostischen Indikator. Ebenso konnte ein erneuter Anstieg des
CRPs nach Tumornephrektomie auf eine erneute Tumorprogression hindeuten und das CRP
als Risikofaktor oder Verlaufsparameter karzinomatdser Erkrankungen glaubwiirdig machen.
Weitere Arbeiten sollten die molekularen Abldufe der lokalen CRP-Synthese niher
beleuchten und Ergebnisse dariiber liefern, in welchem Umfang es in den unterschiedlichsten
Tumorformen (Tumorstadium, Differenzierung und Histologie) an den lokalen Schutz- und

Abwehrmechanismen beteiligt ist.
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6. Abkiirzungen

AK
APAAP
BSA
cDNA
CRP
C
DNA
FCS
HCl
Hep3B
HPRT
IegG

IL
LPS
mRNA
PBMC
PBS
PCh
PCR
PLA,
RCC
RNA
RT
SAP
TBS
TNF
Tris
UICC
UpM

Antikorper

Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase
Bovines Serum Albumin
komplementire DNA

C-reaktives Protein

Cycle of Threshold
Desoxyribunukleinsdure

Fetal Calf Serum

Hydrochloric Acid

Humane Hepatom-Zelllinie
Hypoxanthinphosphoribosyl-Transferase
Immunglobulin G

Interleukin

Lipopolysaccharid

Messenger-RNA

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes
Phosphate Buffered Saline
Phosphorylcholin

Polymerase Chain Reaction
Phospholipase A,

Renal Cell Carcinoma

Ribunukleinsiure

Reverse Transkriptase

Serum-Amyloid P

Tris Buffered Saline
Tumornekrosefaktor
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Union International Contre Cancer

Umdrehungen pro Minute
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Tabelle A: Pra- und perioperative Charakteristika der 40 Nierenkarzinompatienten

Patient | Alter |Geschl. [TumorgréBe | Histologie |Tumorstadiun] Grading| Plasma-CRP praop | Leukozytenzahl |U-Kultur] Plasma-CRP postop
(Jahre) (cm) T G (mg/l) (/nl) (mg/l)
1 64 m 7 klar 2 2 40 6,2 neg. n.b.
2 69 m 10,3 klar 3a 1 10 10,3 neg. 6
3 60 m 2,5 klar 1 2 18 7,7 neg. 64
5 65 m 7,1 klar 2 2 7 8,1 n. b. <10
6 86 w 4,1 klar 3b 2 15 11,8 neg. <3
7 4 m 7,5 klar 2 2 12 12,6 neg. 11,3
8 89 m 1 papillar 1 2 0 5,9 n. b. n.b.
9 67 w 2,5 papillar 1 3 32 79 n. b. 9
10 60 m 6 klar 1 1 4 8,3 n. b. 35
11 55 m 11 klar 3b 2 0 6,9 neg. n.b.
12 70 w 6 klar 3a 3 94 9,8 neg. n.b.
13 62 m 7,5 papillar 3a 2 13 6.0 neg. 8,45
14 80 m 4,5 klar 1 2 71 7,3 n. b. 0,48
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Patient | Alter |Geschl. [TumorgroBe | Histologie JTumorstadiun Grading| Plasma-CRP praop | Leukozytenzahl |U-Kultur] Plasma-CRP postop
(Jahre) (cm) T G (mg/l) (/nl) (mg/)
15 46 w 5,6 klar 1 3 0 6,7 n. b. n.b.
16 60 m 2,8 klar 1 2 0 4,8 neg. n.b.
17 81 m 12 klar 3a 3 121 8.0 n. b. n.b.
18 68 w 7,1 klar 2 2 0 7,4 n. b. 10
19 64 m 45 klar 1 2 13 8,4 n. b. n.b.
20 50 m 3 klar 1 2 2 7.0 neg. 5
21 71 m 6 Klar 1 3 28 8,1 n. b. 0,37
22 56 w 3,7 klar 1 2 0 9,1 n. b. n.b.
23 71 m 45 papillar 1 2 0 8,1 n. b. n.b.
24 61 m 53 papillér 3a 2 103 8,6 n. b. 6
25 68 m 5,4 papillar 1 2 7 9,5 n. b. n.b.
26 61 w 55 klar 1 2 3 75 neg. n.b.
27 71 w 13 klar 2 2 14 79 n. b. n.b.
29 59 m 2,6 klar + papillér 1 2 0 6,1 neg. 17
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Patient | Alter |Geschl. [TumorgroBe | Histologie |Tumorstadiun] Grading| Plasma-CRP praop | Leukozytenzahl |U-Kultur| Plasma-CRP postop

(Jahre) (cm) T G (mg/l) (/nl) (mgfl)

30 54 w 1,8 klar + papillar 1 2 0 6.0 neg. n.b.

