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1 Einleitung 

1.1 Das humane Immunsystem 

Das humane Immunsystem ist ein Netzwerk von Zellen und Molekülen zum Schutz des 

menschlichen Organismus vor Infektion (Delves und Roitt 2000). Seine Effektivität ist in 

seinen Eigenschaften begründet, körpereigen von körperfremd und harmlos körperfremd von 

gefährlich körperfremd zu unterscheiden, sowie sich an die ständigen Änderungen der Umwelt 

und des menschlichen Körpers zu adaptieren (Nicholson 2016). 

1.1.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem 

Das Immunsystem besteht aus einem unspezifischen, angeborenen und einem spezifischen, 

adaptiven Abwehrsystem. Beide Systeme benutzen zelluläre und humorale Komponenten. 

Zum angeborenen Immunsystem gehören physikalische Barrieren wie die Haut und chemische 

Barrieren wie der saure pH-Wert von Körperflüssigkeiten, z.B. der Magensäure. Die 

angeborene zelluläre Abwehr wird durch Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile), 

Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und natürliche Killerzellen (NK-Zellen) vermittelt. Ihr 

zentraler Abwehrmechanismus ist die Phagozytose, bei der die Pathogenen von den 

Immunzellen aufgenommen und anschließend abgebaut werden. Außerdem besteht die 

Möglichkeit der zytotoxischen Reaktionen, wo zytotoxisch wirkende Substanzen von den 

Immunzellen freigesetzt werden. Die angeborene humorale Abwehr besteht aus verschiedenen 

Proteinen, die entweder direkt die Pathogenen schädigen, wie das Lysozym und das 

Komplementsystem, oder andere Abwehrmechanismen aktivieren, wie die Akute-Phase-

Proteine. Das angeborene Immunsystem hat kein immunologisches Gedächtnis. (Walzog und 

Fandrey 2010) 

Zum adaptiven Immunsystem gehören die T- und die B-Lymphozyten. Die T-Lymphozyten 

unterteilen sich in CD8+ zytotoxische T-Zellen und CD4+ T-Helferzellen. Die B-Lymphozyten 

differenzieren sich nach ihrer Aktivierung zu Plasmazellen, die Antikörper produzieren. Die 

Antikörper können selbst Antigene neutralisieren, sowie auch ihre Phagozytose durch 

Immunzellen und ihre Lyse durch das Komplementsystem induzieren. Das adaptive 

Immunsystem verfügt über ein immunologisches Gedächtnis, das dafür sorgt, dass die 

Immunantwort bei nächstem Antigenkontakt stärker und schneller ist. (Walzog und Fandrey 

2010) 

Das angeborene und das adaptive Immunsystem werden häufig als zwei getrennte Arme der 

Immunabwehr beschrieben. Jedoch wirken sie zusammen und ihre Synergie ist entscheidend 

für eine vollständige, effektive Immunantwort. (Chaplin 2010) 
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1.2 Die T-Lymphozyten 

1.2.1 T-Zell-Rezeptor 

Die T-Lymphozyten erkennen Antigene mithilfe antigenspezifischer, transmembraner 

Rezeptoren, die T-Zell-Rezeptoren (TZR) heißen. Jede T-Zelle verfügt über TZR einer 

einzigen Spezifität. (Chaplin 2010) 

Für die Erkennung der enormen Vielfalt der Antigene, mit denen der Organismus im Laufe des 

Lebens konfrontiert wird, ist deswegen eine ebenfalls enorme Anzahl von TZR notwendig. So 

werden in Menschen bis zu 108 unterschiedliche TZR produziert (Arstila et al. 1999). Diese 

hohe Anzahl wird mittels Rekombination der DNA-Segmente für die antigenbindenden 

Regionen des TZR und Einfügen von zusätzlichen Nukleotiden erreicht (Parkin und Cohen 

2001). So entsteht die Nukleotidsequenz, die den TZR kodiert und die auch nach T-Zell-

Aktivierung und -Teilung unverändert bleibt (Delves und Roitt 2000). 

Der TZR hat zwei Formen. Die häufigste Form ist ein Heterodimer aus einer α- und einer β-

Kette. Ca. 90-95% der zirkulierenden T-Lymphozyten exprimieren diesen αβ TZR. Die 

restlichen T-Zellen besitzen einen TZR, der ein Heterodimer aus einer γ- und einer δ-Kette ist. 

(Chaplin 2010) 

Der TZR bildet zusammen mit den CD3 Proteinen den TZR-CD3-Komplex. Die CD3 Proteine 

vermitteln die intrazelluläre Signaltransduktion zur T-Zell-Aktivierung bei Antigenkontakt. 

Der CD3-Komplex besteht aus jeweils einer transmembranen CD3γ- und CD3δ-Kette, aus 

zwei transmembranen CD3ε-Ketten und aus einem überwiegend intrazytoplasmatischen 

Homodimer aus zwei CD3ζ-Ketten. (Chaplin 2010) 

1.2.2 Antigenpräsentation und T-Zell-Aktivierung 

Der TZR bindet Peptide mit einer linearen Abfolge von Aminosäuren, die bei MHC-I 

Präsentation meistens aus acht oder neun Aminosäuren bestehen, sowie auch längere Peptide 

bei MHC-II Präsentation. Der TZR kann die Antigenepitope nur zusammen mit einem 

Zelloberflächenprotein erkennen, welches Haupthistokompatibilitätskomplex-Protein (major 

histocompatibility complex oder MHC) heißt. Aus diesen Gründen sind die intrazelluläre 

Prozessierung von Antigenen und die anschließende Präsentation der daraus entstandenen 

Peptide auf MHC-Molekülen für die Antigenerkennung durch die T-Lymphozyten notwendig. 

