
 

 
Aus der Abteilung Urologie 

 
(Prof. Dr. med. R.-H. Ringert) 

 
im Zentrum Chirurgie 

 
der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Untersuchung der Expression von Cyclooxygenase-2, VEGF und der 

Gefäßdichte im Nierenzellkarzinom 

 
 
 
 
 
 

INAUGURAL – DISSERTATION 
 
 

zur Erlangung des Doktorgrades 
 

der Medizinischen Fakultät 
 

der Georg-August-Universität zu Göttingen 
 
 
 

 
 

vorgelegt von 
 

Libuša Galuschka 
 

aus Balingen 
 

Göttingen 2009 
 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Dekan: Prof. Dr. med. C. Frömmel 
 
 
I. Berichterstatter: Prof. Dr. med. M. Heuser 
 
II. Berichterstatter / in: PD Dr. rer. nat. W. Krick 
 
III. Berichterstatter / in: 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 11. August 2010 
 



 

Inhaltsverzeichnis 

 
 

1  Einleitung          1 
 
1.1  Das Nierenzellkarzinom        1 
 
1.2  Allgemeine Aspekte der Tumorentstehung      3 
 
1.3  Die Cyclooxygenase-2 und ihre Bedeutung für die Tumorgenese   3 
 
1.4  Tumorassoziierte Angiogenese       7 
 
1.5  Der Gefäßwachstumsfaktor VEGF       9 
 
1.6  Tumorassoziierte Makrophagen                10 
 
1.7  Fragestellung                   12 
 
 

2  Material und Methoden               13 
  
2.1  Überblick                   13 
 
2.2  Verbrauchsmaterialien                 13 
 
2.3  Technische Geräte                  14 
 
2.4  Untersuchungsmaterial                 14 
 
2.5  Untersuchungen an Tumorgewebe                15 
 
2.5.1  Präparation der Gewebeschnitte                15 
 
2.5.2  Histochemische Standardfärbung                16 
 
2.5.3  Immunhistochemische Untersuchung               16 
 
2.5.4  Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen             18 
 
2.5.5  RNA-Extraktion aus Gewebe                 18 

 I



 

2.6  Zellkulturexperimente                  18 
 
2.6.1  Nierenkarzinomzellkulturen und Tumorzellsphäroide             18 
 
2.6.2  Makrophagenzellkulturen                 19 
 
2.6.3  Zellstimulation                   19 
 
2.6.4  RNA-Isolierung, Reinheitskontrolle und Quantifizierung             20 
 
2.6.5  RNA-Reverse-Transkriptase PCR                21 
 
2.6.6  Realtime PCR                   22 
 
2.6.7  Auswertung der Ergebnisse der Realtime PCR              24 
 
2.6.8  Proteinnachweis mittels Western-Blot-Analyse              25 
 
2.6.9  ELISA                    27 
 
2.7  Statistische Analyse                  28 
 
 

3  Ergebnisse                 29 
 
3.1  Untersuchungen an humanem Tumormaterial              29 
 
3.1.1  COX-2-Proteinexpression und COX-2-mRNA-Expression 
  im Nierenzellkarzinom                 29 
 
3.1.2  VEGF-Proteinexpression und VEGF-mRNA-Expression 
  im Nierenzellkarzinom                 30 
 
3.1.3 Expression von COX-2 und VEGF im Zusammenhang mit der 
 Tumorgefäßdichte und Tumornekrosen im Nierenzellkarzinom            35 
 
3.2 In-vitro-Untersuchungen                 38 
 
3.2.1 COX-2- und VEGF-mRNA-Expression in Tumorzellen unter Hypoxie           38 
 
3.2.2 COX-2- und VEGF-Proteinexpression in Tumorzellsphäroiden            39 
 
3.2.3 COX-2- und VEGF-mRNA-Expression in Makrophagen unter Hypoxie und 

unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen              40 
 
3.2.4 COX-2- und VEGF-Proteinexpression in Makrophagen unter Hypoxie und 

unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen              42 

 II



 

4 Diskussion                 43 
 
4.1 Die Expression von COX-2 im Nierenzellkarzinom              43 
 
4.2 Die Expression von VEGF im Nierenzellkarzinom              47 
 
4.3 Einfluß der COX-2-Expression auf die Expression von VEGF 

im Nierenzellkarzinom                 48 
 
4.4 Einfluß der Expression von COX-2 und VEGF auf die Tumorgefäßdichte 
 und Tumornekrosen im Nierenzellkarzinom               48 
 
4.5 Die Expression von COX-2 und VEGF in Tumorzellen und Makrophagen 

unter Hypoxie und unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen            50 
 
4.6 Ausblick: COX-2-Inhibitoren – eine Option in der Prävention und 
 Behandlung von Nierenzellkarzinomen?               51 
 
 

5 Zusammenfassung               53 
 
 

6 Literaturverzeichnis               54 
 

 III



 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Umwandlung von Arachidonsäure in 
  Prostaglandine und Thromboxan durch die Enzyme COX-1 und COX-2  4 
 
Abbildung 2: Rolle der COX-2 in Tumoren        6 
 
Abbildung 3: Exemplarische Darstellung einer elektrophoretischen mRNA- 
  Probenauftrennung und des daraus erstellten Elektropherogrammes           20 
 
Abbildung 4: Exemplarische Darstellung einer cDNA-Probenmessung mittels 
  Realtime PCR                   22 
 
Abbildung 5:  Exemplarische Darstellung einer Standardgeraden in der Realtime PCR           22 
 
Abbildung 6: Immunhistochemische Darstellung von COX-2 und VEGF 
  in Tumorgewebe und tumorfreiem Gewebe               31 
 
Abbildung 7: Immunhistochemische Darstellung von COX-2, VEGF und Makrophagen 
  in Tumorgewebe                  32 
 
Abbildung 8: Korrelationsanalyse der relativen VEGF-mRNA-Expression 
  und der VEGF-Protein-Expression in Tumorgewebe              34 
 
Abbildung 9: a) Korrelationsanalyse der relativen VEGF-mRNA-Expression 
      und der mikrovaskulären Gefäßdichte im Tumorgewebe 
  b) Korrelationsanalyse der VEGF-Protein-Expression 
      und der mikrovaskulären Gefäßdichte im Tumorgewebe             36 
 
Abbildung 10: Balkendiagramm: Mikrovaskuläre Gefäßdichte in Tumoren             37 
 
Abbildung 11: Balkendiagramm: Relative mRNA-Expression von COX-2 und VEGF in 
  Tumorzellen unter Hypoxie                 38 
 
Abbildung 12: Proteinexpression von COX-2 und VEGF in Sphäroiden und multizellulären 
  Aggregaten von Tumorzellen                 39 
 
Abbildung 13: Boxplot-Diagramm: COX-2-mRNA-Expression in Makrophagen unter 
  Hypoxie und unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen            40 
 
Abbildung 14: Boxplot-Diagramm: VEGF-mRNA-Expression in Makrophagen unter 
  Hypoxie und unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen            41 
 
Abbildung 15: Exemplarischer Western-Blot: Expression von COX-2-Protein 
  in Makrophagen unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen            42 

 IV



 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: TNM-Klassifikation der Nierenzellkarzinome      2 
 
Tabelle 2: WHO-Klassifikation der Nierenzellkarzinome     2 
 
Tabelle 3: Pathologische Typisierung, Differenzierungsgrad und Tumorstadium der 
  untersuchten Tumoren                 15 
 
Tabelle 4: Färbeprotokolle für die immunhistochemischen Untersuchungen            17 
 
Tabelle 5: Verwendete Antikörper für die immunhistochemischen Untersuchungen           17 
 
Tabelle 6: Materialien für die immunhistochemischen Untersuchungen            17 
 
Tabelle 7: Materialien für die Herstellung des Zellkulturmediums             19 
 
Tabelle 8: Reaktionsansatz für die RNA-Reverse-Transkriptase PCR             21 
 
Tabelle 9: Temperaturprofil für die RNA-Reverse-Transkriptase PCR             21 
 
Tabelle 10: Materialen für die RNA-Reverse-Transkriptase PCR             21 
 
Tabelle 11: Reaktionsansatz für die Realtime PCR               23 
 
Tabelle 12: Temperaturprofile der Realtime PCR                23 
 
Tabelle 13: Verwendete Primer für die Realtime PCR               24 
 
Tabelle 14: Materialien für die Realtime PCR                24 
 
Tabelle 15: Inkubationsprotokolle für den Western-Blot               26 
 
Tabelle 16: Verwendete Antikörper für den Western-Blot               27 
 
Tabelle 17: Materialien für die Gelelektrophorese und die Chemilumineszenzreaktion           27 
 
Tabelle 18: Synopsis der immunhistochemischen Daten und der PCR-Daten            33 
 
Tabelle 19: Untersuchungen der COX-2-Expression in menschlichen 
  Nierenzellkarzinomen                  44 
 
Tabelle 20: Untersuchungen der COX-2-Expression an menschlichen 
  Nierenzellkarzinomzelllinien                 45 
 
Tabelle 21: Untersuchungen der COX-2-Expression an tierischen Nierenzellkarzinomen 
  und Nierenzellkarzinomzelllinien                45               
 

 V



 

Abkürzungsverzeichnis 

A 

AEC 

APC 

Aqua bidest. 

as 

bp 

CCL 

CD 

cDNA 

COX 

CpG 

DAB 

DNA 

dNTP 

DPBS 

EDTA 

EGF 

ELISA 

FAP 

FCS 

FGF 

flt 

GCSF 

G-MCSF 

HEPES 

HGF 

HIF 

HRP 

IL 

IRS 

Kb 

KDR 

kDa 

LPS 

m 

M 

Ampere 

3-Amino-9-Ethylcarbazol 

adenomatöse Polyposis coli 

Aqua bidestillata 

antisense 

Basenpaar 

Chemokinligand 

Cluster of Differentiation 

zelluläre Desoxyribonukleinsäure 

Cyclooxygenase 

Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin 

Diaminobenzidin 

Desoxyribonukleinsäure 

Desoxynukleotidtriphosphat 

Dulbecco’s Phosphate buffered Solution 

Ethylendiamintetraacetat 

Epidermal Growth Factor 

enzyme-linked immunosorbent assay 

familiäre adenomatöse Polyposis coli 

fötales Kälberserum 

Fibroblast Growth Factor 

fms-like Tyrosinkinase 

Granulocyte-Colony stimulating Factor 

Granulocyte-Macrophage-Colony stimulating Factor 

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 

Hepatocyte Growth Factor 

Hypoxia inducible Factor 

Horseradish Peroxidase 

Interleukin 

immunoreaktiver Score 

Kilobase 

Kinase Domain Region 

Kilodalton 

Lipopolysaccharid 

Milli 

Mol 

 VI



 

 VII

MCP 1 

M-CSF 

MHC 

MMP 

mRNA 

MVD 

n 

NF 

NFκβ 

NSAR 

PBS 

PCR 

PDGF 

PG 

PLGF 

PVDF 

pVHL 

RNA 

RPMI 

RT 

SDS 

SEM 

TAM 

TBS 

TGF 

TIMP 

TNF 

TNM 

TRIS 

UICC 

Upm 

VEGF 

VHL 

vs. 

ZNS 

 

Macrophage chemotactic Protein 

Macrophage-Colony stimulating Factor 

Major Histocompatibility Complex 

Matrixmetalloproteinase 

Messenger Ribonucleinacid 

Microvessel Density, mikrovaskuläre Gefäßdichte 

Fallzahl 

Nuclear Factor 

Nuclear Factor kappa beta 

nicht steroidale Antirheumatika 

Phosphate buffered Solution 

Polymerase Chain Reaction 

Platelet derived Growth Factor 

Prostaglandin 

Placental Growth Factor 

Polyvinylidenfluorid 

von-Hippel-Lindau-Protein 

Ribonucleinacid 

Roswell Park Memorial Institute 

Raumtemperatur 

Sodiumdodecylsulfat 

Standard Error of the Mean 

Tumorassoziierte Makrophagen 

Tris buffered Solution 

Transforming Growth Factor 

Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases 

Tumornekrosefaktor 

Tumor Node Metastasis 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Union Internationale contre le Cancer 

Umdrehungen pro Minute 

Vascular Endothelial Growth Factor 

von-Hippel-Lindau 

versus 

Zentrales Nervensystem 

unendlich 



Einleitung 

1 Einleitung  

1.1 Das Nierenzellkarzinom 

Das Nierenzellkarzinom stellt bei Erwachsenen mit etwa 85% der Fälle den wichtigsten 

bösartigen Nierentumor dar und macht 3% aller bösartigen Tumore aus, wobei Männer doppelt 

so häufig wie Frauen betroffen sind. Der Häufigkeitsgipfel des Nierenzellkarzinoms liegt im 6. 

Lebensjahrzehnt. Es manifestiert sich selten vor dem 40. Lebensjahr (STÖRKEL 1999). 

Die Ätiologie des Nierenzellkarzinoms ist nicht vollständig geklärt. Starker Nikotinabusus sowie 

Adipositas stellen erwiesenermaßen Risikofaktoren dar, ebenso wie arterielle Hypertension, 

zystische Nierenerkrankungen und eine Dialysetherapie. Desweiteren werden bestimmte 

kanzerogene Substanzen wie z.B. Asbest oder polyzyklische Kohlenwasserstoffverbindungen 

als Ursache diskutiert. Der Einfluß von phenacetinhaltigen Analgetika auf die Tumorentstehung, 

wie er bei Urothelkarzinomen im Bereich des Urogenitaltraktes nachgewiesen ist, ist beim 

Nierenzellkarzinom nur gering. Es gibt keine Hinweise dafür, daß Aspirin eine ursächliche Rolle 

bei der Tumorentstehung spielt (McLAUGHLIN et al. 2006). 

In der Regel tritt das Nierenzellkarzinom sporadisch auf, kommt aber gelegentlich auch familiär 

vor, wie zum Beispiel beim mit wechselnder Penetranz autosomal dominant vererbten von- 

Hippel-Lindau-Syndrom, bei dem eine Inaktivierung des VHL-Tumorsupressorgens (3p25) 

vorliegt. Die betroffenen Patienten entwickeln neben ZNS-Tumoren, Nebennierentumoren und 

zystischen Veränderungen in parenchymatösen Organen in ca. 50 % der Fälle ein 

Nierenzellkarzinom. Genetisch bedingte Tumorformen manifestieren sich meist früher und 

treten häufig bilateral bzw. multifokal auf, wohingegen die sporadischen Formen zum 

überwiegenden Teil unilateral lokalisiert sind (BUENTIG et al. 2002; ILIOPOULOS und ENG 

2000). 

Bei 30 % der betroffenen Patienten liegen bereits Metastasen vor, wenn der Primärtumor 

entdeckt wird. In den letzten Jahren erfolgt die Diagnosestellung aufgrund verbesserter 

diagnostischer Möglichkeiten jedoch zunehmend früher, oft als Zufallsbefund. In Abhängigkeit 

vom Sitz des Tumors metastasiert das Nierenzellkarzinom sowohl lymphogen (35%), als auch 

hämatogen (65%). In über 50% der Fälle finden sich Metastasen in der Lunge, gefolgt von 

Metastasen in Leber, Knochen (30%), Gehirn und kontralateraler Niere (RIEDE et al. 2004). 