31 62 w 8 klar 2 2 60 9,2 neg. 40

32 61 w 2,6 klar 1 2 10 7,2 neg. <6

33 46 m 3,6 klar 1 2 0 12,6 neg. n.b.

34 68 m 6,5 klar 3a 2 1 11,4 neg. 81

35 63 m 12,5 klar 3b 2 9 6,5 n.b. <5

36 73 m 13 klar 3a 1 3 5,1 neg. 285 2

38 77 w 4 papillar 1 2 8 7,6 neg. 50

39! 38 w 22 spindelzell. 3 2 0 6.0 n. b. n.b.

40 76 m 12 klar 3a 3 54 6,4 n. b. n.b.

41 40 m 7,4 klar 3b 3 7 6,5 neg. n.b.

46 63 m 9 klar 3b 2 13 79 neg. n.b.

47 48 m 9 klar 3b 2 9 6,2 neg. n.b.




Tabelle A: Patientendaten

Plasma-CRP:

Leukozyten:

U-Kultur:

Histologie:

TNM-Klassifikation:

nach UICC 1997
(Guinan et al., 1997)

praoperatives CRP im Plasma, 1 Tag vor Entnahme der Biopsie
postoperatves CRP im Plasma, 4 - 6 Wochen nach Tumornephrektomie

Leukozytenzahl im Blut, 1 Tag vor Entnahme der Biopsie

Urin-Kultur als praoperative Diagnostik zum AusschluB3 eines Harnwegsinfektes
neg. negativ (kein relevanter Keimnachweis in der Urinkultur)

klar: Nierenzellkarzinom vom klarzelligem Typ

papillar: Nierenzellkarzinom vom papillaren, chromophilen Typ
spindelzell.:Tumor zeigt spindelzellartige Strukturen, war mesenchymalen Ursprungs
und wird aus der weiteren Betrachtung ausgeschlossen

Tumorstadium T1:
T2:
T3:

T3a:
T3b:

T3c:

T4:

Grading: Differenzierungsgrad des Tumors G1:

(Thoenes et al., 1986)

m mannlich, w weiblich

n.b. Werte nicht bestimmt

G2:
G3:

TumorgrdBe bis 7 cm, auf die Niere begrenzt

TumorgrdBe Uber 7 cm, aber auf die Niere beschrankt

Tumor wachst lber die Niere hinaus, bleibt jedoch innerhalb der Gerotafaszie
bis ins perirenale Fettgewebe oder die Nebenniere

infiltriert die Vena renalis oder die Vena cava unterhalb des

Zwerchfells

infiltriert die Vena cava oberhalb des Zwerchfells

Tumorwachstum geht Gber die Gerotafaszie hinaus

hoch differenziert
mittelgradig differenziert
gering differenziert

" Dieser Tumor mesenchymalen Ursprungs wurde bei der Auswertung nicht betrachtet.
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Tabelle B: Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus immunhistochemischer Untersuchung, real-time PCR und der Histologie des Tumors

CRP mRNA Immunhistochemische Beurteilung eine lokalen CRP-Synthese Histologie
Patient 1 2 3 1 2 3 T G Typ
TZin% CRP-Nachweis | TZin% CRP-Nachweis | Zin%  CRP-Nachweis