(Parkin und Cohen 2001) 

Die Interaktion zwischen dem TZR und dem Antigen/MHC-Komplex ist für die Aktivierung 

von naïven T-Zellen nicht ausreichend. Dafür ist ein weiteres, kostimulatorisches Signal 

notwendig (Chaplin 2010). Ohne gleichzeitige Kostimulation führt die Antigenerkennung 

durch den TZR zu Anergie der T-Zelle (Chaplin 2010). Die anergen T-Zellen sind lebende 

Zellen, die sich in einem hyporeaktiven Zustand befinden (Schwartz 2003). In diesem Zustand 

erzeugt die Auseinandersetzung der T-Zellen mit Antigenen keine Immunreaktion (Sharpe und 

Freeman 2002). 

Kostimulatorische Signale können von unterschiedlichen Molekülen vermittelt werden (Chen 

und Flies 2013). Besondere Bedeutung beim Erstkontakt mit dem Antigen/MHC-Komplex 
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haben aber die Mitglieder der CD28- und B7-Familie, die zur Immunglobulin-Superfamilie 

gehören (Sharpe und Freeman 2002). Die meisten Mitglieder der CD28-Familie interagieren 

primär mit Mitgliedern der B7-Familie: dabei handelt es sich im Wesentlichen um Rezeptor-

Ligand-Paare (Chen und Flies 2013). Von entscheidender Bedeutung für die Aktivierung der 

T-Zellen ist die Kostimulation vermittelt durch die Interaktion zwischen dem Rezeptor CD28, 

der auf den T-Zellen exprimiert wird, und seinen Liganden B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) auf 

der Oberfläche von reifen APZ (Chen und Flies 2013). Wenn sowohl das TZR-Signal als auch 

das kostimulatorische Signal vorhanden sind, induziert dann CD3 eine intrazellulläre 

Signalkaskade, die zur Aktivierung von Genen führt, die die Proliferation und die 

Differenzierung der T-Lymphozyten regulieren (Chaplin 2010). Die klonale Proliferation der 

antigenspezifischen T-Zellen beim ersten Kontakt mit einem Antigen generiert nicht nur 

Effektor-T-Zellen, sondern auch T-Gedächtniszellen (Delves und Roitt 2000). Die T-

Gedächtniszellen gewährleisten, dass die Immunantwort bei erneutem Kontakt mit demselben 

Antigen schneller und effektiver ist. 

Nach der Beseitigung der Gefahr für den Organismus müssen diese Aktivierungskaskaden 

herunterreguliert werden, damit überschießende Immunantworten und autoimmune Reaktionen 

vermieden werden. Ein wichtiger Mechanismus für die Herunterregulation der T-Zell-

Aktivierung ist, genauso wie bei ihrer Hochregulation, die Interaktion zwischen Rezeptor-

Ligand-Paaren der B7- und CD28-Familie. Die transmembranen Liganden der B7-Familie PD-

L1 (B7-H1) und PD-L2 (B7-DC) werden auf APZ und auf Zellen in unterschiedlichen 

Geweben exprimiert. Sie vermitteln durch Bindung an ihren CD28-Familie-Rezeptor PD-1 

(CD279) auf der T-Zell-Oberfläche ein inhibitorisches Signal. Auch B7-1 und B7-2 können 

durch Bindung an den Rezeptor CTLA-4 (CD152) auf der Oberfläche der T-Zellen hemmend 

wirken. (Schildberg et al. 2016) 

1.2.3 T-Zell-Subpopulationen 

Die Hauptpopulationen der T-Zellen werden durch die Korezeptoren CD4 und CD8 definiert.  

Die αβ TZR+CD3+CD4+ T-Zellen haben als T-Helferzellen (TH-Zellen) eine Helferfunktion in 

der Immunantwort. Nach ihrer Aktivierung differenzieren sie sich unter dem Einfluss von 

Zytokinen zu TH1-, TH2- oder TH17-Zellen (Chaplin 2010). Jede Subgruppe produziert 

unterschiedliche Zytokine, die ihre Funktionen bestimmen. Die TH1-Zellen induzieren die 

Aktivierung von Makrophagen, NK-Zellen und T-Zellen (Bonilla und Oettgen 2010). Die TH2-

Zellen induzieren die Produktion von Antikörpern, sie können aber auch 

Hypersensitivitätsreaktionen fördern (Bonilla und Oettgen 2010). Die TH17-Zellen sind wichtig 

für die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten im Rahmen der Immunabwehr gegen 

extrazelluläre Bakterien und spielen auch eine bedeutende Rolle bei vielen 

Autoimmunerkrankungen (Chaplin 2010). Eine Fraktion der zirkulierenden αβ 

TZR+CD3+CD4+ T-Zellen, die Foxp3+ regulatorischen T-Zellen (Treg), übt eine wichtige 

immunregulatorische Wirkung durch die Unterdrückung der Immunantworten aus (Fontenot et 

al. 2003; Chaplin 2010). 

Die αβ TZR+CD3+CD8+ T-Zellen sind zytotoxische T-Lymphozyten (CTL). Sie erkennen 

Antigene auf infizierten Zellen oder auf Tumorzellen und induzieren deren Apoptose. (Bonilla 

und Oettgen 2010) 
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Die γδ T-Zellen sind CD3+CD4-CD8- (Chaplin 2010). Sie erkennen keine Antigene auf MHC-

Komplexen sondern Antigene präsentiert auf den nicht-klassischen MHC-Molekülen der CD1-

Familie (Bonilla und Oettgen 2010). 

1.3 Transkriptionsfaktoren der FOXO-Familie  

Die evolutionär konservierten Forkhead-Box-O (FOXO)-Transkriptionsfaktoren gehören zur 

Familie der Forkhead-Proteine, die durch die Forkhead-DNA-bindende Domäne charakterisiert 

werden (Luo und Li 2018). In Säugetieren besteht die FOXO-Familie aus vier Proteinen: 

FOXO1, FOXO3, FOXO4 und FOXO6 (Wang et al. 2009). FOXO1, -3 und -4 werden breit 

exprimiert, ihr Expressionsmuster unterscheidet sich jedoch zwischen den verschiedenen 

Gewebearten (Hedrick et al. 2012). FOXO1 wird am stärksten in T-Zellen, B-Zellen und in den 

Ovarien exprimiert (Kerdiles et al. 2009). FOXO3 wird stark in myeloischen Zellen und in 

Lymphozyten exprimiert (Luo und Li 2018). Die FOXO4-Expression ist schwach und zeigt 

keine großen Unterschiede zwischen den verschiedenen Geweben (Hedrick et al. 2012). 