Als wichtigste prognostische Faktoren sind bisher Tumorstadium, - grad und der histologische 

Typ des Nierenzellkarzinoms anerkannt (RINI und VOGELZANG 2000), wobei die 

Stadieneinteilung nach dem TNM-System von 2002 erfolgt (Tabelle 1) (UICC 2003). Die 5-

Jahres-Überlebensrate beträgt bei noch nicht metastasierten Nierenzellkarzinomen 70%. Bei 

Befall der regionalen Lymphknoten reduziert sich die 5-Jahres-Überlebensrate auf unter 25 % 

(HULAND und HEINZER 2001; RIEDE et al. 2004). 
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Einleitung 

Tabelle 1: TNM-Klassifikation der Nierenzellkarzinome 

Tumorgröße /- lokalisation TNM-Stadium 

< 7 cm, Tumor auf die Niere beschränkt T 1 

     < 4 cm T 1a 

     > 4 cm  T 1 b 

> 7 cm, Tumor auf die Niere beschränkt T 2 

Tumor bricht in Venen und perirenales Gewebe ein, 

überschreitet nicht die Gerota’sche Faszie 

T 3 

     Tumor infiltriert Nebennieren oder perirenales Gewebe T 3 a 

     Tumor infiltriert Nierenvenen oder Vena cava unterhalb des Diaphragmas T 3 b 

     Tumor infiltriert Vena cava oberhalb des Diaphragmas T 3 c 

Tumorausdehnung über die Gerota’sche Faszie hinaus T 4 

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der Nierenzellkarzinome (LOPEZ-BELTRAN et al. 2006) 

Tumortyp Häufigkeit 

Klarzelliges Nierenzellkarzinom 75 % 

Papilläres Nierenzellkarzinom 10 % 

Chromophobes Nierenzellkarzinom 5 % 

Sammelgang-Karzinom (Ductus-Bellini-Karzinom) 1 % 

Multilokulär-zystisches Nierenzellkarzinom < 1 % 

Neuroblastomassoziierte Nierenzellkarzinome < 1 % 

Muzinös-tubuläres und spindelzelliges Nierenzellkarzinom < 1 % 

Nicht klassifiziertes Nierenzellkarzinom 4 – 6 % 

 

Die Behandlungsmöglichkeiten des Nierenzellkarzinoms sind begrenzt. Es ist nicht 

strahlensensibel, und Behandlungsversuche mit Chemotherapien sind zum großen Teil frustran 

(AMATO 2000). Bei nicht metastasierten Tumoren ist die Nephrektomie Therapie der Wahl, ggf. 

kombiniert mit einer Lymphadenektomie und Adrenalektomie. Die partielle Nephrektomie stellt 

inzwischen bei Tumoren bis 5 cm Größe eine Alternative zum radikalen Eingriff dar. Ob die 

Resektion eines metastasierten Tumors selbst oder die der Metastasen sinnvoll ist, ggf. auch im 

Hinblick auf eine spätere systemische Therapie, hängt von mehreren Faktoren wie Zahl und 

Lokalisation der Metastasen ab, und ist Gegenstand der Diskussion (LEIBOVICH und BLUTE 

2006). Die Behandlung mit Interferon-α und Interleukin-2 einzeln oder in Kombination zeigt 

Ansprechraten von 10 – 20 %, bei nur geringem Einfluß auf die Überlebensdauer (BUKOWSKI 

2001; JACOBSOHN und WOOD 2006). 
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Einleitung 

Vor diesem Hintergrund stellt die weitere Aufklärung der Entstehungsmechanismen von 

Nierenzellkarzinomen und die daraus abgeleitete Entwicklung neuer Therapieoptionen ein 

ebenso interessantes wie relevantes Forschungsgebiet dar. Als vielversprechender 

Behandlungsansatz des gefäßreichen Nierenzellkarzinoms hat sich inzwischen der Einsatz von 

Angiogeneseinhibitoren erwiesen, die durch unterschiedliche Mechanismen in die Funktion des 

Gefäßwachstumsfaktors VEGF eingreifen (PATARD et al. 2006). 

1.2 Allgemeine Aspekte der Tumorentstehung 

Das Fortschreiten von einem lokal begrenzten zu einem infiltrativen und metastasierenden 

Wachstum erfordert die Zersetzung der extrazellulären Matrix durch Proteolyse, die Anregung 

der Zellen zur Migration, die Modifikation der Zelladhärenz und die Induktion der Angiogenese. 

Dabei interagieren Tumorzellen, akzessorische Zellen, Endothelzellen und Komponenten der 

extrazellulären Matrix (PRICE et al. 1997).  

Außerdem sind zahlreiche Botenstoffe und Enzyme an der Steuerung dieser Vorgänge beteiligt. 

Dem Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) ist in den letzten Jahren gesteigertes Interesse 

zugekommen. Es hat sich gezeigt, daß die Cyclooxygenase-2 und Prostaglandine als Produkte 

ihrer Aktivität in vielen Tumoren überexprimiert werden, und auf mehrere der oben 

beschriebenen Prozesse Einfluß zu haben scheinen (CAO und PRESCOTT 2002). Die 

physiologische Funktion der COX-2 sowie ihre Effekte in Tumoren werden im Folgenden 

vertiefend betrachtet. 

1.3 Die Cyclooxygenase-2 und ihre Bedeutung für die Tumorgenese 

Bereits Anfang der neunziger Jahre beobachtete man bei Patienten, die regelmäßig Aspirin 

oder andere nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) einnahmen, ein im Vergleich zur 

Durchschnittsbevölkerung um 40 - 50 % erniedrigtes Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu 

erkranken (THUN et al. 1991; THUN et al. 1993). Bei von familiärer adenomatöser Polyposis 

coli (FAP) betroffenen Patienten konnte unter der Behandlung mit NSAR eine Regression von 

Adenomen beobachtet werden (GIARDIELLO et al. 1995). 

Wichtige Erkenntnisse über die spezielle Bedeutung der COX-2 in Tumoren ließen sich aus 

Tierversuchen ableiten. Mäuse mit Mutationen im APC-Gen stellen ein Modell für die FAP dar. 

Tiere, bei denen außerdem das COX-2-Gen gezielt ausgeschaltet worden war, entwickelten 

eine wesentlich geringere Zahl von Polypen als eine Kontrollgruppe (OSHIMA et al. 1996). In 

Modellversuchen bei Ratten konnte durch die Behandlung mit COX-2-Inhibitoren eine 

verminderte Inzidenz von chemisch induzierten Kolontumoren sowie eine Reduktion der 

Tumormasse von bis zu 80 % erzielt werden (KAWAMORI et al. 1998).  
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Die COX ist das Schlüsselenzym bei der Umwandlung von Arachidonsäure in Prostaglandine 

(PG) und Thromboxan (Abbildung 1). Sie hat, vermittelt durch das breite Wirkungsspektrum 

dieser Substanzgruppe, Einfluß auf zahlreiche physiologische und pathologische Vorgänge im 

Körper. 2 Isoformen der COX, COX-1 und COX-2, sind bekannt. Beide sind als Glykoproteine in 

die Membran des endoplasmatischen Retikulums integriert. Die COX-2 ist auch in der 

Kernmembran lokalisiert. Während die Primärproteinstruktur der beiden Enzyme zu 60 % und 

die von ihnen katalysierte Reaktion identisch ist, werden sie von 2 unterschiedlichen Genen 

kodiert (SMITH et al. 2000; SPENCER et al. 1998).  

 

Membranphospholipide 

Arachidonsäure 

Phospholipase A2 

ProstaglandinG2 

Prostaglandin H2 

Cyclooxygenase-1 
Cyclooxygenase-2 

Prostaglandin-/ 
Thromboxansynthase 

Peroxidase

Oxidase

COX-
Inhibitoren 

PGD 2 PGE 2 PGF 2α PGI 2 TXA 2 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Umwandlung von Arachidonsäure in Prostaglandine und 
Thromboxan durch die Enzyme COX-1 und COX-2 
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Die COX-1 wird in nahezu jedem Gewebe konstitutiv exprimiert, und spielt unter anderem eine 

wichtige Rolle bei der Blutgerinnung, sowie bei der Regulation der Durchblutung der 

Magenschleimhaut und der Niere (DUBOIS et al. 1998). Die COX-2 hat ein deutlich niedrigeres 

spontanes Expressionsniveau, und ist im Normalgewebe nicht oder nur schwach detektierbar. 

Sie ist jedoch durch zahlreiche Stimuli induzierbar (SMITH et al. 2000). Eine Hochregulation der 

COX-2-Expression und damit eine vermehrte Produktion von Prostaglandinen spielt 

beispielsweise eine Rolle bei der Ovulation, bei der Implantation, der Vaskulogenese und 

Angiogenese des Embryos, im Rahmen von Entzündungen und bei der Schmerzreaktion 

(DUBOIS et al. 1998). Anhand von Zellkulturexperimenten konnten Faktoren identifiziert 

werden, die die COX-2 induzieren oder supprimieren. Die COX-2 wird unter anderem unter dem 

Einfluß der proinflammatorischen Substanzen IL-1, IL-6, TNF-α und LPS sowie durch die 

Wachstumsfaktoren TGF-α und -β, EGF, FGF, HGF und PDGF vermehrt exprimiert. Die 

antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-13 sowie Glukokortikoide inhibieren die COX-2-

Expression (DUBOIS et al. 1998; FOSSLIEN 2000).  

Eine Überexpression der COX-2 wurde initial beim kolorektalen Karzinom beschrieben und ist 

inzwischen auch bei vielen anderen bösartigen Neubildungen gefunden worden (SAUKKONEN 

et al. 2004). Einige spezifische Effekte der COX-2 bei der Karzinogenese (Abbildung 2) sollen 

im Folgenden näher beschrieben werden. Anscheinend kann die Überexpression der COX-2 zu 

einer malignen Transformation von Zellen führen (LIU CH et al. 2001). Daß chronische 

Entzündungen einen Risikofaktor für die Tumorentstehung darstellen, läßt sich 

dementsprechend zumindest teilweise durch die im entzündlichen Gewebe erhöhte 

Konzentration von COX-2 erklären. Bei der Größenzunahme von Tumoren spielen 

unkontrolliertes Wachstum und eine gesteigerte Zellproliferationsrate eine Rolle. Letztere 

konnte im Modellversuch durch Inhibition der COX-2 gesenkt werden (FUJITA et al. 2002; JOKI 

et al. 2000). Auch zeigten Tumoren bei Mäusen, bei denen das COX-2-Gen inaktiviert worden 

war, ein deutlich vermindertes Wachstum im Vergleich zu Tumoren beim Wildtyp (WILLIAMS et 

al. 2000). Mehrere Arbeiten belegen den Zusammenhang zwischen der Expression von COX-2 

und der Apoptose. Durch die COX-2 wird die Apoptose in Tumorzelllinien unterdrückt, 

andererseits läßt sie sich durch Inhibitoren der COX-2 induzieren (KAMIJO et al. 2001; LI et al. 

2001; TSUJII und DUBOIS 1995). Desweiteren moduliert die COX-2 die Tumorinvasion unter 

anderem durch die Freisetzung von Matrixmetalloproteinasen (MMP) via PGE2. Durch den 

selektiven COX-2-Inhibitor NS-398 konnte die Freisetzung von MMP reduziert sowie die 

Invasivität von Tumorzellen gesenkt werden (ATTIGA et al. 2000; DENKERT et al. 2001; 

DOHADWALA et al. 2002). Die COX-2-Expression korreliert in Kolonkarzinomen mit 

hämatogenen Metastasen und in Blasenkarzinomen mit der Invasion in Lymphgefäße und mit 

der Bildung von Lymphknotenmetastasen. Dies zeigt den Einfluß der COX-2 auf das 

Metastasierungspotential von Tumoren (SHIRAHAMA et al. 2001; TOMOZAWA et al. 2000). 
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Insbesondere im Zusammenhang mit Tumoren, bei denen eine immunogene Ursache vermutet 

wird, ist die Beobachtung von Bedeutung, daß die COX-2 regulierend in die Zytokinpoduktion 

von Lymphozyten und Makrophagen einzugreifen scheint, und dadurch die Immunabwehr 

unterdrücken kann. PGE2 als Produkt der COX-2-Aktivität supprimiert sowohl die humorale als 

auch die zelluläre Immunität (HUANG et al. 1998; PLESCIA et al. 1975; STOLINA et al. 2000). 

In-vitro-Experimente und Tierversuche führten zu der Annahme, daß die COX-2 bei der Bildung 

von Blutgefäßen in Entzündungsgebieten eine wichtige Rolle spielt. Dabei wird, vermittelt durch 

PGE2, VEGF induziert (BEN AV et al. 1995). Dieser bei Entzündungen beschriebene 

Mechanismus scheint auch auf die Vorgänge in Tumoren übertragbar zu sein, wie spätere 

Experimente an Kolonkarzinomzellen zeigten (TSUJII et al. 1998). Die Tatsache, daß in 

Fibroblasten von Mäusen, bei denen das COX-2-Gen inaktiviert wurde, die VEGF-Bildung um 

über 90 % reduziert ist, legt die Vermutung nahe, dass die COX-2 für die VEGF-Expression 

sogar von großer Bedeutung ist (WILLIAMS et al. 2000). Das gemeinsame Vorkommen von 

COX-2 mit VEGF, und der bei verschiedenen Tumoren beobachtete Zusammenhang zwischen 

der COX-2-Expression und dem Ausmaß der Vaskularisierung des Gewebes sind Hinweise 

darauf, daß der COX-2 auch bei der tumorinduzierten Angiogenese eine entscheidende 

Funktion zukommt (CHAPPLE et al. 2002; WU et al. 2004; YUAN et al. 2005). Die Tatsache, 

daß unter Hypoxie, die einen starken Stimulus zur Gefäßbildung darstellt, eine vermehrte COX-

2-Expression in Endothelzellen beobachtet werden kann, unterstützt diese Annahme 

(SCHMEDTJE, Jr. et al. 1997; YANG et al. 2002).  

 
COX-2 

Angiogenese ↑ 

Degradation der EZM ↑ 

Immunsuppression 

Tumorstroma 

Invasivität ↑ 

Tumorzelle 

Apoptose ↓ 

Proliferation ↑ 

Maligne Transformation 

 

Abbildung 2: Rolle der COX-2 in Tumoren 
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Im nächsten Abschnitt werden zunächst allgemeine Aspekte der Gefäßneubildung in Tumoren 

beschrieben, anschließend wird die zentrale Funktion des Gefäßwachstumsfaktors VEGF 

erläutert.  

1.4 Tumorassoziierte Angiogenese 

Als Angiogenese bezeichnet man die Aussprossung von neuen Gefäßen aus bereits 

existierenden Kapillaren oder postkapillären Venolen. Dieser Vorgang wird durch ein äußerst 

sensibles, dynamisches Gleichgewicht zwischen angiogenen und antiangiogenen Faktoren 

reguliert (FOLKMAN und KLAGSBRUN 1987; FOSSLIEN 2001). Im gesunden Organismus und 

unter physiologischen Bedingungen spielt die Angiogenese nur in Ausnahmefällen eine Rolle, 

nämlich bei den zyklusabhängigen Veränderungen des Endometriums, bei der Follikelreifung,  

bei der Bildung der Plazenta sowie bei der Embryogenese. Außerdem kommt es im Zuge von 

Entzündungen und bei der Wundheilung zur Gefäßneubildung (ROCKWELL und KNISELY 

1997). In normalen Geweben überwiegen ansonsten inhibitorische über stimulierende Einflüsse 

der Angiogenese (DETMAR 2000).  

Bei Entwicklung und Wachstum von Tumoren sowie bei deren Metastasierung hingegen ist die 

Neubildung von Gefäßen ein fundamentaler Prozeß. Um über eine mikroskopische Größe von 

ungefähr 1 mm3 hinaus wachsen zu können, müssen Tumoren die Bildung eigener Blutgefäße 

initiieren, und damit die Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen sicherstellen (FOLKMAN 

1971). Es wurde postuliert, daß entartete Zellen in der komplexen Abfolge von Veränderungen, 

die schließlich zur Entstehung eines invasiven und metastasierenden Tumors führen, die 

Fähigkeit zur Angiogeneseinduktion erwerben, noch bevor sie andere charakteristische 

Eigenschaften neoplastischer Zellen exprimieren. Hanahan und Folkman prägten damit den 

Begriff „angiogenic switch“ (HANAHAN und FOLKMAN 1996). 