1 nv. nv. nv. 0 10 70 2 2 klar
2 000306 000845 00039 30 60 ¥ 80 3 f klar
3 nv. nv. ny. 60 ¥ 10 + 10 ¥ i 2 klar
5 001622f  0,00089 0012 20 $ )] 4 80 2 2 klar
) 002519  0,05648 0036 60 + 60 +H 80 +H 3 2 klar
7 000007f 000744 001273 20 )] 90 ¥ 2 2 klar
8 Nul 000029 003627 50 $ )] +# 50 i 2 papillér
9 ny. 292817 0567 70 + 20 80 f 3 papillér
10 000457 0,00384) 0006431 30 70 4 80 i i klar
11 000798 00465  001318] 20 50 +# 80 3 2 klar
12 565685 1340779] 00323 1 + % + 70 3 3 klar
13 001274f 021915  004512f 5 50 4 80 3 2 papillér
14 1810193 5,11504] 014459 70 4+ 40 4 3 i 2 klar
15 228945 0733 002477f 80 + 10 ¥ 70 f 3 klar
16 ny. 00178]  007076] 90 $ 60 50 i 2 klar
17 1325,038|  34865,67| 3451137 0 60 4 10 3 3 klar
18 000002( 000001,  0,07%| 80 + 60 ¥ 70 ¥ 2 2 klar
19 003125( 032309 024401 80 80 ¥ 70 ¥ f 2 klar
2 006246f 002089  003166] 80 80 4 70 ¥ i 2 klar
2 665759 171713 011826 70 + 60 ¥ 50 f 3 klar
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CRP mRNA Immunhistochemische Beurteilung eine lokalen CRP-Synthese Histologie
Patient 1 2 3 1 2 3 T G Typ
TZin% CRP-Nachweis | TZin% CRP-Nachweis | Zin%  CRP-Nachweis
2 041899] 081225 059050 80 80 + )] ¥ i 2 klar
A 007721]  Null Null 2 + 30 ¥ 80 ¥ i 2 papillér
24 006629 021991 01092 25 + 80 50 ¥ 3 2 papillér
2% Null Null Null 60 + 10 + 80 ¥ i 2 papillér
2% Null . 002401 80 + 10 ¥ 80 i 2 klar
il nv. 013117 0013%] 10 + 20 4 70 +H 2 2 klar
9 Null Null Null 50 100 + 100 ¥ 1 2 |Klar+papilar
) Null Null Null 40 + 60 + %0 1 2 |Kar+papilar
3 1254465 1544427 001369 60 + 40 ¥ 70 2 2 klar
2 nv. 0004 nv. 80 +H 90 4 70 1 2 klar
3 021301 011941 001508 60 80 + 70 + i 2 klar
3 . Null 00011} 70 + 80 + 80 ¥ 3 2 klar
3% Null Null 000197 90 80 + 80 + 3 2 klar
3 Null 022925  0,17983] 80 + 10 ¥ 80 ¥ 3 i klar
38 000062 000576 032086 80 80 70 ¥ i 2 papillér
39! 001389] 001595 0154431 30 3 80 3 2 |spindelzellarti
40 48135 92733 3663117 50 80 ¥ 70 ¥ 3 3 klar
i 314923 175524 096644 70 60 + 50 ¥ 3 3 klar
46 018301  0,08508]  045376] 80 +H 60 + 60 ¥ 3 2 Klar
4 07313 062417 023899 80 80 ¥ 70 ¥ 3 2 klar
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Tabelle B: Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus immunhistochemischer Untersuchung, real-time PCR
und der Histologie des Tumors

1 Tumorzentrum, 2 Grenzzone, 3 angrenzendes Gewebe

CRP mRNA-Expression in Renalzellkarzinomen unter Berlcksichtigung von Tumorstadium (T) und Differenzierungsgrad (G)
Nimmt das relative Expressionsniveau einen Wert gréBer als Null an, so hat eine cDNA Ampilifikation

stattgefunden und wird qualitativ als positiv gewertet.

Ein Wert gleich Null bedeutet eine negative CRP mRNA Expression.

Leere Felder weisen auf ein geringes Amplifikationssignal fur HPRT hin, was aufgrund der in der Probe

zu gering vertretenen RNA-Menge zum Ausschluss dieser Proben in der Auswertung flhrte.

TZ: Tumorzellanteil in %

Z: Zellulérer Anteil in %

- keine Rotfarbung bzw. Farbung anteilig < 10%

+: 10-40% der Zellen sind angeféarbt

++: 40-80% der Zellen sind angefarbt

+4++: Uber 80% der Zellen sind angeféarbt

T: Tumorstadium nach TNM-Klassifikation (UICC 1997, Guinan et al., 1997)
G: Grading (Thoenes et al., 1997)

Typ: Histopathologisch klarzelliger oder papillarer Wachstumstyp

' Dieser Tumor mesenchymalen Ursprungs wurde bei der Auswertung nicht betrachtet.

n.v. nicht verfagbar
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