FOXO6 wird stark im Hirngewebe exprimiert (Jacobs et al. 2003). 

Die Aktivität der FOXO-Proteine wird sehr genau mittels posttranslationaler Modifikationen, 

primär mittels Phosphorylierung und Acetylierung, geregelt, die die subzelluläre Lokalisation 

und die Menge von FOXO ändern. Ein Hauptmechanismus der FOXO-Regulation ist die 

Phosphorylierung durch AKT, auch Proteinkinase B genannt, nach Stimulation der Zelle mit 

Wachstumsfaktoren, Insulin oder Zytokinen. Die Phosphorylierung durch AKT führt zur 

Bindung von 14-3-3 Proteinen an den FOXO-Transkriptionsfaktoren. Diese werden danach aus 

dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert und so inaktiviert. Dieser inaktive Zustand ist 

reversibel. FOXO-Proteine können aber nach ihrem Kernexport auch ubiquitiniert und im 

Proteasom degradiert werden. Zusätzlich zu AKT gibt es auch andere Kinasen, die die FOXO-

Proteine inaktivieren, wie beispielweise die SGK (Englisch: serum and glucocorticoid-

regulated kinase), die ERK (Englisch: Extracellular signal-Regulated Kinase) und die IKK 

(IκB-Kinase). Auf der anderen Seite phosphorylieren die durch oxidativen Stress aktivierten 

JNK (Englisch: C-Jun N-terminal kinase) und Mst1-Kinase (Englisch: mammalian Ste20-like 

kinase 1) die FOXO-Proteine, die dann aktiviert und in den Zellkern transportiert werden 

(siehe Abbildung 1.3). (Coomans de Brachène und Demoulin 2016; Luo und Li 2018) 

1.3.1 Funktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren in T-Zellen 

Die FOXO-Proteine regulieren eine Vielfalt an Prozessen wie Zellmetabolismus, 

Organentwicklung, DNA-Reparatur, Alterungsprozesse, Zellzyklusprogression und Apoptose 

(Hedrick et al. 2012; Luo und Li 2018). 
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Abbildung 1.3. Regulation der Aktivität der FOXO-Transkriptionsfaktoren. 

Die Phosphorylierung der FOXO-Proteine durch AKT nach Stimulierung der Zelle mit Wachstumsfaktoren 

induziert die Bindung von 14-3-3 Proteinen an FOXO und den anschließenden Transport des Komplexes aus dem 

Zellkern ins Zytoplasma. Im Gegensatz dazu induziert die FOXO-Phosphorylierung durch die stressinduzierten 

JNK und Mst1-Kinasen die nukleäre Translokation und Aktivierung der FOXO-Proteine, auch bei gleichzeitiger 

Phosphorylierung durch AKT. (Angelehnt an: Ouyang und Li 2011) 

Die FOXO-Transkriptionsfaktoren sind negative Regulatoren der Zellproliferation. Sie 

reprimieren die Aktivität von Zyklin D1 und Zyklin D2 (Schmidt et al. 2002). Zudem 

induzieren sie die Expression von spezifischen Zell-Zyklus-Inhibitoren wie p21 und p27KIP1 

und regulieren so negativ die Zellzyklusprogression (Dijkers et al. 2000; Medema et al. 2000; 

Keizer et al. 2010). Wenn notwendig, gewährleisten die FOXO-Proteine die 

Gewebehomöostase durch die Induktion von programmiertem Zelltod (Lam et al. 2013). 

Die FOXO-Transkriptionsfaktoren regulieren zudem hoch spezialisierte T-Zell-Aktivitäten 

(Luo und Li 2018). FOXO1 ist entscheidend für die Kontrolle vom „Homing“ der T-Zellen 

durch die Regulation der Expression von Molekülen wie CCR7 und L-Selektin (Kerdiles et al. 

2009). Außerdem ist FOXO1 unverzichtbar für das Überleben der naïven T-Zellen durch die 

Induktion der Expression des IL-7-Rezeptors (Kerdiles et al. 2009; Ouyang et al. 2009). IL-7 

reguliert das Überleben und die homöostatische Proliferation der T-Zellen (Ouyang und Li 

2011). Weiterhin unterdrückt FOXO1 die Generierung von TH17-Zellen (Lainé et al. 2015). In 

CD8+ T-Zellen wird FOXO1 nach dem Kontakt mit Antigenen durch die TZR/PI3K/AKT-

Achse phosphoryliert und inaktiviert, was die FOXO1-induzierte Hemmung des 

Transkriptionsfaktors T-bet aufhebt und so die Differenzierung der CD8+ T-Zellen in 

Effektorzellen fördert (Rao et al. 2012). FOXO1 ist durch die Induktion der Expression von 

Eomes und Tcf7 notwendig für die Generierung von CD8+ Gedächtniszellen (Rao et al. 2012; 

Hess Michelini et al. 2013). FOXO1 ist ebenfalls Transkriptionsfaktor von PD-1 (Staron et al. 

2014). In „erschöpften“ (Englisch: exhausted) T-Zellen im Rahmen einer chronischen viralen 

Infektion ist FOXO1 notwendig für die Aufrechterhaltung der PD-1-Expression und fördert das 

Überleben der T-Zellen, während PD-1 zur FOXO1-Aktivierung mittels Hemmung der 

PI3K/AKT-Achse beiträgt (Staron et al. 2014). So wird dieses positive Feedback zwischen 

FOXO1 und PD-1 von den T-Zellen ausgenutzt, um ihre Homöostase während der ständigen 
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Antigenstimulation zu unterstützen (Luo und Li 2018). Ob dies auch für die 

tumorinfiltrierenden CD8+ T-Zellen gilt, die häufig funktionell ähnlich mit den erschöpften 

CD8+ T-Zellen sind, ist unklar. FOXO1 und FOXO3 kontrollieren auch die Generierung von 

Treg durch die Induktion der Expression von FOXP3 (Kerdiles et al. 2010; Ouyang et al. 