Das Ausmaß der Vaskularisierung eines Tumors kann durch die Bestimmung der 

mikrovaskulären Gefäßdichte (MVD) mit Hilfe immunhistochemischer Verfahren objektiviert 

werden, und in mehreren Arbeiten ist eine Korrelation zwischen Gefäßreichtum und klinischem 

Verhalten von Malignomen belegt worden. So gilt die MVD bei einigen Tumoren als 

prognostischer Faktor, wobei eine hohe MVD meist als ungünstig eingestuft wird (WEIDNER 

2000). Obwohl Tumoren meistens relativ stark vaskularisiert sind, ist die Blutversorgung des 

Gewebes insgesamt häufig unzureichend. Die Architektur des Gefäßnetzes unterscheidet sich 

von der in normalem Gewebe in wichtigen Aspekten. Tumorgefäße sind stark gewunden, 

unregelmäßig verzweigt, und es kommt zu Shuntbildungen. Der Wandaufbau der Gefäße ist 

atypisch und ihr Durchmesser variabel. Unreife und strukturell atypische Gefäße können durch 

den Druck des Tumorgewebes komprimiert, oder aufgrund der schwachen Gefäßwand durch 

Blutdruckschwankungen beschädigt werden. 
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Folge dieser besonderen Gegebenheiten ist ein räumlich und zeitlich äußerst heterogener 

Blutfluß, der sich auf Umgebungsbedingungen wie Sauerstoff- und Glucoseverfügbarkeit im 

Gewebe, und damit auf den Metabolismus und das Proliferationsverhalten der Tumorzellen 

auswirkt (CARMELIET 2000; ROCKWELL und KNISELY 1997). Eine quantitativ oder auch 

qualitativ unzureichende Gefäßversorgung, die zur Sauerstoffunterversorgung des Gewebes 

führt, wird ursächlich für die Entstehung von Tumornekrosen angenommen (HEMMERLEIN et 

al. 2001; LEEK et al. 1999; SABO et al. 2001).  

Die Gefäßneubildung in Tumoren vollzieht sich durch eine komplexe Interaktion zwischen 

Tumorzellen, Endothelzellen, akzessorischen Zellen wie Makrophagen und Fibroblasten, sowie 

Komponenten der extrazellulären Matrix (CARMELIET 2000; YANCOPOULOS et al. 2000). 

Zahlreiche Einflüsse sind an dieser Regulation beteiligt. Es ist leicht nachvollziehbar, daß 

Sauerstoffmangel im Gewebe einen starken Reiz zur Freisetzung angiogener Faktoren und zur 

Neubildung von Gefäßen darstellt. In Prostatakarzinomzellen war unter Hypoxie sowohl eine 

Hochregulation der VEGF-Expression als auch eine Hochregulation der COX-2-Expression zu 

beobachten (LIU XH et al. 1999). VEGF wird unter Hypoxie von unterschiedlichen Zelllinien 

vermehrt exprimiert. Als potentester angiogener Faktor fungiert er als Mediator für vielfältige 

indirekt wirkende Substanzen und Signale und nimmt unter den angiogenen Faktoren eine 

zentrale Stellung ein (FERRARA und KEYT 1997). Zu den angiogenen Faktoren gehören  

außerdem EGF, FGF, HGF, TGF und PDGF (CARMELIET 2000; FERRARA und KEYT 1997; 

GUPTA und QIN 2003). Interleukine, Proteasen und Adhäsionsmoleküle zählen ebenfalls zu 

den proangiogenen Proteinen. Einer der wichtigsten antiangiogenen Faktoren scheint 

Thrombospondin 1 zu sein. Weiterhin besitzen die als Angiostatin und Endostatin bezeichneten 

proteolytischen Fragmente des Plasminogen und Kollagen XVIII, TIMP sowie bestimmte 

Interleukine und Interferone antiangiogene Eigenschaften (CARMELIET 2000; FOSSLIEN 

2001; GUPTA und QIN 2003).  

Auf die Funktion von VEGF bei der physiologischen und tumorassoziierten Gefäßneubildung 

soll nun näher eingegangen werden. 
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1.5 Der Gefäßwachstumsfaktor VEGF 

Ferrera et al. konnten zeigen, daß Embryonen von Mäusen, bei denen das VEGF-Gen aufgrund 

von Mutationen inaktiviert ist, nicht überlebensfähig sind (FERRARA et al. 1996). Außerdem 

inhibieren VEGF-Antikörper im Tierexperiment komplett die Gefäßbildung in Tumoren, welche 

nach einer initialen, von der Angiogenese unabhängigen Wachstumsphase, nicht mehr an 

Größe zunehmen (BORGSTROM et al. 1998; WARREN et al. 1995). Anhand dieser Beispiele 

wird ersichtlich, daß VEGF eine Schlüsselfunktion sowohl in der physiologischen, als auch in 

der tumorinduzierten Angiogenese ausübt, und dadurch entscheidenden Einfluß auf das 

Wachstum von Tumoren hat. 

VEGF oder VEGF A regt spezifisch die Teilung und Migration von Gefäßendothelzellen an, 

wurde jedoch ursprünglich als vaskulärer Permeabilitätsfaktor beschrieben, da er ebenfalls als 

hochpotente Substanz die Permeabilität von Blutgefäßen erhöht. Außerdem induziert VEGF 

Plasminogenaktivatoren, deren Inhibitoren, sowie Matrixmetalloproteinasen in Endothelzellen. 

Dadurch hat VEGF, abgesehen von seiner Eigenschaft als Wachstumsfaktor, Einfluß auf zwei 

weitere wichtige Vorgänge bei der Gefäßneubildung: die Degradierung der extrazellulären 

Matrix, sowie die Bildung eines Fibringels durch das Austreten von Plasmaproteinen. Dieses 

dient als Substrat für das Wachstum von Endothelzellen und auch von Tumorzellen (DVORAK 

et al. 1995; SENGER et al. 1983). 

VEGF ist ein dimeres Glykoprotein. Seine vier häufigsten Isoformen entstehen durch 

alternatives RNA-Splicing. Sie bestehen aus jeweils 121, 165, 189 und 206 Aminosäuren, 

wobei VEGF 165 die sowohl in Normalgewebe als auch in Tumoren dominierende Form 

darstellt. Obwohl die jeweiligen VEGF-Moleküle unterschiedliche physikalische Eigenschaften 

besitzen, ist ihre biologische Aktivität dieselbe. VEGF 165, VEGF 189 und VEGF 206 sind meist 

an Zelloberflächen oder Komponenten der extrazellulären Matrix gebunden. Sie können durch 

Proteasen wie Plasmin oder durch Heparin abgespalten und damit aktiviert werden. VEGF 121 

und in gewissem Ausmaß auch VEGF 165 kommen in gelöster Form vor (FERRARA et al. 

2003; FERRARA und KEYT 1997). Zwei Tyrosinkinasen, VEGFR 1 oder flt –1 und VEGFR 2 

oder KDR sind als Rezeptoren mit hoher Affinität für VEGF bekannt. Sie kommen fast 

ausschließlich auf vaskulären Endothelzellen vor. Die Bindung von VEGF an den jeweiligen 

Rezeptor löst unterschiedliche Wirkungen aus. Anscheinend ist die Interaktion mit dem KDR-

Rezeptor entscheidend dafür, daß das volle Wirkungsspektrum von VEGF vermittelt werden 

kann (DE VRIES et al. 1992; FERRARA et al. 2003; TERMAN et al. 1992). 
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Neben VEGF A, der hier als wichtigster Faktor bei der Entstehung von Blutgefäßen beschrieben 

wurde, sind VEGF B, VEGF C, VEGF D und PLGF als Mitglieder der VEGF-Familie bekannt, für 

deren Signalübermittlung weitere Rezeptoren (VEGFR 3, Neuropilin) existieren. VEGF C und 

VEGF D regulieren die Entstehung von lymphatischen Gefäßen (FERRARA et al. 2003) . 

Verschiedene Zellarten können VEGF exprimieren, wenn im Zuge physiologischer oder 

pathologischer Prozesse Gefäße entstehen. Im menschlichen Fetus z.B. ist VEGF in nahezu 

allen Geweben nachweisbar. Es gibt jedoch keinen Anhaltspunkt dafür, daß Endothelzellen 

selbst VEGF bilden, weshalb ein rein parakriner Wirkungsmechanismus angenommen wird 

(FERRARA und KEYT 1997). Ein erhöhtes Expressionsniveau von VEGF in Tumoren ist belegt, 

unter anderen auch beim Nierenzellkarzinom. Ein Zusammenhang zwischen der Expression 

von VEGF und der Gefäßdichte eines Tumors erscheint naheliegend, konnte jedoch in 

Untersuchungen an Nierenzellkarzinomen bisher nicht eindeutig bestätigt werden (FOSSLIEN 

2001; PARADIS et al. 2000; SLATON et al. 2001). 

Zu den VEGF-produzierenden Zellen gehören auch Makrophagen. Sie sind im Immuninfiltrat 

eines Tumors zahlreich zu finden, und aufgrund ihrer vielseitigen Funktionen an der Regulation 

und Steuerung unterschiedlicher Vorgänge in Tumoren beteiligt. Abschließend soll die Rolle der 

tumorassoziierten Makrophagen genauer beschrieben werden. 

1.6 Tumorassoziierte Makrophagen  

Zellen des mononukleären Makrophagensystems entstehen wie Granulozyten aus einer 

gemeinsamen Progenitorzelle im Knochenmark. Sie durchlaufen dort mehrere 

Entwicklungsstadien und gelangen als Monozyten ins Blut. Von chemotaktisch wirksamen 

Substanzen gesteuert migrieren sie ins Gewebe, wo sich unter dem Einfluß von Zytokinen ihre 

weitere Reifung und Differenzierung vollzieht. Je nach Ort und Funktion zeigen die Monozyten/ 

Makrophagen eine unterschiedliche Morphologie und exprimieren abhängig von 

Entwicklungsstadium und Aktivitätszustand bestimmte Oberflächenantigene und Rezeptoren 

(ROSS und AUGER 2002).  

Monozyten/ Makrophagen sind an Entzündungsreaktionen und an allen Stadien der 

Immunantwort beteiligt. Im Rahmen der unspezifischen Immunreaktion können sie direkt durch 

körpereigene Zerfallsprodukte, ebenso wie durch Fremdpartikel, Bakterien oder Viren, aktiviert 

werden und diese phagozytieren. Auch bei der spezifischen, zellvermittelten und humoralen 

Immunantwort spielen Monozyten/ Makrophagen eine wichtige Rolle. Antigenfragmente werden 

prozessiert und an der Zelloberfläche zusammen mit MHC – Antigenen an T-Lymphozyten 

präsentiert. 
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Aktivierte Monozyten/ Makrophagen zeichnen sich durch eine hohe sekretorische Aktivität aus. 

Sie sezernieren eine Vielzahl von Zytokinen, außerdem Enzyme wie Proteasen und 

Hydrolasen, Proteine wie Fibronektin, Komplementfaktoren, Koagulationsfaktoren und auch 

Arachidonsäuremetabolite wie Prostaglandine. Durch die Freisetzung zytotoxischer Substanzen 

können Zielzellen direkt zerstört werden (HAMILTON 2002; ROSS und AUGER 2002). 

Ein großer Teil des Immuninfiltrates eines Tumors wird von Makrophagen gebildet. Sie können 

z.B. im Mammakarzimon bis zu 50 % der Zellmasse ausmachen (LEEK et al. 1996). Ihre 

Rekrutierung erfolgt unter anderen durch das chemotaktische Protein MCP-1 oder CCL 2 sowie 

durch M-CSF und GM-CSF (FU et al. 1992; O'SULLIVAN und LEWIS 1994; SCHOLL et al. 

1994). Die tumorassoziierten Makrophagen (TAM) weisen eine ausgeprägte phänotypische 

Heterogenität auf und können anhand ihrer in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium 

exprimierten Oberflächenantigene subtypisiert werden. Ihr funktionelles Spektrum ist groß, ihre 

Wirkung mitunter sogar entgegengesetzt (HAUPTMANN et al. 1993). Im Rahmen einer 

komplexen Interaktion bestimmen Tumorzellen mit über Entwicklung und Eigenschaften der 

TAM (KREUTZ et al. 2002). 

Die ausgeprägte Infiltration von Tumoren mit Entzündungszellen wird als Abwehrreaktion des 

Körpers interpretiert. Es wird angenommen, daß TAM im Rahmen der antikörperabhängigen 

Zytotoxizität, durch die Produktion zytotoxischer Substanzen oder durch die Präsentation von 

Tumorantigenen an Lymphozyten zur Tumorabwehr beitragen. So erkennen und zerstören 

Makrophagen in-vitro spezifisch Tumor-Targetzellen. Die tumorizide Aktivität der Makrophagen 

wird durch M-CSF, G-MCSF und Interferon-γ gesteigert (ANDREESEN et al. 1998; 

HENNEMANN et al. 1998; MUNN und CHEUNG 1995). Die in-vitro nachgewiesene 

antitumoröse Funktion von Makrophagen konnte jedoch in-vivo bisher nicht sicher bestätigt 

werden (HEMMERLEIN et al. 2000). 

Es ist hervorzuheben, daß TAM sowie die im Tumor ablaufenden entzündlichen Prozesse auch 

tumorfördernde Eigenschaften haben. Es wird immer deutlicher, daß Makrophagen, 

beispielsweise durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren und von angiogenen Faktoren 

sowie durch die Bildung von Enzymen, welche die extrazelluläre Matrix degradieren, 

Tumorwachstum, -invasion und -metastasierung unterstützen (BALKWILL und MANTOVANI 

2001; KREUTZ et al. 2002).  
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1.7 Fragestellung 

Die Cyclooxygenase ist das Schlüsselenzym bei der Umwandlung von Arachidonsäure in 

Prostaglandine und Thromboxan. In den letzten Jahren ist der Funktion der Cyclooxygenase-2 

bei Tumorentstehung, -wachstum und -ausbreitung gesteigertes Interesse zugekommen. In 

vielen Tumoren ist eine erhöhte Expression der COX-2 belegt. Ihr wird eine Rolle bei der 

malignen Transformation von Zellen sowie deren Proliferation, bei der Unterdrückung der 

Apoptose, bei der Tumorinvasion und -metastasierung zugeschrieben. Außerdem wird 

postuliert, daß die COX-2 über die Induktion von VEGF entscheidenden Einfluß auf die 

Neubildung von Tumorgefäßen hat. Einen starken Reiz zur Gefäßbildung stellen dabei 

hypoxische Zustände dar. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression der COX-2 im Nierenzellkarzinom im 

Vergleich zum angrenzenden Normalgewebe zu untersuchen. Im Speziellen sollte geprüft 

werden, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau von COX-2 und VEGF 

und der Gefäßdichte der Tumoren bestätigen läßt. In Modellversuchen sollte ferner die 

Auswirkung eines Sauerstoffmangels auf Tumorzellen und Makrophagen hinsichtlich der 

Expression von COX-2 und VEGF getestet werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Überblick 

Die vorliegende Untersuchung gliedert sich in zwei Teile.  

Im ersten Teil diente Tumorgewebe und tumorfreies Gewebe aus Nephrektomiepräparaten als 

Untersuchungsmaterial. Dabei wurde die Proteinexpression von COX-2 und VEGF sowie die 

Gefäßdichte immunhistochemisch an Gewebeschnitten untersucht. Außerdem wurde das 

Ausmaß der Makrophageninfiltration und das Vorkommen von nekrotischen Bereichen im 

jeweiligen Präparat beurteilt. Die mRNA-Expression von COX-2 und VEGF im Gewebe wurde 

mittels Realtime PCR ermittelt. 

Im zweiten Teil wurden Versuche sowohl an Zellkulturen von Nierenkarzinomzelllinien sowie an 

Makrophagen durchgeführt. Zunächst wurde die Expression von COX-2- und VEGF-mRNA in 

Tumorzelllinien unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen mittels Realtime PCR 

bestimmt. An Tumorzellsphäroiden wurden die Auswirkungen einer dauerhaften Hypoxie auf die 

Proteinexpression von COX-2 und VEGF immunhistochemisch untersucht. An Makrophagen 

wurden die Auswirkungen einer vorübergehenden Hypoxie getestet. Außerdem wurde der 

Einfluß von nekrotischen Tumorzellen auf Makrophagen untersucht, indem sie in Medium 

kultiviert wurden, dem ein Tumorzelllysat zugesetzt war. Die Messung der COX-2- und VEGF-

mRNA-Expression erfolgte mittels Realtime PCR, die Proteinexpression von COX-2 wurde 

mittels Western-Blot bestimmt. Zur Ermittlung der VEGF-Proteinexpression wurde der ELISA 

gewählt, anhand dessen VEGF in den Zellkulturüberständen gemessen wurde. 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Substanzen stammen, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen 

Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt) und Sigma (München). 
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2.3 Technische Geräte 

Folgende Geräte wurden verwendet: 

 

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Waldbronn 

iCycler iQ Real Time Thermocycler Bio Rad 

Magnetrührer: Ikamag RH Ika-Werk, Oberstaufen 

Mikrotom: Schlittenmikrotom Typ HN40 Reichert-Jung, Heidelberg 

pH-Meter: Typ HI 9321 HANNA Instruments, Kehl/ Rhein 

Schüttler Heidolph Polymax 1040 Schütt, Göttingen 

Semidryblotter Transblot SD Semidry Transfer Cell Bio Rad 

Spannungsquelle GPS 200/400 Pharmacia Biotech 

Spannungsquelle Power Paq 200 Bio Rad 

Spectrophotometer Ultrospec III Pharmacia Biotech 

Thermocycler Hybaid, Middlesex/England 

Thermocycler Progene Techno 

Thermomixer: Modell 5436 Eppendorf, Hamburg 

UV-Lichtquelle: Fluo-Link Biometra, Göttingen 

Vortex: Genie 2: G-560E Bender&Hobein, Zürich/ Schweiz 

Waage: Modell MCI; Typ MD BA 200 Sartorius, Göttingen 

Wasserbad Modell 1002/1013/1083 GFL, Burgwedel 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Sepatech, Hanau 

Zentrifuge Biofuge stratos Heraeus Sepatech, Hanau 

Zentrifuge Megafuge 1.0 R, Rotoren 2705/1379 Heraeus Sepatech, Hanau 

 

2.4 Untersuchungsmaterial 

Die Tumornephrektomiepräparate stammten von Patienten, die an einem Nierenzellkarzinom 

erkrankt waren, und in der urologischen Abteilung des Universitätsklinikums Göttingen operiert 

wurden. Gewebeproben wurden aus Tumorgewebe sowie aus angrenzendem normalem 

Nierengewebe entnommen. Die Präparate wurden durch die Mitarbeiter der pathologischen 

Abteilung untersucht und nach den Richtlinien der WHO (Tabelle 2) histologisch klassifiziert. 

Das Staging erfolgte nach der TNM-Klassifikation (Tabelle 1). 
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Eine Aufstellung der untersuchten Tumore findet sich in Tabelle 3. Für die Asservation der 

humanen Gewebeproben bestand ein Votum der Ethikkommission (Antragsnummer 2/2/03)  

Tabelle 3: Pathologische Typisierung, Differenzierungsgrad und Tumorstadium der untersuchten 
Tumoren 

Fall Typ Grad pTNM Fall Typ Grad pTNM 

1 klarzellig G2 pT3a N0M0 13 papillär G2 pT3bN2M0 

2 klarzellig G3 pT3b N0M0 14 sarkomatoid G3 pT3bN1M1 

3 papillär G2 pT2 N0M0 15 klarzellig G2 pT3a N0M0 

4 klarzellig G2 pT2 N0M0 16 klarzellig G2 pT3b N0M0 

5 klarzellig G1 pT1 N0M0 17 klarzellig G2 pT2 N0M0 

6 chromophob G2 pT2 N0M0 18 klarzellig G2 pT2 N0M0 

7 klarzellig G2 pT1 N0M0 19 papillär G2 pT3b N0M0 

8 klarzellig G1 pT3b N0M0 20 klarzellig G3 pT3N0M1  

9 klarzellig G3 pT3b N0M0 21 sarkomatoid G3 pT3bN2M1 

10 klarzellig G2 pT3cN1M0 22 klarzellig G2 pT3b N0M0 

11 klarzellig G2 pT3a N0M0 23 klarzellig G2 pT1 N0M0 

12 papillär G2 pT1N1M0 24 klarzellig G1 pT1 N0M0 

 

Für die Zellkulturexperimente wurden die Tumorzelllinien A498, Caki-1 und Caki-2 aus der 

Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig verwendet. 

Außerdem wurden Monozyten/ Makrophagen aus Leukapheresepräparaten von gesunden 

Personen isoliert, die freundlicherweise von der Abteilung für Transfusionsmedizin des 

Universitätsklinikums Göttingen zur Verfügung gestellt wurden. 

2.5 Untersuchungen an Tumorgewebe 

2.5.1 Präparation der Gewebeschnitte 

Für die morphologische Analyse wurde tumorfreies Nierengewebe und Tumorgewebe aus 

Nephrektomiepräparaten verwendet. Das Gewebe wurde in 4% neutral gepuffertem 

Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. 2 bis 4 µm dicke Serienschnitte wurden 

angefertigt und auf Silan-beschichtete Objektträger aufgezogen. 
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2.5.2 Histochemische Standardfärbung 

Die Beurteilung der Morphologie und des histopathologischen Malignitätsgrades erfolgte in allen 

Fällen anhand Hämatoxylin-Eosin-gefärbter Schnittpräparate. Zur Kerndarstellung wurden die 

Schnitte 5 min. in Meyers-Hämalaun gefärbt und anschließend in fließendem Leitungswasser 

gespült. Die Gegenfärbung des Zytoplasmas erfolgte durch kurzzeitiges Eintauchen in Eosin. 

2.5.3  Immunhistochemische Untersuchung 

Bei der verwendeten Methode handelt es sich um ein indirektes Nachweisverfahren für 

Antigene durch monoklonale Antikörper, einen nachgeschalteten Antikörper-Reporterenzym-

Komplex und eine dadurch katalysierte Farbreaktion. Zunächst bindet der Primärantikörper an 

das nachzuweisende Antigen. Der Sekundärantikörper ist an ein peroxidasekonjugiertes 

Dextranpolymer gebunden, das den Umsatz eines Chromogens und die Lokalisierung des 

Antigens ermöglicht. 

Zunächst wurden die Paraffinschnitte für 20 min. in Xylol entparaffiniert und jeweils 7 min. in 

einer Ethanolreihe absteigender Konzentration rehydriert. Nach einer Spülung in entionisiertem 

Wasser für 5 min. folgte eine Mikrowellenbehandlung zur Demaskierung der durch 

Formalinfixation maskierten Antigene. Dabei wurden die Schnitte in einem 10 mM Citratpuffer 

(pH 6,0) 15 min. bei 700 Watt erhitzt. Anschließend kühlten die Schnitte etwa 20 min. ab. Um 

die endogene Peroxidase der Gewebeschnitte zu blockieren, wurden sie nach kurzem Spülen 

in entionisiertem Wasser und Tris buffered Solution (TBS) mit Wasserstoffperoxid behandelt. 

Daraufhin wurden die Präparate in TBS gespült und dann 15 min. mit fötalem Kälberserum 

(FCS) inkubiert, um unspezifische Bindungen des Antikörpers und damit unspezifische 

Anfärbungen zu verhindern. Im Anschluß an eine Spülung in TBS wurde der für das Zielantigen 

(COX-2, VEGF, Endothelmarker CD31, Makrophagenmarker CD68) spezifische 

Primärantikörper in entsprechender Verdünnung mit TBS aufpipettiert und in einer feuchten 

Kammer inkubiert. Nach erneutem Spülen in TBS wurde der Sekundärantikörper für eine 

Stunde inkubiert. Es folgte ein dreimaliges Spülen in TBS, und schließlich das Auftragen des 

Chromogens, mit welchem die Schnitte 20 min. inkubiert wurden. Die antikörpermarkierten 

Gewebestrukturen wurden durch ein Farbsignal sichtbar. Die Farbreaktion wurde durch 

gründliches Spülen mit entionisiertem Wasser abgestoppt, und die Schnitte mit Meyers 

Hämalaun 3 min. gegengefärbt. Die Zellkerne färbten sich nach 5 min. Spülen in lauwarmem 

Leitungswasser blau an. Anschließend wurden die Schnitte in Eindeckmedium eingedeckt. Als 

Negativkontrollen dienten Schnitte, die bis auf die Inkubation mit dem Primärantikörper 

identisch zu den übrigen Schnitten behandelt wurden. Die Färbeprotokolle sowie die 

verwendeten Antikörper und Detektionssysteme sind in den Tabellen 4-6 näher spezifiziert. 
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Tabelle 4: Färbeprotokolle für die immunhistochemischen Untersuchungen 

Antikörper Vorbehandlung Verdünnung, Inkubation Chromogen 

COX-2 Mikrowelle 
0,6%H2O2,15 min 

1:50  
RT, über Nacht 

DAB 

VEGF Mikrowelle 
3% H2O2,15 min 

1:200  
4ºC, über Nacht 

DAB 

CD68 
(Makrophagenmarker) 

Mikrowelle 
3% H2O2, 10 min 

1:50  
RT, 1h 

AEC 

CD31 
(Endothelmarker) 

Mikrowelle 
3% H2O2, 15 min 

1:50  
4ºC, über Nacht 

DAB 

 

Tabelle 5: Verwendete Antikörper für die immunhistochemischen Untersuchungen 

COX-2 monoklonal Maus-anti-Mensch Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

VEGF monoklonal Maus-anti-Mensch Zymed, San Francisco, USA 

CD68 monoklonal Maus-anti-Mensch DAKO Diagnostika, Hamburg 

CD31 monoklonal Maus-anti-Mensch DAKO Diagnostika, Hamburg 

 

Tabelle 6: Materialien für die immunhistochemischen Untersuchungen 

EnVision-HRP-Peroxidase DAKO Diagnostika, Hamburg 

EnVision-Multilinksystem 
(Ziege-anti-Maus/-Kaninchen) 

DAKO Diagnostika, Hamburg 

Chromogen-Ansatz  
(Diaminobenzidine, DAB) 

DAKO Diagnostika, Hamburg 

Chromogen-Ansatz  
(3-Amino-9-Ethylcarbazol, AEC) 

Biogenex, San Ramon, CA, USA 

Eindeckmedium: Aquamount Mountant BDH Laboratory Supplies, England 
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2.5.4 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen 

Die Proteinexpression in den Gewebeschnitten wurde in Zusammenarbeit mit einem erfahrenen 

Pathologen anhand eines semiquantitativen additiven immunoreaktiven Scores (IRS) beurteilt, 

bei dem einerseits die Intensität der Farbreaktion (0 - negativ; 1 - schwach; 2 - mittelgradig; 3 - 

stark), anderseits die Zahl angefärbter Zellen als Kriterien herangezogen wurden (0 - keine 

positiven Zellen; 1 – unter 10% positive Zellen; 2 - 10-50% positive Zellen; 3 – über 50% 

positive Zellen). Die beiden Teilscores wurden aufaddiert. 

Die mikrovaskuläre Gefäßdichte in den Gewebeschnitten wurde mit Hilfe eines Okularaufsatzes 

bestimmt, der Gitternetzlinien in das Gesichtsfeld projiziert. Die MVD wurde durch das 

Auszählen der Schnittpunkte CD31-positiver Gefäße mit diesen Linien ermittelt. Dabei wurden 

20 Gesichtsfelder bei 250-facher Vergrößerung beurteilt und der Mittelwert der Ergebnisse 

gebildet. 

2.5.5 RNA-Extraktion aus Gewebe 

Zerkleinerte Gewebestücke aus Tumor und -normalgewebe der Nephrektomiepräparate wurden 

zur Stabilisierung der RNA in RNAlater Reagenz (Qiagen, Hilden) aufgenommen und  bis zur 

weiteren Verarbeitung bei – 20ºC gelagert. Das Gewebe wurde unter Verwendung von 

Shredder-Säulen (Qiagen) homogenisiert. Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte unter 

Verwendung des Rneasy Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.  

Die Isolierung, Reinheitskontrolle und Quantifizierung der mRNA erfolgte wie unter 2.6.4 

beschrieben. Die RNA-Reverse-Transkriptase-PCR und die Realtime PCR erfolgten wie unter 

2.6.5 und 2.6.6 beschrieben. 

2.6 Zellkulturexperimente 

2.6.1 Nierenkarzinomzellkulturen und Tumorzellsphäroide 

Die Tumorzellen wurden in vollsubstituiertem Zellkulturmedium RPMI 1640 kultiviert. Für die 

Stimulationsexperimente (siehe 2.6.3) wurden jeweils 5 x 105 Zellen in Petrischalen ausgesät 

und über Nacht bei 37ºC gelagert. 

Zur Generierung der Sphäroide wurden Tumorzellen mit einer Konzentration von 2,5 x 105 /ml 

Kulturmedium in mit 1% Agarose beschichteten Mikrotiterplatten ausgesät. Nach 4 Tagen 

wurden die Zellaggregate geerntet, in 4% neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert und in 

Paraffin eingebettet. Von den Präparaten wurden 3 μm dicke Schnitte angefertigt. Die 

Proteinexpression von COX-2 und VEGF wurde sodann immunhistohemisch wie unter 2.5.3 

beschrieben untersucht. 
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Tabelle 7: Materialien für die Herstellung des Zellkulturmediums 

RPMI 1640 Medium PAA Labore, Linz, Österreich 

FCS C C pro, Neustadt 

L- Glutamin 200 mM Biowhittaker, Verviers, Belgien 

HEPES 1 M PAA Labore, Linz, Österreich 

Penicillin/ Streptomycin  PAA Labore, Linz, Österreich 

 

2.6.2 Makrophagenzellkulturen 

Die Makrophagen/ Monozyten wurden aus Leukapheresepräparaten von gesunden 

Blutspendern mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurde 

Leukozytenseparationsmedium (Ficoll, PAA Labore, Linz, Österreich) mit einem Buffy Coat/ 

DPBS Gemisch (Verhältnis 1:3) überschichtet und 20 min. bei 2000 Upm zentrifugiert. Die 

Leukozyten, die sich nach der Zentrifugation in einer Zwischenphase befinden, wurden 

abpipettiert und 3 x mit DPBS (Biowhittaker, Verviers, Belgien) gewaschen. Anschließend 

wurden jeweils 3 x 107 Zellen in Zellkulturmedium RPMI 1640 aufgenommen und in 

Petrischalen überführt. Zur Adhärenz wurden sie sodann bei 37ºC gelagert. Nicht adhärente 

Zellen wurden nach 3 Std. mit dem Überstand abgesaugt. Nach zweimaligem vorsichtigem 

Spülen der Petrischalen mit DPBS wurden die Makrophagen/ Monozyten über Nacht bei 37ºC 

in vollsubstituiertem Zellkulturmedium RPMI 1640 gelagert. 