2010). Zudem reguliert FOXO1 die Funktion von Treg (Kerdiles et al. 2010; Ouyang et al. 

2012). Es induziert beispielweise die Expression von CTLA-4, das zur immunsuppressiven 

Funktion von Treg beiträgt (Kerdiles et al. 2010).  

Obwohl bisher viele Anstrengungen unternommen worden sind, um zu verdeutlichen, wie die 

FOXO-Transkriptionsfaktoren die T-Zell-Reaktionen bei Infektion und Autoimmunität 

regulieren, ist die Rolle der FOXO-Proteine in der antitumoralen Immunität weniger klar (Luo 

und Li 2018). In Mäusen zeigten die Treg in den nicht-lymphatischen Geweben im Vergleich 

zu den Treg in den sekundären lymphatischen Organen eine verminderte FOXO1-Aktivität, die 

zur Herunterregulation der Expression von Genen führte, die das „Homing“ der Treg in den 

lymphatischen Organen fördern, wie beispielweise das Gen Ccr7 (Luo et al. 2016). In 

Mausmodellen zeigten die tumorinfiltrierenden Treg mehr phosphoryliertes, inaktives FOXO1 

(Luo et al. 2016). Die Aktivierung von FOXO1 führte zum Austritt der tumorinfiltrierenden 

Treg aus dem Tumorgewebe, zur Aktivierung von CD8+ T-Zellen und schließlich zu 

verlangsamtem Wachstum der Tumoren ohne das Auftreten von Autoimmunreaktionen (Luo et 

al. 2016). Ob und wie die durch FOXO regulierten Programme in den konventionellen, nicht 

regulatorischen T-Zellen zur Tumorimmuntherapie benutzt werden können, ist noch 

enigmatisch (Luo und Li 2018). Theoretisch könnte die Manipulation der FOXO1-Aktivität die 

Infiltration von Tumoren durch die T-Zellen fördern oder auch die PD-1-Achse zu Gunsten der 

Immuntherapie modulieren (Luo und Li 2018).  

1.4. Die dendritischen Zellen 

1.4.1 Hauptpopulationen der dendritischen Zellen 

Die dendritischen Zellen (DC) gehören zum Mononukleär-phagozytären System (Clark et al. 

2019). Die DC sind sehr heterogen und werden in vier Hauptpopulationen unterteilt: in 

plasmazytoide DC (pDC), in myeloide/klassische/konventionelle DC (cDC), in Monozyten-

abgeleitete DC (moDC) und in Langerhans-Zellen (Devi und Anandasabapathy 2017). 

Die pDC sind CD303+CD304+CD123+ (Collin et al. 2013; Wculek et al. 2019). Sie sind auf die 

Produktion von Typ-I- und Typ-III-Interferonen bei akuter und chronischer viraler Infektion 

spezialisiert (Wculek et al. 2019). 

Die cDC unterteilen sich in zwei Subpopulationen: in die CD141+ cDC1 und in die CD1c+ 

cDC2. Sie sind im Blut und im lymphatischen Gewebe, sowie auch als migratorische DC im 

peripheren Gewebe lokalisiert. Die cDC1 sind auf die Kreuzpräsentation von Antigenen 

intrazellulärer Pathogene und Tumoren an CD8+ T-Zellen spezialisiert. Außerdem induzieren 

sie TH1-Immunreaktionen. Die cDC2 können eine Vielfalt von Immunreaktionen induzieren, 

ihre Funktion ist vom Kontext und von der spezifischen cDC2-Subpopulation abhängig. Sie 

produzieren hohe Mengen von IL-12 und aktivieren CD8+ T-Lymphozyten mittels 

Antigenkreuzpräsentation. (Wculek et al. 2019). 
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Die moDC entstehen aus Monozyten im Rahmen von Inflammation (Segura et al. 2013; Segura 

und Amigorena 2013). Sie sind CD14+CD209+ (Wculek et al. 2019). CD209/DC-SIGN wird in 

der Peripherie auf unreifen DC, aber auch auf Makrophagenpopulationen wie Mikroglia, den 

interstitiellen Makrophagen und den tumorinfiltrierenden Makrophagen exprimiert (Garcia-

Vallejo und van Kooyk 2015). Die CD14+ DC werden auch interstitielle DC genannt (Collin et 

al. 2013). In Menschen sind die moDC in vielen inflammatorischen Erkrankungen und auch in 

malignem Aszites nachgewiesen (Segura und Amigorena 2013). Sie sind ebenfalls in gesunden 

menschlichen Geweben lokalisiert. Dazu zählen der Darm (Watchmaker et al. 2014) und die 

Lunge (Baharom et al. 2016). Ihre Funktion ist vor allem in vitro erforscht und ist stimulations- 

und signalabhängig (Wculek et al. 2019). 

Die Langerin/CD207+ Langerhans-Zellen sind die antigenpräsentierenden DC der Epidermis. 

Die Langerhans-Zellen können sich unabhängig vom Knochenmark selbst erneuern (Collin 

und Bigley 2018). 

Da es keinen Marker gibt, der für sich alleine die humanen DC auszeichnet, ist ihre Definition 

und ihre Unterscheidung von Monozyten und Makrophagen schwer und nur mittels 

Markerkombination annäherungsweise möglich (Noessner et al. 2011). Auch auf Ebene der 

Funktion ist keine eindeutige Abgrenzung möglich, denn die DC können 

Makrophagenfunktionen aufweisen und vice verca (Weisheit et al. 2015). 

1.4.2 Funktion der dendritischen Zellen 

Die DC spielen eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immunhomöostase im 

Organismus durch Regulation der Immunantwort und der Selbsttoleranz (Devi und 

Anandasabapathy 2017). Sie besitzen sowohl immunogene als auch tolerogene Funktionen und 

steuern die T-Zell-Immunität und die T-Zell-Toleranz (Waisman et al. 2017). Das Ergebnis der 

Interaktion zwischen den DC und den T-Zellen wird von der Reife der DC, ihrer 

Subpopulation, dem Zytokinmilieu und der Lokalisation des Gewebes bestimmt (Waisman et 

al. 2017). 

Die DC sind „professionelle“ antigenpräsentierende Zellen des Immunsystems. Die DC können 

Antigene sowohl über die MHC-Klasse-I- und die MHC-Klasse-II-Präsentation als auch über 

die Kreuzpräsentation präsentieren (Heath et al. 2004). 

Die naïven oder unreifen DC sind wenig immunogen. Wenn diese Zellen mittels ihrer „pattern 

recognition receptors“ (PRRs), wie beispielweise Toll-like-Rezeptoren, „Pathogen-assoziierte 

molekulare Muster“ (PAMPs), die von Pathogenen freigesetzt werden, oder „danger-

associated molecular patterns“ (DAMPs), die von geschädigten oder toten Zellen freigesetzt 

werden, erkennen, dann differenzieren sie sich zu reifen DC. Die reifen DC zeigen eine 

hochregulierte Expression von MHC-Molekülen und kostimulatorischen Molekülen der B7-

Familie wie B7-1 und B7-2, sowie auch eine hochregulierte Expression von 

Chemokinrezeptoren wie CCR7. Dies erlaubt ihre Migration in die Lymphknoten, wo sie die 

von ihnen aufgenommenen und verarbeiteten Antigene an antigenspezifische T-Zellen 

präsentieren. Die T-Zellen werden dadurch aktiviert und proliferieren. Für die erfolgreiche 

Aktivierung der T-Zellen durch DC sind drei Signale notwendig: die Antigenpräsentation auf 

MHC-Molekülen, die Kostimulation der T-Zellen mit Molekülen wie CD40, CD80, CD86 und 
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Zytokine wie IL-2, IL-1β, IL-6, die von den DC oder auch von Zellen der Umgebung 

sezerniert werden. (Devi und Anandasabapathy 2017) 

Die tolerogenen DC sind meistens entweder naïve Zellen oder Zellen, die mittels anderer 

Mechanismen aktiviert aber trotzdem resistent gegenüber ihrer funktionellen Reifung sind 

(Devi und Anandasabapathy 2017). Sie induzieren die Anergie oder die Apoptose von T-

Zellen, die von den DC präsentierte Selbstantigene erkennen (Devi und Anandasabapathy 

2017). Ein Mechanismus, der zur Anergie der T-Zellen beiträgt, ist die Expression von PD-L1 

auf den DC (Selenko-Gebauer et al. 2003). Weiterhin sind DC in der Lage, die Expansion von 

immunsuppressiven Treg zu induzieren (Cools et al. 2007). Durch diese Mechanismen 

vermitteln die DC sowohl zentrale als auch periphere Selbsttoleranz (Devi und 

Anandasabapathy 2017). Das Konzept, dass die reifen DC ausschließlich immunogen und die 

naïven DC ausschließlich tolerogen sind, ist aber wahrscheinlich eine Vereinfachung: naïve 

DC können unter Umständen Immunreaktionen induzieren und reife DC können tolerogen sein 

(Reis e Sousa 2006). 

1.5 Makrophagen 

1.5.1 Entwicklung 

Die Makrophagen sind Leukozyten, die zu dem mononukleär-phagozytären System gehören 

(Guilliams et al. 2018). Seit der Definition des mononukleär-phagozytären Systems am Ende 

der 1960er-Jahre und für viele Jahrzehnte danach wurde behauptet, dass alle Makrophagen aus 

im Blut zirkulierenden Monozyten entstehen (Davies und Taylor 2015). Die Monozyten sind 

zirkulierende Blutzellen, die in Menschen ca. 10% der peripheren Leukozyten ausmachen 

(Guilliams et al. 2018). Es gibt drei Hauptsubpopulationen von Monozyten im Menschen: die 

„klassischen“ CD14+CD16- Monozyten, die 80-90% aller Monozyten ausmachen, die 

„intermediären“ CD14+CD16+ Monozyten und die „nicht-klassischen“ CD14LowCD16+ 

Monozyten (Guilliams et al. 2018). Die zirkulierenden Monozyten gelangen aus dem Blut in 

das periphere Gewebe, wo sie sich zu geweberesidenten Makrophagen oder zu DC 

differenzieren (Gordon und Taylor 2005). In den letzten Jahren wurde jedoch gezeigt, dass die 

meisten geweberesidenten Makrophagen aus primitiven Makrophagen des Dottersacks 

entstehen und sich selbst unabhängig von Monozyten erneuern können (Schulz et al. 2012; 

Yona et al. 2013). Trotzdem können auch diese Makrophagen von aus Monozyten stammenden 

Makrophagen ersetzt werden, beispielweise nach Inflammation oder im Alter (Epelman et al. 

2014; Molawi et al. 2014). Makrophagen sind in allen Geweben des menschlichen Organismus 

nachzuweisen (Mosser und Edwards 2008). 

1.5.2 Plastizität, Polarisation und Funktion 

Die Makrophagen weisen multiple Funktionen auf. Bei einer Infektion gelangen sie in den 

Entzündungsort und hemmen die Verbreitung der Pathogene (Shapouri-Moghaddam et al. 