2.6.3 Zellstimulation 

Um die Effekte einer kurzzeitigen Hypoxie auf die Genexpression von COX-2 und VEGF zu 

untersuchen, wurden Tumorzellen der Linien A498 und Caki-1 sowie einen Tag alte 

Makrophagen für 5 Std. unter hypoxischen Bedingungen kultiviert. Dazu wurde das AnaeroGen 

System von Oxoid nach Angaben des Herstellers verwendet. Desweiteren wurden einen Tag 

alte Makrophagen über 24 Std. mit 1 x 106 lysierten Tumorzellen pro Petrischale in einem 

Gesamtvolumen von 6 ml Kulturmedium stimuliert. Das Tumorzelllysat stammte in gleicher 

Menge aus den Tumorzelllinien A 498, Caki-1 und Caki-2. Die Lyse der Tumorzellen wurde 

durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen in Kulturmedium erreicht. 
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2.6.4 RNA-Isolierung, Reinheitskontrolle und Quantifizierung  

Nach Abschluß der Stimulationsexperimente wurden die Zellkulturüberstände abgesaugt. Die 

Zellen wurden vorsichtig mit DPBS gespült, mit Hilfe eines Zellschabers geerntet und in 

Lysepuffer/ β-Mercaptoethanol aufgenommen. Die Aufreinigung der RNA erfolgte unter 

Verwendung des Rneasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. 

Die Menge sowie die Qualität der isolierten RNA wurden in dieser Arbeit durch kapilläre 

Elektrophorese unter Verwendung des RNA 6000 Nano Assay Kit (Lab-on-a-chip Technologie, 

Agilent Technologies, Waldbronn) evaluiert. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben 

erfolgte in einem standardisierten Verfahren. Dabei wird ein RNA- Größen- und 

Gewichtsstandard mitgeführt. Die entstehenden fluoreszierenden Banden werden vom Gerät 

detektiert und auf einem Bildschirm dargestellt. Bei guter Qualität der RNA sind typische 

prominente Banden erkennbar, denen 18 S und 28 S ribosomale RNA zugrunde liegt. Das Bild 

wird in ein Elektropherogramm umgewandelt, bei dem diese Banden als prominente Spitzen zu 

erkennen sind (Abbildung 3). Außerdem erfolgt eine densitometrische Auswertung des Bildes, 

anhand derer eine quantitative Aussage über den jeweiligen RNA-Gehalt der Probe getroffen 

werden kann. 

 

a) 

 

b) 28 S 18 S 

28 S 

18 S 

Standard 

Proben 

Abbildung 3: a) Exemplarische Darstellung einer elektrophoretischen mRNA-Probenauftrennung. Die 
Banden entsprechen 18 S und 28 S ribosomaler RNA. b) Anhand der Elektrophorese erstelltes 
Elektropherogramm. Die 18-S- und 28-S- Banden kommen als prominente Spitzen zur Darstellung. 
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2.6.5 RNA-Reverse-Transkriptase PCR 

Um RNA mit Hilfe einer PCR vervielfältigen zu können, hybridisiert man einen Primer an die 

RNA-Matrize und erstellt mittels der Reversen Trankriptase (RT) eine cDNA-Kopie.  

In dieser Arbeit wurden zur Denaturierung 500 ng RNA mit nukleasefreiem, bidestilliertem 

Wasser 5 min. bei 70°C erhitzt und dann auf Eis rasch abgekühlt. Nach Zugabe des 

Reaktionsansatzes wurde die jeweilige Probe im Thermocycler inkubiert. Die so generierte c-

DNA wurde bis zum weiteren Gebrauch bei – 20°C gelagert. Der Reaktionsansatz sowie das 

Temperaturprofil sind in Tabelle 8 und 9 angegeben.  

Tabelle 8: Reaktionsansatz für die RNA-Reverse-Transkriptase PCR 

RNA-Probe (500 ng Gesamt-RNA) 10 μl 

dNTP-Mix 2 µl 

Random Hexaprimer 2 µl 

RT 1µl 

RNase-Inhibitor 1µl 

Puffer 1µl 

Nukleasefreies bidestilliertes H2O 3 μl 

 

Tabelle 9: Temperaturprofil für die RNA-Reverse-Transkriptase PCR 

60 min. 37°C 

5 min. 96°C 

 4°C 

 

Tabelle 10: Materialien für die RNA-Reverse-Transkriptase PCR 

Omniscript Reverse Transkriptase Kit Qiagen 

Random Hexa Primer Invitrogen, Karlsruhe 

RNAse Inhibitor MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
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2.6.6 Realtime PCR 

Im Gegensatz zur Standard PCR erlaubt die in der vorliegenden Arbeit im iCycler durchgeführte 

Realtime PCR eine quantitative Bestimmung der eingesetzten cDNA. Das Prinzip der 

quantitativen Realtime PCR beruht darauf, daß dem Reaktionsansatz ein Farbstoff zugesetzt 

ist, der in die neusynthetisierte doppelsträngige DNA interkaliert. Durch Licht aktiviert, sendet 

der Farbstoff ein Fluoreszenzsignal aus. Anhand der Intensität des Signals wird bereits 

während der Reaktion gemessen, wie die PCR-Produkte akkumulieren (Abbildung 4). Bei jeder 

Messung wird eine Verdünnungsreihe aus einer cDNA-Probe bekannter Konzentration 

mitgeführt. Dadurch läßt sich eine Standardgerade erstellen, anhand derer die cDNA-

Konzentrationen der unbekannten Proben ermittelt werden können (Abbildung 5). 

 

 

Die Kurven zeigen die Fluoreszenzzunahme und damit die 
Zunahme der PCR-Produkte der einzelnen Proben. Die 
orangefarbene Linie markiert den Schwellenwert Ct 
(„Threshold cycle“), ab dem die Fluoreszenz über die 
Basisfluoreszenz während der ersten PCR-Zyklen ansteigt 
und eine exponentielle Zunahme der PCR-Produkte zu 
verzeichnen ist. 
 

 

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung einer cDNA-Probenmessung mittels Realtime PCR 

 

 
Die blauen Markierungen entsprechen 
den Proben der Verdünnungsreihe. Rot 
markiert sind die unbekannten Proben, 
deren Konzentration anhand der 
Standardgeraden ermittelt wurde. 
 

 

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung einer Standardgeraden in der Realtime PCR  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Reaktionsansatz auf Eis pipettiert. Anschließend wurde 

die Reaktion sofort im Thermocycler gestartet. Zur Erstellung einer Standardgerade wurde eine 

Verdünnungsreihe von hochkonzentrierter cDNA aus Nierenkarzinomzelllinien parallel zu den 

Proben amplifiziert. Die Qualität der PCR-Produkte wurde durch eine Schmelzpunktanalyse 

überprüft. Der Reaktionsansatz sowie Temperaturprofile und verwendete Primer sind in den 

Tabellen 11-13 aufgeführt.  
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Tabelle 11: Reaktionsansatz für die Realtime PCR 

cDNA 5 μl 

SYBR Green Supermix 10 μl 

Primer (s) 0,15 µl 

Primer (as) 0,15 µl 

Nukleasefreies bidestilliertes H2O 4,7 µl 

 

Tabelle 12: Temperaturprofile der Realtime PCR 

a) COX-2-PCR 
 

Taq-Aktivierung 1x 15 min 95°C   

Denaturierung 45x 30 s 95°C   

Primeranlagerung  30 s 61°C   

Elongation  30 s 72°C   

Schmelzpunktanalyse 1x 7 min.   

   4°C 

 

b) VEGF-PCR 
 

Taq-Aktivierung 1x 15 min 95°C   

Denaturierung 45x 20 s 95°C   

Primeranlagerung  20 s 57°C   

Elongation  20 s 72°C   

Schmelzpunktanalyse 1x 7 min.  

   4°C 

 

c) β-Actin-PCR 
 

Taq-Aktivierung 1x 15 min 94°C   

Denaturierung 35x 30 s 95°C   

Primeranlagerung  30 s 60°C   

Elongation  30 s 72°C   

Schmelzpunktanalyse 1x 7 min.  

   4°C 
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Tabelle 13: Verwendete Primer für die Realtime PCR 

Gene  Primer Sequenzen (5´- 3`) 

antisense gtgcactgtgtttggagtgg 
COX-2 

sense tcagccatacagcaaatcctt 

antisense cttggtctagagagtggtcc 
VEGF121+165 

sense tcgggcctccgaaaccatga 

-Actin 
antisense 

sense 

ggtaaccgttactcgccaaggcgac 

tcacccacactgtgcccatctacga 

 

Tabelle 14: Materialien für die Realtime PCR 

iQ SYBR Green Supermix BioRad, Hercules, USA 

Cox-2-Primer MWG Biotech AG 

VEGF-Primer MWG Biotech AG 

β-Actin Primer MWG Biotech AG 

DNA-Längenstandard:  
GeneRuler 100 bp DNA-Leiter 

 
MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

 

2.6.7 Auswertung der Ergebnisse der Realtime PCR 

Um eine Vergleichbarkeit der Werte untereinander zu gewährleisten und sicher zu stellen, daß 

eine differentielle Expression des Zielgens vor dem Hintergrund einer gleichbleibenden 

Expression tumorirrelevanter Gene stattfindet, verwendet man interne Kontrollen. Als solche 

eignen sich Gene, von denen man annimmt, daß sie in allen Geweben und Zellen, und damit in 

unterschiedlichen Ansätzen, gleichermaßen exprimiert werden, sogenannte housekeeping- 

Gene. Ein solches Gen ist das β-Actin Gen, welches für die Zytoarchitektur der Zellen eine 

Rolle spielt (THELLIN et al. 1999). Man bezieht die Menge an spezifischem Produkt auf das 

housekeeping-Gen, dessen Menge man für eine Konstante hält. Dadurch werden auch 

Unterschiede der Meßwerte, die durch Schwankungen der Effizienz der cDNA-Synthese oder 

der Integrität der cDNA verursacht werden könnten, ausgeglichen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die absoluten Werte der COX-2- und VEGF-mRNA-

Expression auf die der β-Actin-mRNA-Expression des entsprechenden Präparates bezogen. 

Aus den so „normalisierten“ Werten der mRNA-Expression wurde ein „Faktor der 

Hochregulation“ berechnet, indem die Expression des Zielgens in Tumorgewebe auf die 

Expression des Zielgens in korrespondierendem Normalgewebe bezogen wurde. 
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2.6.8 Proteinnachweis mittels Western-Blot-Analyse 

Der erste Schritt des Verfahrens ist eine Auftrennung der Proteinmischung nach Molekülgröße 

durch diskontinuierliche Gelelektrophorese. Die Proteine werden nach der Elektrophorese durch 

eine senkrecht zum Gel angelegte Spannung auf eine proteinbindende Nitrozellulosemembran 

übertragen. Diese Membran wird dann mit der Lösung eines ersten Antikörpers inkubiert, der 

spezifisch ist für das gesuchte Protein. Nach einer bestimmten Reaktionszeit, in der sich 

Antigen-Antikörperkomplexe bilden, wird die Membran gewaschen, um überschüssige, nicht 

gebundene Antikörper zu entfernen. Im letzten Schritt wird die Membran mit einem zweiten 

Antikörper inkubiert, der spezifisch an den ersten bindet, und über den die Detektion der 

Proteine erfolgt. An den Sekundärantikörper ist ein Enzym gebunden, welches eine 

Farbreaktion – oder wie in der vorliegenden Arbeit eine Chemilumineszenzreaktion – 

katalysiert, welche die markierten Banden sichtbar macht. 

 

Proteinisolierung 

Zur Proteingewinnung wurden die Makrophagen nach Abschluß der Zellkulturexperimente mit 

einem Zellschaber aus den Petrischalen gelöst, in DPBS (Biowhittaker, Verviers, Belgien) 

aufgenommen und 2 Waschzentrifugationen (1200 Upm, 6 min. bei 4ºC) unterzogen. Die 

weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Das Zellpellet wurde in 1 mM EDTA 

Complete Protease Inhibitoren Cocktail (Roche, Penzberg) resuspendiert. Um die Proteine aus 

den Zellen freizusetzen, wurden die Zellmembranen durch mehrmaliges Aspirieren der Zellen 

durch eine feine Kanüle mechanisch zerstört. Nach Zugabe von 0,1% Triton X-100 wurde das 

Gemisch nochmals mehrere Male durch eine Kanüle passiert und dann für 10 min. bei 4000 

Upm und 4ºC zentrifugiert. Die Proteine, die sich nach der Zentrifugation im Überstand 

befanden, wurden sodann abpipettiert. Ihre Konzentration wurde photometrisch unter 

Verwendung von Protein-Assay Farbstoff-Konzentrat (BioRad, München) mit dem Protein-

Assay nach Bradford bestimmt (BRADFORD 1976).  
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Proteinauftrennung mittels Elektrophorese 

Für die weitere Analyse wurde eine jeweils 50 µg Protein entsprechende Menge der Proben 

eingesetzt. Um die Proteine zu fällen, wurden 1000 μl Azeton zu der jeweiligen Probe gegeben, 

die sodann 10 min auf Eis inkubiert wurde. Es folgte eine Zentrifugation bei 4000 Upm und RT 

für 10 min. Danach wurden die Überstände dekantiert und das Proteinpellet mit 40 μl 

Probenpuffer resuspendiert. Zur Denaturierung wurden die Proben anschließend 10 min. bei 70 

ºC im Thermomixer inkubiert. Zur Proteinauftrennung verwendeten wir ein Elektrophorese 

System der Firma Biorad. Polyacrylamidgele (Trenngel mit 12 % Vernetzungsgrad, Sammelgel 

mit 5 % Vernetzungsgrad)  wurden in Gießständern gegossen und in eine vertikale 

Elektrophoresekammer eingespannt. Die Proben wurden in die vorbereiteten Geltaschen 

pipettiert und in der mit SDS-Laufpuffer gefüllten Kammer bei einer Spannung von initial 80 V 

für 10 min., dann bei 120 V für 2,5 Std. aufgetrennt. Zur Beurteilung der Proteingewichte wurde 

ein farbig markierter Proteinstandard mitgeführt. 

 

Proteintransfer und Darstellung 

Das Gel wurde vorsichtig auf eine PVDF-Membran überführt, die zuvor kurz in Transferpuffer 

geschwenkt wurde, und zwischen ebenfalls mit Puffer getränktem Filterpapier in einem 

Semidry-Blot-System gelagert. Dadurch wurde ein Druck auf die Gel-Membraneinheit ausgeübt 

und damit ein luftblasenfreier Transfer der Proteine gewährleistet. Dieser dauerte 1 Stunde bei 

0,04 A. Um danach die freien, unspezifischen Bindungsstellen auf der Blot-Membran zu 

blockieren, wurde sie unter leichtem Schütteln für 1 Std. bei Raumtemperatur mit Blockpuffer 

inkubiert, anschließend 3 x 5 min. mit Waschpuffer gewaschen. Dann wurde die Membran mit 

dem entsprechenden Primärantikörper inkubiert. Auf einen erneuten Waschvorgang folgte die 

Inkubation mit dem Sekundärantikörper für 1 Stunde. Die an den Sekundärantikörper 

gekoppelte Horseradish Peroxidase katalysierte eine Chemilumineszenzreaktion. Die dabei 

entstehenden Banden wurden auf Röntgenfilmen abgebildet. Die Inkubationsprotokolle sowie 

die verwendeten Antikörper und Detektionssysteme sind in den Tabellen 15 – 17 angegeben. 