2018). Mittels ihrer Toll-like-Rezeptoren erkennen sie PAMPs und DAMPs und phagozytieren 

anschließend Pathogene, Zelldebris, infizierte und apoptotische Zellen oder produzieren 
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reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species/ROS), die zytotoxisch sind (Shapouri-

Moghaddam et al. 2018). Weiterhin können sie auf ihren MHC-Molekülen Antigene an die T-

Zellen präsentieren und sie dadurch aktivieren (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Sie 

produzieren unterschiedliche Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-α und spielen eine wichtige 

Rolle bei der Progression von vielen inflammatorischen Erkrankungen wie Atherosklerose und 

Krebs (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Zudem tragen sie essenziell zur Resolution der 

Entzündungen und zur Gewebeheilung bei (Mantovani et al. 2013). 

Die Polarisation von Makrophagen ist der Prozess, bei dem sie einen bestimmten Phänotyp und 

eine funktionelle Reaktion auf Reize aus ihrer Umgebung annehmen (Shapouri-Moghaddam et 

al. 2018). Die funktionelle Plastizität befähigt sie, sich unterschiedlichen physiologischen 

Bedingungen anzupassen (Quail und Joyce 2013). In diesem phänotypischen Kontinuum 

werden zwei Extreme unterschieden: die M1-Polarisierung und die M2-Polarisierung (Mosser 

und Edwards 2008). 

Die klassisch aktivierten M1 Makrophagen werden durch TH1-Zytokine oder durch die 

Erkennung bakterieller Lipopolysaccharide induziert. Sie sind inflammatorisch und 

produzieren hohe Mengen von proinflammatorischen Zytokinen. Sie beteiligen sich an der 

Eliminierung von Pathogenen durch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und sind 

wichtige Effektorzellen der Immunabwehr gegen intrazelluläre Pathogene. So haben die M1 

Makrophagen antimikrobielle und antitumorale Wirkung, sie verursachen eine ROS-induzierte 

Gewebeschädigung und beeinträchtigen die Geweberegeneration und die Wundheilung. Als 

Schutz vor übermäßiger Gewebeschädigung wird die chronische Inflammation durch 

regulatorische Mechanismen inhibiert, die von der antiinflammatorischen Funktion der M2 

Makrophagen induziert werden. Die alternativ aktivierten M2 Makrophagen werden von TH2-

Zytokinen induziert. Sie produzieren antiinflammatorische Zytokine, sie sind effektive 

Phagozyten aber keine effektiven antigenpräsentierenden Zellen. Sie fördern die 

Gewebereparatur und die Wundheilung aber auch die Angiogenese und die Tumorprogression. 

(Shapouri-Moghaddam et al. 2018) 

Außerdem sind die Makrophagen an der Organentwicklung sowie auch an dem 

physiologischen, homöostatischen Geweberemodelling im Fetus und für bestimmte Gewebe 

auch in Erwachsenen beteiligt (Mantovani et al. 2013). So beinhalten die Funktionen der 

Makrophagen das Remodelling der extrazellulären Matrix, die epitheliale Proliferation, die 

Entwicklung und die Organisation der Vaskulatur und das Gestalten der Gewebeorganisation 

(Mantovani et al. 2013). Sie spielen so eine Rolle bei der Entwicklung der Knochen, der 

Brustdrüsen und des Nervensystems (Pollard 2009). 

1.6 V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4 

1.6.1 Struktur 

V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4 (VSIG4), auch complement receptor 

immunoglobulin (CRIg) oder Z39Ig genannt, ist ein Protein, welches zur B7-Familie gehört 

(Vogt et al. 2006). Das humane VSIG4-Gen wurde zum ersten Mal in 2000 beschrieben 

(Langnaese et al. 2000). Es kommt in zwei Varianten vor. Die lange Variante, auch huCRIg(L) 
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genannt, enthält eine variable (IgV) und eine konstante (IgC2) Immunglobulin-Domäne, 

während die kurze Variante huCRIg(S) nur eine IgV-Domäne enthält (Helmy et al. 2006). Die 

IgV-Domäne spielt eine entscheidende Rolle bei der Bindung von Komplementfaktoren und 

bei der Vermittlung von Phagozytose, während die Funktion der IgC2-Domäne unklar bleibt 

(He et al. 2008). Das VSIG4-Protein verfügt über eine intrazelluläre cAMP/cGMP-abhängige-

Proteinkinase-Phosphorylierungsstelle und eine Proteinkinase-C-Phosphorylierungsstelle 

(Langnaese et al. 2000). Wie diese Phosphorylierungsstellen die Funktion von VSIG4 

beeinflussen, ist noch nicht geklärt (Small et al. 2016). 

1.6.2 Expression 

Die mRNA des VSIG4-Gens wird in Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, DC, aber nicht 

in Lymphozyten, und in vielen Geweben exprimiert (Ahn et al. 2002; Vogt et al. 2006; Guo et 

al. 2010). Dazu zählt die Leber, wo die Expression am stärksten ist, aber auch die Milz, das 

Herz, die Lunge, die Nebenniere, die Synovialmembran, die Plazenta und das Gehirn (Walker 

2002; Vogt et al. 2006; Kammula et al. 2012). Das VSIG4-Protein wurde jedoch ausschließlich 

auf in vitro zu Makrophagen differenzierten Monozyten, sowie auch auf Gewebsmakrophagen 

nachgewiesen (Helmy et al. 2006; Vogt et al. 2006; Gorgani et al. 2011). Zu letzteren gehören 

die Kupffer-Zellen, die 80-90 % der Gewebsmakrophagen des menschlichen Körpers 

ausmachen, die Makrophagen der Nebenniere, die Alveolarmakrophagen, die Hofbauer-Zellen, 

die Synovialmakrophagen, die Makrophagen in atherosklerotischen Plaques und die 

Makrophagen im Dickdarm (Helmy et al. 2006; Lee et al. 2006; Tanaka et al. 2012; van 

Lookeren Campagne und Verschoor 2018). Auf aktivierten Gewebsmakrophagen, neutrophilen 

Granulozyten und DC konnte das VSIG4-Protein nicht nachgewiesen werden (Helmy et al. 