Tabelle 15: Inkubationsprotokolle für den Western-Blot  

Antikörper Verdünnung  Inkubation 

COX-2 1:100 4ºC, über Nacht 

β-Actin 1:2000 4ºC, über Nacht 
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Tabelle 16: Verwendete Antikörper für den Western-Blot 

Primärantikörper  

COX-2, monoklonal, Maus Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

β-Actin, monoklonal, Maus Oncogene, San Diego, CA, USA 

Sekundärantikörper  

Kaninchen-anti-Maus COX-2 Dako 

Kaninchen-anti-Maus-HRP-β-Actin Dako 

 

Tabelle 17: Materialien für die Gel-Elektrophorese und die Chemilumineszenzreaktion 

Proteinstandard Full Range Rainbow, Recombinant 
Protein Molecular Weight Markers, RPN 800 

Amersham Life Science, Little Chalfont, 
Buckinghamshire, UK 

Western Lightning Chemilumineszenz Reagenz Plus Perkin Elmer Life SciencesBoston, USA 

Röntgenfilme Agfa 

 

 

2.6.9 ELISA 

Beim enzyme-linked immunosorbent assay handelt es sich um ein immunologisches 

Nachweisverfahren für Proteine. Ein an eine Mikrotiterplatte gebundener erster Antikörper 

bindet spezifisch an das gesuchte Antigen. Ungebundene Bestandteile werden nach Ablauf der 

Inkubationszeit durch Waschen entfernt. In einem nächsten Schritt wird ein 

Detektionsantikörper zugegeben, der ebenfalls spezifisch an das gesuchte Antigen bindet, 

jedoch an einer anderen Stelle. Es entsteht ein Antigen - Antikörper - Antigen - Komplex. An 

den zweiten Antikörper ist ein Enzym gebunden, welches nach erneutem Waschen der Probe 

und Zugabe eines Chromogens eine Farbreaktion in Gang bringt. Sie kann im Photometer 

verfolgt werden. Die Intensität der Farbe ist dabei proportional zur Konzentration des zu 

bestimmenden Antigens in der Probe.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der ELISA unter Verwendung des Biotrak hVEGF Human 

ELISA System  (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. 
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2.7 Statistische Analyse 

Die Ergebnisse wurden anhand des Mann-Whitney-Testes bzw. des Wilcoxon- 

Rangsummentestes auf signifikante Unterschiede überprüft. Anhand des Spearman-Rang-

Korrelationskoeffizienten wurde getestet, ob sich eine Korrelation zwischen den untersuchten 

Parametern nachweisen ließ. Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software 

GraphPad Prism Version 3.0 für Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) 

durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Untersuchung der mRNA-Expression in Tumorgewebe sowie Teile der 

immunhistochemischen Untersuchungen und der Proteinnachweis mittels Western-Blot-Analyse 

wurden deskriptiv angegeben. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Untersuchungen an humanem Tumormaterial 

3.1.1 COX-2-Proteinexpression und Cox-2-mRNA-Expression im Nierenzellkarzinom  

Immunhistochemisch konnte eine Expression von zellgebundenem COX-2-Protein im 

Tumorepithel und in kleinen Gefäßen der Tumoren lokalisiert werden. Außerdem ließen sich 

positive Signale für COX-2 in interstitiellen Makrophagen sowie in Makrophagen im Bereich von 

Nekrosen detektieren (Abbildung 6 und Abbildung 7). Im tumorfreien Gewebe war COX-2-

Protein in den Zellen der Sammelrohre und, wenn auch deutlich schwächer, im Epithel der 

proximalen und distalen Tubuli nachweisbar (Abbildung 6). Der immunoreaktive Score war im 

Tumorepithel maximal [3+3] und minimal [1+1]. Im normalen Epithel ergab der immunoreaktive 

Score ebenfalls einen Maximalwert von [3+3] und einen Minimalwert von [1+1]. Obgleich 

tendenziell eine höhere Expression von COX-2-Protein im Tumor vorlag, zeigte die statistische 

Analyse im Vergleich zwischen Tumorepithel und Epithel tumorfreien Gewebes keine 

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der COX-2-Protein-Expression. 

 

In 19 von 23 Fällen zeigte sich eine deutliche Abnahme der COX-2-mRNA-Expression im 

Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe, im Mittel um den Faktor 6,7 (1,2 bis 33,3). 

Eine Zunahme der COX-2-Expression im Tumorgewebe fand sich nur in 4 Fällen, im Mittel um 

den Faktor 2,6 (1,6 bis 3,8) 

 

Eine Korrelation zwischen der mRNA-Expression und der Protein-Expression von COX-2 lag 

nicht vor. 

 

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse und der PCR sind in Tabelle 18 

zusammengefaßt. 
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3.1.2 VEGF-Proteinexpression und VEGF-mRNA-Expression im Nierenzellkarzinom  

Immunhistochemisch konnte eine Expression von zellgebundenem VEGF-Protein im 

Tumorepithel und in interstitiellen Makrophagen sowie in Makrophagen im Randbereich von 

Nekrosen detektiert werden (Abbildung 6 und Abbildung 7). Im tumorfreien Gewebe war VEGF-

Protein in den Zellen der Sammelrohre und im Epithel der proximalen und distalen Tubuli 

nachweisbar (Abbildung 6). Der immunoreaktive Score war in den Tumorepithelien maximal 

[3+3] und minimal [1+1]. Im normalen Epithel ergab der immunoreaktive Score ebenfalls einen 

Maximalwert von [3+3] und einen Minimalwert von [1+1]. Insgesamt war die Expression von 

VEGF-Protein im Tumorepithel im Vergleich zum Epithel normalen Gewebes signifikant erhöht 

(P = 0,0004). 

 

In 18 von 23 Fällen fand sich eine deutliche Zunahme der VEGF-mRNA-Expression im 

Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe, im Mittel um den Faktor 9 (1,4 bis 33,8). In 3 

Fällen nahm die VEGF-Expression ab, im Mittel um den Faktor 3,8 (1,6 bis 5,3). In 2 Fällen war 

sie unverändert. 

 

Zwischen der Protein-Expression von VEGF und der mRNA-Expression von VEGF in 

Tumorgewebe zeigte sich eine umgekehrte Korrelation (Spearman’s r = -0,54, P=0,0076), 

(Abbildung 8). 

 

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse und der PCR sind in Tabelle 18 

zusammengefaßt. 
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Abbildung 6: Immunhistochemische Darstellung von COX–2 und VEGF in Tumorgewebe und 
tumorfreiem Gewebe. 

 
Bild A:  Expression von COX-2 im Tumorepithel und im Endothel sinusoidaler Tumorgefäße 
Bild B:  Expression von VEGF im Tumorepithel 
Bild C:  Expression von COX-2 in tumorfreiem Gewebe 
Bild D:  Expression von VEGF in tumorfreiem Gewebe 

 

(Bilder A-D von Fall 1, Chromogen DAB, übernommen aus HEMMERLEIN et al. 2004) 
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Abbildung 7: Immunhistochemische Darstellung von COX-2, VEGF und Makrophagen in Tumorgewebe  

 
Bild A: CD68-positive interstitielle Makrophagen ohne COX-2 Expression 
Bild B: CD68-positive Makrophagen innerhalb und am Rand einer Nekrosezone 
Bild C: CD68-positive Makrophagen am Rand einer Nekrosezone 
Bild D: Expression von COX-2 im Tumorepithel 
Bild E: Expression von COX-2 in Makrophagen innerhalb und am Rand einer Nekrosezone 
Bild F: Expression von COX-2 in Makrophagen am Rand einer Nekrosezone 
Bild G: Expression von VEGF in Makrophagen und im Tumorepithel 
Bild H: Expression von VEGF in Makrophagen innerhalb und am Rand einer Nekrosezone 
Bild I: Expression von VEGF in Makrophagen am Rand einer Nekrosezone 

 

(Bilder A,D,G von Fall 13, Bilder B,E,H von Fall 12, Bilder C,F,I von Fall 2. 
Chromogen DAB für COX-2 und VEGF, Chromogen AEC für CD68, * = Nekrose. 
Übernommen aus HEMMERLEIN et al. 2004) 

32 



Ergebnisse 

Tabelle 18: Synopsis der immunhistochemischen Daten und der PCR- Daten 

Fall COX-2 VEGF MVD Nekrosen

 mRNA 
IRS 

Tumor 
IRS 

Normal 
mRNA 

IRS 
Tumor 

IRS 
Normal 

  

1 0,81 2+3 3+3 3,94 2+3 1+3 15,70  

2 3,8 3+3 1+2 5,36 3+2 1+2 10,25 + 

3 0,27 2+2 2+3 1,42 2+3 1+2 10,70 + 

4 1,96 2+2 2+1 5,45 2+3 1+2 3,25  

5 0,60 2+3 2+2 2,48 1+3 2+1 34,05  

6 0,36 2+3 1+2 1,44 2+3 2+2 11,65  

7 0,08 2+2 1+2 5,18 2+3 1+2 23,20  

8 0,81 2+2 1+2 7,2 2+3 2+2 42,75  

9 0,09 2+3 2+2 4,64 3+2 2+2 7,5 + 

10 0,14 2+2 2+3 6,01 2+3 1+3 14,60  

11 0,81 1+2 2+2 26,05 1+2 2+2 21,00  

12 0,18 3+3 2+3 0,45 2+3 2+1 5,65 + 

13 0,07 3+3 3+3 19,21 2+2 1+1 11,62 + 

14 0,53 2+3 ne 1,03 3+3 Ne 3,6 + 

15 0,42 2+2 1+2 1,09 3+3 2+2 5,61 + 

16 0,42 1+2 1+1 3,68 1+3 1+2 36,60  

17 3,16 3+3 2+2 5,81 3+3 2+2 11,60  

18 1,63 2+3 2+2 14,31 3+2 1+3 13,02  

19 0,03 2+2 2+2 0,57 3+3 2+3 6,20 + 

20 0,41 1+1 2+2 3,99 1+2 2+3 11,15  

21 0,07 3+2 2+2 0,19 3+3 2+2 3,5  

22 0,42 1+1 1+2 33,78 3+1 1+2 20,35  

23 ne 2+3 1+2 ne 3+2 2+2 10,05 + 

24 0,19 1+3 2+2 12,63 1+3 1+2 28,65  

 

mRNA: Faktor der Hochregulation vs. Normalgewebe 
IRS: Immunoreaktiver Score  
MVD: Mikrovaskuläre Gefäßdichte 
ne: Nicht erfaßt 
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Abbildung 8: Korrelationsanalyse der relativen VEGF-mRNA-Expression (Faktor der Hochregulation vs. 
Normalgewebe, logarithmische Darstellung), und der VEGF-Protein-Expression (immunoreaktiver Score) 
in Tumorgewebe. Spearman’s r = -0,54, P=0,0076. Übernommen aus HEMMERLEIN et al. (2004). 
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3.1.3 Expression von COX-2 und VEGF im Zusammenhang mit der Tumorgefäßdichte 

und Tumornekrosen im Nierenzellkarzinom 

 

Zwischen der Expression von COX-2 und der MVD ließ sich kein Zusammenhang konstatieren. 

 

Eine direkte Korrelation bestand zwischen der Expression von VEGF-mRNA und der MVD 

(Spearman’s r = 0,53; P = 0,0098; Abbildung 9a). Eine umgekehrte Korrelation zeigte sich 

zwischen der Expression von VEGF-Protein und der MVD (Spearman’s r = -0,62, P =0,0014; 

Abbildung 9b). 

 

Weder für die Expression von COX-2 noch für die Expression von VEGF ließ sich ein 

Zusammenhang mit dem Vorkommen von Nekrosen darstellen. 

 

Die Untersuchung der Gefäßdichte im Nierenzellkarzinom und ihres potentiellen Einflusses auf 

die Entwicklung von Nekrosen führte zu folgendem Ergebnis: Für die MVD ergab sich im Mittel 

ein Wert von 19,4 (3,3 bis 42,8). 9 von 24 Tumoren wiesen Nekrosezonen auf. Für die MVD in 

Tumoren mit Nekrosen ergab sich im Mittel ein Wert von 7,9 (3,6 bis 11,6). Für die MVD in 

Tumoren ohne Nekrosen ergab sich im Mittel ein Wert von 19,4 (3,3 bis 42,8). Tumoren mit 

Nekrosen zeigten somit eine signifikant verminderte MVD im Vergleich zu Tumoren ohne 

nekrotische Bereiche (P = 0,0051) Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 zusammengefaßt und in 

Abbildung 10 graphisch dargestellt. 
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Abbildung 9 : a) Korrelationsanalyse der relativen VEGF-mRNA-Expression (Faktor der Hochregulation 
vs. Normalgewebe, logarithmische Darstellung) und der mikrovaskulären Gefäßdichte (MVD) in 
Tumorgewebe. Spearman’s r = 0,53; P = 0,0098.                 
b) Korrelationsanalyse der  VEGF-Protein-Expression (immunoreaktiver Score) und der mikrovaskulären 
Gefäßdichte (MVD) in Tumorgewebe. Spearman’s r = -0,62; P =0,0014.                                   
Übernommen aus HEMMERLEIN et al. (2004). 
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Abbildung 10: Balkendiagramm: Mikrovaskuläre Gefäßdichte (MVD) in Tumoren. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Gefäßdichte in Tumoren mit Nekrosen Vergleich zu Tumoren ohne Nekrosen +/- SEM. 
Übernommen aus HEMMERLEIN et al. (2004). 
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3.2 In-vitro-Untersuchungen 

3.2.1 COX-2- und VEGF-mRNA-Expression in Tumorzellen unter Hypoxie 

Unter Normoxie wurde COX-2 und VEGF in den Zelllinien A498 und Caki 1 schwach exprimiert. 

Unter Hypoxie zeigte sich bei Zellen der Linie A498 eine signifikante Herabregulation von COX-

2 um den Faktor 0,6 (0,4 bis 0,8); (P=0,0078; n=7) und eine leichte aber nicht signifikante 

Hochregulation von VEGF um den Faktor 1,6 (0,7 bis 3,7). Die COX-2 Expression bei Zellen 

der Linie Caki 1 blieb unter Hypoxie nahezu konstant, VEGF wurde signifikant um den Faktor 

2,3 (0,6 bis 4,8) hochreguliert; (P=0,039; n=7).  
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Abbildung 11: Balkendiagramm: Relative mRNA-Expression von COX-2 und VEGF in Tumorzellen unter 
Hypoxie, angegeben als Faktor der Hochregulation vs. Normoxie. Dargestellt sind die Mittelwerte und der 
SEM. * P = 0,0078, ** P = 0,039; n=7. Übernommen aus HEMMERLEIN et al. (2004). 
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3.2.2 COX-2- und VEGF-Proteinexpression in Tumorzellsphäroiden 

Aus Zellen der Linie A498 ließen sich gleichmäßige Sphäroide generieren. Bei der 

immunhistochemischen Färbung fiel auf, daß die Signalstärke sowohl für COX-2 als auch für 

VEGF vom Zentrum zur Peripherie der Sphäroide hin abnahm. Zellen der Linie Caki 1 formten 

nur unregelmäßige multizelluläre Aggregate. Ein deutlicher Gradient der Signalstärke in der 

immunhistochemischen Färbung war hier nicht zu beobachten. 

 

 

   

Abbildung 12: Proteinexpression von COX-2 und VEGF in Sphäroiden und multizellulären Aggregaten 
von Tumorzellen 

Bild A, C: Zellen der Linie A498 formten gleichmäßige Sphäroide, die Signalstärke für VEGF und COX-2 
nahm vom Zentrum zur Peripherie hin ab. 
Bild B, D: Zellen der Linie Caki-1 formten unregelmäßige zelluläre Aggregate, ein Gradient der 
Signalstärke war nicht zu erkennen. 

 

(Chromogen DAB. Übernommen aus HEMMERLEIN et al. 2004) 
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3.2.3 COX-2- und VEGF-mRNA-Expression in Makrophagen unter Hypoxie und unter 

Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen 

Unter Normoxie zeigten Makrophagen nur eine niedrige Expression von COX-2- und VEGF- 

mRNA.  

Unter hypoxischen Bedingungen war eine deutliche Zunahme der COX-2-mRNA-Expression zu 

beobachten. Sie nahm im Mittel um den Faktor 10,9 (5,2 bis 18,8) zu; (p=0,0078; n=8). Stark 

ausgeprägt war die Zunahme der COX-2-mRNA-Expression unter Stimulation mit lysierten 

Tumorzellen. Sie nahm im Mittel um den Faktor 94,4 (3 bis 490,1) zu; (p= 0,0156; n=7). 
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Abbildung 13: Boxplot-Diagramm: COX-2 mRNA-Expression in Makrophagen unter Hypoxie und unter 
Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen (TZ), angegeben als Faktor der Hochregulation vs. 
unstimulierte Makrophagen. Logarithmische Darstellung. Abgebildet sind der Median, das obere und das 
untere Quartil sowie die Maximal- und Minimalwerte. n = 8 (Hypoxie), n = 7 (TZ). 
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Bei der Expression von VEGF-mRNA war unter Hypoxie eine Zunahme im Mittel um den Faktor 

29,5 (12,8 bis 50,6) festzustellen; (p=0,0078; n=8). Unter Stimulation mit lysierten Tumorzellen 

nahm die Expression von VEGF-mRNA im Mittel um den Faktor 9,2 (2,3 bis 19,2) zu; 

(p=0,0156; n=7). 

 

Hypoxie TZ
0.1

1

10

100

m
R

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 

Abbildung 14: Boxplot Diagramm: VEGF-mRNA-Expression in Makrophagen unter Hypoxie und unter 
Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen (TZ), angegeben als Faktor der Hochregulation vs. 
unstimulierte Makrophagen, Logarithmische Darstellung. Abgebildet sind der Median, das obere und das 
untere Quartil sowie die Maximal- und Minimalwerte. n = 8 (Hypoxie), n = 7 (TZ). 
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3.2.4 COX-2- und VEGF- Proteinexpression in Makrophagen unter Hypoxie und unter 

Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen 

Nach Stimulation mit lysierten Tumorzellen exprimierten Makrophagen COX-2-Protein, welches 

im Western-Blot durch das Vorhandensein einer Bande bei 72 kDa gezeigt werden konnte. Im 

Gegensatz dazu war weder in unstimulierten Makrophagen noch in Makrophagen unter Hypoxie 

eine COX-2-Proteinexpression nachweisbar. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Exemplarischer Western-Blot : Expression von COX-2-Protein in Makrophagen ohne 
Stimulation (Kontr.) und nach Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen (Stim.). Abgebildet ist außerdem 
die Expression von β-Actin-Protein als interne Kontrolle. 

 

VEGF-Protein ließ sich in den Makrophagen selbst im Western-Blot nicht nachweisen. Der 

Nachweis gelang in den Zellkulturüberständen mittels ELISA. Eine VEGF-Protein-Expression 

war sowohl unter Normoxie sowie unter Hypoxie und unter Stimulation mit Tumorzellen 

nachweisbar. Lediglich unter Tumorzellstimulation fand sich eine relevante Hochregulation von 

VEGF-Protein im Vergleich zu unstimulierten Makrophagen um den Faktor 1,7 (1,4 bis 2,2); 

(p=0,024; n=3).  

 

Kontr. Stim. 

COX-2 
72 kDa 

β-Actin 
48 kDa 
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4 Diskussion 

In den letzten Jahren häufen sich Hinweise darauf, daß die enzymatische Aktivität der COX-2 

bei Entstehung, Wachstum und Ausbreitung von Tumoren eine wichtige Rolle spielt. Die 

zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch nicht vollständig aufgeklärt. 

Eine im Vergleich zum Normalgewebe erhöhte COX-2-Expression ist wiederholt bei 

verschiedenen bösartigen Tumoren beschrieben worden (SAUKKONEN et al. 2004). Über das 

Nierenzellkarzinom finden sich diesbezüglich nur wenige Publikationen. Die Tabellen 19 – 21 

fassen diese zusammen. Bislang existieren keine Arbeiten, die den Gesamtzusammenhang 

zwischen der Expression von COX-2, VEGF und der Gefäßneubildung im Nierenzellkarzinom 

evaluieren. Ebensowenig finden sich Daten, die eine Aussage über die Hypoxiesensitivität von 

COX-2 und VEGF im Nierenzellkarzinom zulassen.  

Basierend auf den an anderen Tumoren gewonnenen Erkenntnissen ging die vorliegende 

Untersuchung davon aus, daß eine Induktion von COX-2 im Nierenzellkarzinom nachweisbar 

ist, welche die Expression von VEGF und die Bildung von Tumorgefäßen beeinflußt und unter 

Hypoxie verstärkt wird. 

4.1 Die Expression von COX-2 im Nierenzellkarzinom 

In der vorliegenden Arbeit waren in allen untersuchten Präparaten positive Signale für COX-2- 

Protein im Tumorgewebe detektierbar. In gesundem Nierengewebe konnten wir, 

übereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, ebenfalls eine Expression von 

COX-2-Protein nachweisen (HASHIMOTO et al. 2004; MIYATA et al. 2003; MUNGAN et al. 

2006; TUNA et al. 2004; YOSHIMURA et al. 2004b). Dies läßt sich durch den Umstand 

erklären, daß die COX-2 in der Niere auch unter physiologischen Bedingungen eine Funktion 

erfüllt, indem sie, in Interaktion mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, die Homöostase 

des Wasser- und Elektrolythaushaltes moduliert. Abgesehen davon bilden Tubuluszellen 

Interleukin 6, das möglicherweise durch die Bindung an die Promotorregion des COX-2-Gens 

die Expression von COX-2 in der Niere induziert (OOSTERWIJK und MULDERS 2006). 

Die Annahme, daß im Tumor ein signifikant erhöhtes Expressionsniveau von COX-2-Protein 

vorliegt, ließ sich hier im Gegensatz zu den Ergebnissen der oben angeführten Untersuchungen 

von HASHIMOTO et al., MIYATA et al., MUNGAN et al., TUNA et al. und YOSHIMURA et al. 

nicht bestätigen. 
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Diskussion 

Es ist denkbar, daß diese Diskrepanz zumindest teilweise auf Unterschiede bei der Auswahl 

des Probenmaterials zurückzuführen ist. Während die hier verwendeten Gewebeproben aus 

Tumor und angrenzendem Normalgewebe derselben Niere stammten, wurden von 

HASHIMOTO et al. (2004), MUNGAN et al. (2006) und YOSHIMURA et al. (2004) 

Tumorgewebe und tumorfreies Gewebe aus unterschiedlichen Nieren miteinander verglichen. 

Lediglich von MIYATA et al. (2003) und TUNA et al. (2004) wurde ein direkter Vergleich geführt, 

der sich jedoch auf Stichproben beschränkte. Dies mag insofern von Bedeutung sein, daß in 

Normalgewebe, welches direkt an maligne verändertes Gewebe grenzt, tumorübergreifende 

und inflammatorische Stimuli wirken und die Expression von COX-2 verstärken können. 

Untersuchungen an Mammakarzinomen, bei denen sich in 81 % der Fälle COX-2-Protein im an 

den Tumor angrenzenden Normalgewebe nachweisen ließ, bekräftigen diese Annahme (HALF 

et al. 2002). Nierenzellkarzinome bilden anders als Mammakarzinome jedoch häufig Kapseln, 

welche die Auswirkung des Tumors auf umgebendes Gewebe einschränken dürften. Generell 

ist beim Vergleich von Gewebeproben aus verschiedenen Organen zu beachten, daß 

Differenzen der Proteinexpression durch eine unterschiedlich lange Dauer der warmen 

Ischämiezeit bei der Probengewinnung zustande kommen können (MATSUYAMA et al. 2005).  

Die bisher verfügbaren Angaben zur Häufigkeit der Expression von COX-2-Protein in maligne 

transformiertem Gewebe der Niere schwanken zwischen ca. 50% - 100% (s. Tabelle 19), wobei 

sich, wie auch in dieser Arbeit, innerhalb der einzelnen Studien deutliche interindividuelle 

Varianzen hinsichtlich des Ausmaßes und der Stärke der Expression zeigten. Einerseits kann 

dies die Tatsache widerspiegeln, daß Nierenzellkarzinome eine intra- und intertumoral 

heterogene Tumorentität darstellen. Andererseits unterscheiden sich in vergleichbaren 

immunhistochemischen Untersuchungen unter anderem Färbeprotokolle und verwendete 

Antikörper. Es ist daher nicht auszuschließen, daß methodisch bedingte Differenzen der 

Sensitivität und Spezifität ursächlich für abweichende Untersuchungsergebnisse sind. 

 

Eine Kontrolle der COX-2-Expression scheint sowohl auf translationaler als auch auf 

transkriptionaler Ebene zu erfolgen (PRUTHI et al. 2003), so daß wir neben der Protein- auch 

die mRNA-Expression von COX-2 untersuchten. Hierbei zeigte sich im Tumorgewebe eine im 

Vergleich zum Normalgewebe signifikant erniedrigte COX-2-mRNA-Expression. Dieses Resultat 

erstaunt sowohl angesichts der gegenwärtigen Vorstellung der Funktion von COX-2 in 

Tumoren, als auch in Bezug auf die hier gezeigten Ergebnisse der immunhistochemischen 

Proteinexpressionsanalyse. 
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Eine eindeutige Erklärung für unsere Beobachtung läßt sich anhand der im Rahmen dieser 

Arbeit erhobenen Daten nicht formulieren. Jedoch zeigte sich beispielsweise auch bei einem 

Teil kolorektaler Tumoren ein niedriges Expressionsniveau von COX-2-mRNA, obgleich eine 

generell vermehrte Expression von COX-2 im kolorektalen Karzinom, als einem der ersten in 

diesem Zusammenhang untersuchten Tumoren, inzwischen unbestritten ist (TOYOTA et al. 

2000). Bisher haben nur 2 Arbeitsgruppen die COX-2-mRNA-Expression im Nierenzellkarzinom 

untersucht: OKAMOTO et al. (2003) stellten bei Nierentumoren von Ratten ebenfalls eine zum 

Normalgewebe verminderte COX-2-mRNA-Expression fest, wobei interessanterweise eine 

erhöhte COX-1-Expression im Tumorgewebe vorlag. Dahingegen fanden YOSHIMURA et al. 

(2004b) in menschlichen Nierenzellkarzinomen spezifische Banden für COX-2-mRNA in 

Tumorproben, nicht aber in Proben aus normalen Nieren. 

Für eine verminderte mRNA-Expression können epigenetische Veränderungen im Bereich der 

Promotorregion bestimmter Gene verantwortlich sein. Durch Methylierung wird die DNA so 

modifiziert, daß die Transkription des betreffenden Gens unterdrückt wird. Es ist möglich, daß 

dieser Mechanismus, der bei kolorektalen Karzinomen und Magenkarzinomen bereits 

beschrieben wurde, auch die COX-2-mRNA-Expression im Nierenzellkarzinom beeinflußt. 

Wenn eine heterogene Methylierung vorliegt und somit nicht alle Allele des COX-2-Gens betrifft, 

ist COX-2-Protein dennoch detektierbar (TOYOTA et al. 2000). 

Da allerdings nur Untergruppen von Karzinomen eine deutliche Methylierung aufweisen („CpG 

island methylator type“), läßt sich die signifikant erniedrigte mRNA-Expression von COX-2 in 

den untersuchten Nierenzellkarzinomen allein durch epigenetische Veränderungen nicht 

ausreichend erklären. Es ist deshalb zu vermuten, daß posttranskriptionelle Modifikationen der 

mRNA eine Rolle spielen.  

4.2 Die Expression von VEGF im Nierenzellkarzinom 

Nierenzellkarzinome weisen ein dichtes Gefäßnetz auf. Sie exprimieren im Vergleich zu 

tumorfreiem Gewebe bekanntermaßen vermehrt VEGF (HEMMERLEIN et al. 2001). Die 

Ergebnisse dieser Arbeit sind damit kongruent. Sowohl immunhistochemisch als auch mittels 

PCR konnte eine intratumoral gesteigerte VEGF-Expression bestätigt werden. Eine hohe 

Expression von VEGF-mRNA im Tumorgewebe korrelierte dabei mit einer vergleichsweise 

schwachen intrazytoplasmatischen Signalausprägung für VEGF-Protein. Dies läßt sich 

möglicherweise dadurch erklären, daß bei einer sehr hohen Transkripitons- und 

Translationsrate eine rasche Proteinsekretion in den Extrazellulärraum erfolgt, und VEGF 

dadurch immunhistochemisch nur noch schwach detektierbar ist. Die Ergebnisse der 

Untersuchung der Tumorgefäßdichte, auf die an späterer Stelle eingegangen wird, lieferten 

einen weiteren Beleg für diese Vermutung. 
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4.3 Einfluß der COX-2-Expression auf die VEGF-Expression im 

Nierenzellkarzinom 

Obwohl in den hier untersuchten Gewebeproben eine Co-Expression von COX-2 und VEGF 

konstatiert werden konnte, ließ sich kein Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau von 

COX-2 und VEGF nachweisen. Dies steht im Gegensatz zu den an anderen Tumoren 

gewonnenen Erkenntnissen (FOSSLIEN 2001) und kann als Hinweis dafür gewertet werden, 

daß die COX-2 im Nierenzellkarzinom nur bedingten Einfluß auf die Expression von VEGF hat. 

In der Gruppe der klarzelligen Tumoren könnten hierfür Mutationen im von-Hippel-Lindau-Gen 

verantwortlich sein, die in bis zu 70 % der Fälle vorliegen. Das von-Hippel-Lindau-Protein 

(pVHL) hat eine wichtige Funktion bei der Degradation des Transkriptionsfaktors Hypoxia 

inducible Factor 1 (HIF-1) (KIM und KAELIN 2004). Unter Normoxie wird HIF-1 alpha in 

gesundem Gewebe rasch abgebaut. Sauerstoffmangel, aber auch das Fehlen von intaktem 

pVHL, führen zu einer Akkumulation von HIF-1 alpha im Zellkern (PANTUCK et al. 2003). HIF-1 

alpha kontrolliert in zentraler Position die Transkription mehrerer hypoxieinduzierbarer Gene, 

deren Wirkung sich auf zwei Wegen entfaltet: Durch die Induktion von VEGF und die daraufhin 

verstärkte Gefäßbildung wird eine bessere Oxygenierung des Tumorgewebes erreicht. Andere 

Genprodukte beeinflussen Metabolismus, Proliferation, Migration und Apoptose der 

Tumorzellen und ermöglichen dadurch eine Adaptation an die Hypoxie (PANTUCK et al. 2003).  

Bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen korrelieren das Vorkommen von Mutationen im VHL-Gen, 

eine konstitutiv vermehrte Expression von HIF-1 alpha und eine erhöhte VEGF-Expression 

miteinander (NA et al. 2003; WIESENER et al. 2001). In Anbetracht der angeführten Aspekte 

erscheint die Annahme plausibel, daß die Expression von VEGF in klarzelligen 

Nierenzellkarzinomen durch pVHL und HIF-1 alpha wesentlich beeinflußt wird, und die Wirkung 

der COX-2 davor in den Hintergrund tritt. Dieser Erklärungsansatz ist allerdings nicht auf alle 

Untergruppen des Nierenzellkarzinoms übertragbar. 