2006; Vogt et al. 2006; Guo et al. 2010). Die im Vergleich zur breiten Expression der VSIG4-

mRNA eingeschränkte Expression des VSIG4-Proteins ist kein neues Muster in der B7-

Familie, da auch die mRNA des PD-L1 in vielen Geweben gefunden wird, während das PD-

L1-Protein vorwiegend auf den APZ exprimiert wird (Vogt et al. 2006). 

1.6.3 Regulation der Expression von VSIG4 

Die Expression von VSIG4 in Makrophagen wird durch inflammatorische Substanzen auf der 

Transkriptionsebene reguliert (Gorgani et al. 2011). Arachidonsäure, eine mehrfach 

ungesättigte ω6-Fettsäure mit proinflammatorischer Wirkung, verminderte die Expression von 

VSIG4 in Makrophagen sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene in vitro, während 

Dexamethason, eine steroidale antiinflammatorische Substanz, die Expression in diesen Zellen 

erhöhte (Gorgani et al. 2011). Die Wirkung dieser Substanzen auf die Expression von VSIG4 

wird durch die Proteinkinase Ca und unabhängig von den Kinasen p38, ERK1/ERK2 und PI3 

vermittelt (Gorgani et al. 2011; Ma et al. 2015). 

Die Expression von VSIG4 in Makrophagen wird auch von zahlreichen Zytokinen beeinflusst. 

Die TH2-Zytokine IL-4 und IL-13 regulieren die VSIG4-Expression auf mRNA- und 

Proteinebene herunter (Munawara et al. 2017). IL-6 und IL-1β, die zu den Pyrogenen gehören, 

stimulieren die VSIG4-Expression auf mRNA- und Proteinebene, während TNF, obwohl 

ebenfalls ein Pyrogen, hemmend wirkt (Munawara et al. 2017). Das proinflammatorische IFN-
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γ inhibiert die VSIG4-Expression in vitro und in den Lebermakrophagen von Patienten mit 

chronischer Hepatitis-B auch in vivo (Guo et al. 2010; Munawara et al. 2017). Das 

immunsuppressive IL-10 reguliert die VSIG4-Expression hoch (Munawara et al. 2017). M-

CSF, GM-CSF und LT-α stimulieren die VSIG4-Expression, TGF-B1 unterdrückt sie 

(Munawara et al. 2017). Die Regulation der Expression von VSIG4 durch Zytokine kann auch 

die Erklärung dafür sein, wieso die VSIG4+ Makrophagen am Ort einer Entzündung 

vermindert sind (Vogt et al. 2006; Munawara et al. 2017). So kann VSIG4 ein wichtiger 

Mechanismus sein, durch den die Zytokine ihre regulatorische Wirkung auf die Abwehr von 

Infektion und Inflammation ausüben und Immuntherapien, wie die anti-TNFα-Therapie bei der 

rheumatoiden Arthritis, ihre antiinflammatorischen Effekte bewirken (Munawara et al. 2017) 

(siehe auch 1.6.5). 

1.6.4 VSIG4 und Phagozytose 

VSIG4 ist ein Komplementrezeptor und bindet die Faktoren C3b, iC3b und C3c des 

Komplementsystems (Helmy et al. 2006; Wiesmann et al. 2006). Dadurch vermittelt es die 

Phagozytose von C3b- und iC3b-opsonisierten Partikeln durch Makrophagen (Helmy et al. 

2006). Seine Expression auf den Kupffer-Zellen ist notwendig für die effektive Phagozytose 

von intra- und extrazellulären Bakterien (Helmy et al. 2006), sowie auch von C3-opsonisierten 

Adenoviren (He et al. 2013). Die Kupffer-Zellen sind die erste Makrophagenpopulation, die im 

Kontakt mit den Bakterien und den Toxinen des Blutes aus dem Darm kommt (Bilzer et al. 

2006). Aus diesem Grund spielt VSIG4 eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr in den 

frühen Stadien der Infektion (Helmy et al. 2006). Während die durch den Komplementrezeptor 

CR3 vermittelte Phagozytose eine systemische inflammatorische Reaktion mit einhergehender 

Toxizität induziert, fehlt diese generalisierte Immunreaktion bei der VSIG4-induzierten 

Phagozytose (van Lookeren Campagne et al. 2007). 

VSIG4 ist auch von entscheidender Bedeutung für die Phagozytose durch andere 

Makrophagen. Die Herunter- bzw. Hochregulation seiner Expression in Makrophagen in vitro 

führte jeweils zu Verminderung bzw. Erhöhung der Phagozytose von Komplement-

opsonisierten Pathogenen (Gorgani et al. 2011). In der Aszitesflüssigkeit von Patienten mit 

Leberzirrhose waren die CRIghigh Makrophagen effektiver in der Phagozytose von E. coli-

Bakterien (Irvine et al. 2016). Außerdem waren sie mit einer besseren Leberfunktion und einer 

besseren Prognose assoziiert (Irvine et al. 2016). 

1.6.5 Immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung von VSIG4 

Neben seiner antiinfektiösen Wirkung weist VSIG4 gleichzeitig auch immunsuppressive und 

antiinflammatorische Funktionen auf. So unterscheidet es sich von seinen B7-Familie-

Homologen, die entweder aktivierend oder inhibitorisch auf die Immunzellen wirken (Xu et al. 

2015). VSIG4 inhibiert durch Hemmung der C3- und C5-Konvertasen den alternativen 

Aktivierungsweg des Komplementsystems (Katschke et al. 2007). Der Mannose-bindende 

Lektin- und klassische Aktivierungsweg des Komplementsystems werden nicht beeinflusst 

(Katschke et al. 2007). Dadurch ist VSIG4 eine potenzielle Therapiemöglichkeit für 

Erkrankungen, bei denen der alternative Aktivierungsweg des Komplementsystems eine 
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bedeutende Rolle spielt, wie die rheumatoide Arthritis, die Lupus-Nephritis, das 

Antiphospholipid-Syndrom und die altersbedingte Makuladegeneration (Thurman und Holers 

2006; Katschke et al. 2007). 