4.4 Einfluß der Expression von COX-2 und VEGF auf die Tumorgefäßdichte 

und Tumornekrosen im Nierenzellkarzinom 

Anhand der hier gewonnenen Daten erschließt sich kein Zusammenhang zwischen der COX-2- 

Expression und der Tumorgefäßdichte. Mit Bezugnahme auf die im vorigen Abschnitt 

diskutierten Gesichtspunkte stellt diese Tatsache die Bedeutung der COX-2 für die 

Gefäßbildung in Nierenzellkarzinomen in Frage. Im Gegensatz dazu steht eine Publikation von 

CHEN et al. (2004b), die eine gesteigerte Angiogenese in COX-2-exprimierenden Tumoren im 

Tierversuch beschreibt. MIYATA et al. (2003) postulieren eine Beziehung zwischen der COX-2- 

Expression und der Gefäßdichte in menschlichen Tumoren.  
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Die Definition der Parameter, die in der Arbeit von MIYATA et al. für die statistische Analyse 

verwendet wurden, unterscheidet sich jedoch von der hier vorliegenden Arbeit: MIYATA et al. 

verglichen lediglich COX-2-positive und COX-2-negative Tumoren hinsichtlich der höchsten 

intratumoralen Gefäßdichte. Wir differenzierten die Expression von COX-2 anhand eines 

semiquantitativen immunoreaktiven Scores und setzten die Werte in Beziehung zu der 

durchschnittlichen intratumoralen Gefäßdichte. Diese methodischen Unterschiede können für 

die Diskrepanz der Ergebnisse verantwortlich sein. Für weitergehende Aussagen über den 

Einfluß der COX-2 auf die Gefäßbildung in Nierenzellkarzinomen sind weitere Untersuchungen 

erforderlich. 

Eine Beziehung zwischen der Gefäßdichte eines Tumors und der Expression von VEGF 

erscheint nahe liegend, konnte jedoch im Falle des Nierenzellkarzinoms bisher nicht eindeutig 

bewiesen werden (PARADIS et al. 2000; SLATON et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit 

zeigten Tumoren, bei denen ein hohes Expressionsniveau von VEGF-mRNA vorlag einen 

hohen Vaskularisierungrad, während sich bei Tumoren mit einem hohen Expressionsniveau für 

VEGF-Protein eine niedrigere Gefäßdichte fand. Diese Beobachtung deckt sich hinsichtlich der 

mRNA-Expression mit den Untersuchungsergebnissen von THELEN et al. (1999), und 

hinsichtlich der Proteinexpression mit den Untersuchungsergebnissen von DJORDJEVIC et al. 

(2007). Sie gibt weiteren Grund zu der Annahme, daß VEGF-Protein bei einer hohen 

Transkriptions- und Proteinbiosyntheserate rasch aus der Zelle sezerniert wird. Es induziert 

eine vermehrte Gefäßbildung, ist jedoch immunhistochemisch nicht mehr detektierbar.  Bei 

einer lediglich moderat gesteigerten Proteinbiosyntheserate und langsameren Sekretion bleibt 

VEGF hingegen intrazellulär nachweisbar. 

An dieser Stelle sei angemerkt, daß die prognostische Relevanz der Gefäßdichte beim  

Nierenzellkarzinom kontrovers diskutiert wird. Während die Ergebnisse einiger Arbeiten eine 

inverse Korrelation zwischen MVD und Überlebensrate zeigen, belegen inzwischen mehrere 

Untersuchungen übereinstimmend eine höhere Überlebensrate bei stärker vaskularisierten 

Tumoren (SABO et al. 2001). Tumornekrosen werden im Allgemeinen wie auch beim 

Nierenzellkarzinom als prognostisch ungünstiges Zeichen aggressiv wachsender, 

entdifferenzierter Tumoren gewertet. Unsere Beobachtung, daß das Vorkommen von 

nekrotischen Tumorarealen mit einer niedrigeren Gefäßdichte assoziiert war, unterstützt die 

These, daß stärker vaskularisierte Nierenzellkarzinome eine bessere Prognose aufweisen 

(IMAO et al. 2004). 

Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Tumornekrosen als Indiz für einen 

Sauerstoffmangel und einer dadurch induzierten Expression von COX-2 und VEGF lag in dieser 

Arbeit nicht vor. Inwiefern dennoch eine hypoxieinduzierte Stimulation der Expression von COX-

2 und VEGF im Nierenzellkarzinom vorliegt, wurde hier auch im Rahmen von 

Zellkulturexperimenten untersucht, die im Folgenden diskutiert werden. 
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4.5 Die Expression von COX-2 und VEGF in Tumorzellen und Makrophagen 

unter Hypoxie und unter Stimulation mit nekrotischen Tumorzellen 

Aufgrund einer inadäquaten Gefäßversorgung herrscht in Tumorgewebe häufig ein relativer 

Sauerstoffmangel, der zur Entstehung von Nekrosen führt. In der Umgebung von Nekrosen 

wenig differenzierter Nierenzellkarzinome wurde bereits in früheren Untersuchungen ein 

besonders prominentes Makrophageninfiltrat beschrieben, das in gut differenzierten Tumoren 

ohne Nekrosen weniger ausgeprägt war (HEMMERLEIN et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit 

war in nekrosenahen Makrophagen ebenso eine COX-2-Expression detektierbar wie in 

Endothelien kleiner Gefäße und in Tumorzellen selbst. Wir werteten diese Beobachtung als 

Zeichen dafür, daß die COX-2 in Makrophagen durch Sauerstoffmangel induziert wird, wobei 

wir zu diesem Zeitpunkt der Untersuchung davon ausgingen, daß die Aktivität der COX-2 durch 

die Induktion von VEGF die Gefäßneubildung im Nierenzellkarzinom beeinflußt, und somit zu 

einer verbesserten Oxygenierung des Tumorgewebes führt.  

Es stellte sich nun die Frage, welchen Beitrag unterschiedliche Zellpopulationen im Tumor 

diesbezüglich leisten, und so wurde hier die Auswirkung einer Hypoxie auf die Expression von 

COX-2 in Nierenkarzinomzellen einerseits und in Makrophagen andererseits untersucht. Zum 

Vergleich, und als Indikator einer effektiven Hypoxie, wurde in den Experimenten ebenfalls die 

VEGF - Expression bestimmt. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung demonstrieren, 

daß sich die Expression von COX-2 und VEGF in Nierenkarzinomzellen unter Sauerstoffmangel 

nur in sehr geringfügigem Ausmaß verändert, wobei das Expressionsmuster in Abhängigkeit 

von der untersuchten Zelllinie und der Dauer der Hypoxie differiert. Im Gegensatz dazu nahm 

die COX-2- und VEGF-Expression in Makrophagen unter Sauerstoffmangel deutlich zu. Ein 

signifikanter Anstieg der COX-2- und VEGF-Expression zeigte sich auch unter Stimulation der 

Makrophagen mit nekrotischem Tumormaterial. 

MANTOVANI et al. (2002) ordnen TAM aufgrund ihres Phänotyps und ihrer Funktion der 

Untergruppe der M2-Makrophagen zu. Neben der Angiogeneseinduktion spielen sie eine Rolle 

bei Gewebeumbau- und Reparatur und beim Unterlaufen der Immunabwehr. Typische 

Eigenschaften der auf klassischem Weg aktivierten M1-Makrophagen wie die Zerstörung von 

Mikroorganismen und Tumorzellen, die Antigenpräsentation, die Sekretion proinflammatorischer 

Substanzen und die Stimulation der zellulären Immunität  sind bei TAM kaum ausgeprägt 

(MANTOVANI et al. 2002). TAM akkumulieren in hypoxischen Tumorarealen. Überwiegend 

durch in-vitro-Experimente ist belegt, daß Makrophagen unter Hypoxie vermehrt 

Wachstumsfaktoren wie FGF, PDGF und HGF, gewebedegradierende Enzyme wie MMP und 

immunsuppressive Substanzen wie IL-10 bilden. Sowohl in-vitro als auch in-vivo zeigte sich 

unter Hypoxie eine vermehrte Expression von VEGF-mRNA und Protein in Makrophagen 

(LEWIS und MURDOCH 2005; MANTOVANI et al. 2006). 
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Vor diesem Hintergrund sprechen die erhobenen Befunde dafür, daß Makrophagen, vielmehr 

als die Tumorzellen von Nierenzellkarzinomen selbst, durch die Sekretion von COX-2 und 

VEGF ein Fortschreiten des Tumorwachstums fördern können. Dies erklärt zumindest teilweise 

den auch bei Nierenzellkarzinomen beobachteten Zusammenhang zwischen einer hohen 

Makrophagendichte und einer schlechten Prognose (HAMADA et al. 2002; HEMMERLEIN et al. 

2000). 

4.6 Ausblick: COX-2-Inibitoren – eine Option in der Prävention und 

Behandlung von Nierenzellkarzinomen ? 

Epidemiologische Studien und Fall-Kontroll-Studien sprechen für einen präventiven Effekt von 

NSAR gegenüber Tumorerkrankungen. Dieser hat sich bei kolorektalen Tumoren, Ösophagus- 

und Magenkarzinomen, außerdem bei Bronchial- und Mammakarzinomen gezeigt 

(SAUKKONEN et al. 2004). Inzwischen vorliegende Daten belegen, daß auch unter der 

Behandlung mit selektiven COX-2-Inhibitoren ein geringeres Risiko für bestimmte 

Tumorerkrankungen besteht (HULL 2005). In Tierversuchen verminderten Inhibitoren der COX-

2 Tumorentstehung und -wachstum bei Ösophagus-, Magen-, Kolon-, Pankreas-, Prostata- und 

Mammakarzinomen (HULL 2005). Daraufhin sind COX-2-Inhibitoren auch bei menschlichen 

Tumoren in präventiv ausgerichteten Therapiestudien zum Einsatz gekommen. Bei 

regelmäßiger Einnahme von COX-2-Inhibitoren über einen längeren Zeitraum zeigte sich 

allerdings ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Nebenwirkungen, so daß mehrere Studien 

abgebrochen werden mussten (FUJIMURA et al. 2006; HULL 2005). 

In der Literatur finden sich keine epidemiologischen Erhebungen, aus denen sich ableiten ließe, 

daß unter regelmäßiger Einnahme von NSAR auch für Nierenzellkarzinome ein vermindertes 

Erkrankungsrisiko besteht. Allerdings ist die Expression von COX-2 in Nierenzellkarzinomen 

sowie deren Korrelationen mit klinisch-pathologischen und molekularbiologischen 

Eigenschaften der Tumoren in einigen Arbeiten gezeigt worden. Die Datenlage läßt jedoch 

keine eindeutigen Aussagen zu  (Tabelle 19 – 21).  

Nur eine Studie untersuchte bisher die Wirkung verschiedener COX-Inhibitoren auf 

Nierenzellkarzinomzelllinien. Dabei war weder ein Einfluß auf die Proliferation und das 

Wachstum noch auf die Apoptose der Tumorzellen zu verzeichnen (YOSHIMURA et al. 2004a).  

RINI et al. behandelten im Rahmen einer Phase-II-Studie 25 Patienten mit metastasiertem 

Nierenzellkarzinom mit einer Kombination aus Interferon-α und dem selektiven COX-2-Inhibitor 

Celecoxib p.o.. Dies führte nicht zu einer Verbesserung der objektiven Ansprechrate (12%) im 

Vergleich zu anderen Studien mit einer Interferon-Monotherapie. Interessanterweise zeigten 

aber die Tumoren der Patienten, die auf die Therapie ansprachen, eine starke COX-2-

Expression (RINI et al. 2006).  
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In einer anderen Phase-II-Studie wurden 36 Patienten mit Cyclophosphamid p.o. in niedriger 

Dosis in Kombination mit Celecoxib p.o. behandelt - mit nur minimalem Effekt. Nur bei einem 

Patienten zeigte sich eine partielle Regression der Tumormasse. Bei drei weiteren Patienten 

nahmen die Tumoren über 6 Monate nicht an Größe zu (KRZYZANOWSKA et al. 2007). 

In Zusammenschau der bisherigen Forschungsergebnisse ist der Einsatz von COX-2- 

Inhibitoren in der Prävention und Therapie von Nierenzellkarzinomen kritisch zu bewerten. 

Weitere präklinische Untersuchungen müssen klären, welche Relevanz die COX-2 für 

tumorfördernde Prozesse und insbesondere für die Gefäßbildung im Nierenzellkarzinom hat. 

Sollte sich ein entscheidender Einfluß bestätigen, so wäre es vorstellbar, Patienten in 

Abhängigkeit vom COX-2-Expressionsstatus der Tumoren zu behandeln. Möglicherweise wäre 

mit COX-2-Inhibitoren bei bestimmten Therapieansätzen ein synergistischer Effekt zu erzielen. 
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5 Zusammenfassung 

Viele Daten geben Hinweise auf den Einfluß der COX-2 bei der malignen Transformation von 

Zellen, deren Proliferation, Migration und Invasion ins Gewebe, auf die Apoptose und auf die 

Neubildung von Gefäßen in Tumoren. Letztere ist bei der Tumorentstehung ein fundamentaler 

Prozeß, und VEGF nimmt unter den daran beteiligten angiogenen Wachstumsfaktoren eine 

zentrale Stellung ein. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression der COX-2 im 

Nierenzellkarzinom zu untersuchen. Im Speziellen sollte geklärt werden, ob die COX-2 im 

Zusammenhang mit VEGF zur Tumorangiogenese im Nierenzellkarzinom beiträgt, und 

inwiefern sich der Mangel an Sauerstoff dabei auswirkt. 

 

Im ersten Teil der Arbeit wurde humanes Tumormaterial hinsichtlich der Expression von COX-2 

und VEGF untersucht  und die mikrovaskuläre Gefäßdichte bestimmt, wobei Tumorgewebe mit 

angrenzendem Normalgewebe verglichen wurde. Die Proteinexpression wurde 

immunhistochemisch beurteilt. Die mRNA-Expression wurde anhand der Realtime PCR 

ermittelt. Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Expression von COX-2 und VEGF in 

Nierenkarzinomzelllinien und Makrophagen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen 

untersucht. Außerdem wurde überprüft, welche Effekte nekrotisches Tumormaterial auf die 

Expression von COX-2 und VEGF in Makrophagen hat. Die Realtime PCR diente zur Messung 

der mRNA-Expression. Western-Blot und ELISA dienten zur Messung der Proteinexpression.  

 

Wir konnten zeigen, daß COX-2 im Nierenzellkarzinom exprimiert wird, wobei deutliche intra- 

und intertumorale Schwankungen vorliegen. Die Annahme einer höheren Expression von COX-

2 im Tumorgewebe konnte nicht bestätigt werden. Auch bestand kein Zusammenhang 

zwischen der Expression von COX-2 und der Expression von VEGF, welches im Tumorgewebe 

signifikant hochreguliert war, und im Gegensatz zu COX-2 mit der mikrovaskulären Gefäßdichte 

korrelierte. Während die vorliegenden Ergebnisse somit die zentrale Rolle von VEGF für die 

Tumorangiogenese unterstreichen, stellen sie die Bedeutung der COX-2 für die Steuerung der 

VEGF-Expression und der Gefäßbildung im Nierenzellkarzinom in Frage. Die zelllinienabhängig 

moderaten Veränderungen der COX-2- und VEGF-Expression in Tumorzellen unter Hypoxie, im 

Unterschied zu der ausgeprägten Hochregulation von COX-2 und VEGF in Makrophagen unter 

Hypoxie und unter Stimulation mit nekrotischem Tumormaterial, weisen darauf hin, daß 

Makrophagen aufgrund ihrer tumormodulierenden Eigenschaften zum Tumorprogreß des 

Nierenzellkarzinoms beitragen. 
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