Außerdem korreliert bei einigen inflammatorischen Erkrankungen die VSIG4-Expression mit 

der Aktivität der entzündlichen Reaktion (Small et al. 2016). In Patienten mit chronischer 

Hepatitis-B-Infektion war die VSIG4-Expression auf den Lebermakrophagen vermindert (Guo 

et al. 2010). Trotzdem wurde eine positive Korrelation zwischen der VSIG4-Expression und 

dem Hepatitis-B-Viruslast im Blut beobachtet (Guo et al. 2010). So kann VSIG4 ein möglicher 

Inhibitor der Immunabwehr gegen die Hepatitis-B-Infektion sein und so zur Entstehung der 

chronischen Erkrankung beitragen (Guo et al. 2010). In einem Mausmodell von renaler 

Inflammation zeigten die VSIG4+/+ Mäusen eine verminderte renale Infiltration von CD4+ und 

CD8+ T-Zellen im Vergleich zu VSIG4-/- Mäusen (Li et al. 2014). Bei Patienten mit 

Autoimmunhepatitis war die verminderte VSIG4-Expression mit einer stärkeren 

Leberschädigung assoziiert (Jung et al. 2012). 

Weiterhin ist VSIG4 ein Inhibitor der Proliferation und der Aktivierung der T-Zellen (Vogt et 

al. 2006). VSIG4 inhibiert die T-Zell-Proliferation mindestens so stark wie PD-L1 und PD-L2 

(Vogt et al. 2006). Der genaue Mechanismus dieser Hemmung bleibt unklar. Es wurden zwei 

Hypothesen aufgestellt. Die eine besagt, dass VSIG4 an einen bislang unbekannten Rezeptor 

auf der T-Zell-Oberfläche bindet und dadurch ein negatives Signal induziert (Zang und Allison 

2006). Der anderen Hypothese nach binden VSIG4 auf der Zelloberfläche von Makrophagen 

und CR1/CR3 auf der T-Zell-Oberfläche dieselben C3b- oder iC3b-Moleküle und so kommt es 

zur Hemmung der T-Zell-Aktivierung (Zang und Allison 2006) (siehe Abbildung 1.6.5). In 

diesem Zusammenhang, und da VSIG4 auf den aktivierten Gewebsmakrophagen nicht 

exprimiert und auf DC und den Makrophagen in den lymphatischen Organen nur schwach 

exprimiert wird, kann es eine wichtige, immunregulatorische Rolle bei der Unterdrückung der 

T-Zell-Aktivierung in gesundem Gewebe spielen (Vogt et al. 2006). In der Leber spielt das auf 

den Kupffer-Zellen exprimierte VSIG4 eine wichtige Rolle bei der Induktion und 

Aufrechterhaltung von T-Zell-Toleranz (Jung et al. 2012). VSIG4 führte zur verminderten 

Produktion proinflammatorischer Zytokine und zum Zellzyklus-Arrest in der Phase G0/G1 

durch Herunterregulation der G1-spezifischen Kinasen Cdk2, Cdk4, Cdk6 und Hochregulation 

von p27KIP1 (Jung et al. 2012). Jedoch werden die T-Zellen nicht apoptotisch (Jung et al. 2012). 

VSIG4 spielt auch eine Rolle bei der Regulation der Antikörperproduktion. Das auf den 

Makrophagen exprimierte VSIG4 hemmt die Aktivierung und die Differenzierung der T-

Helferzellen und dadurch auch den T-Zell-abhängigen Antikörperklassenwechsel (Jung et al. 

2015). 

Es gibt Hinweise, dass von DC exprimiertes VSIG4 ebenfalls eine antiinflammatorische und 

immunregulatorische Wirkung besitzt. Humane DC, die mit VSIG4-rekombinanten 

Adenoviren transduziert wurden, inhibierten in vitro die Proliferation von allogenen T-Zellen. 

Gleichzeitig nahm die Expression von Aktivierungsmarkern auf den T-Zellen und die 

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen ab. (Xu et al. 2010) 
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Abbildung 1.6.5. Hypothesen zum VSIG4-Wirkungsmechanismus als T-Zell-Inhibitor. 

VSIG4 bindet an einen bislang unbekannten Rezeptor auf der T-Zell-Oberfläche und reguliert dadurch die TZR-

induzierten Signalkaskaden herunter. Eine andere Hypothese ist, dass VSIG4 auf den Makrophagen und CR1/CR3 

auf den T-Zellen dieselben C3b-/iC3b-Moleküle binden. So entsteht ein Signal, das die T-Zellen inhibiert. 

(Angelehnt an: Zang und Allison 2006) 

1.6.6 VSIG4 und maligne Erkrankungen 

Die Immunantwort auf maligne Erkrankungen basiert zum größten Teil auf T-Lymphozyten, 

die spezifisch für Tumorantigene sind (Chen und Mellman 2017). VSIG4, aufgrund seiner 

inhibitorischen Wirkung auf die T-Zellen, kann somit zur Verhinderung der Immundestruktion 

von Tumoren beitragen.  

Es gibt tatsächlich Hinweise, dass VSIG4 in der Pathogenese einiger Tumorarten eine Rolle 

spielt. Patientenproben von nichtkleinzelligem Lungenkarzinom wurden massiv von VSIG4+ 

Makrophagen infiltriert. Das VSIG4-Protein wurde immunhistochemisch auf der Oberfläche 

und im Zytoplasma dieser Zellen, aber nicht im Zellkern nachgewiesen (Liao et al. 2014). In 

einem Mausmodell von Lungenkarzinom förderten die VSIG4+ Makrophagen das 

Tumorwachstum (Liao et al. 2014). Weiterhin ist VSIG4 in einigen Tumoren hochreguliert und 

mit einer schlechteren Prognose assoziiert, wie bei den WHO-Grad-III- und -IV-Gliomen (Xu 

et al. 2015), beim multiplen Myelom (Roh et al. 2017), beim Ovarialkarzinom (Byun et al. 

2017) und bei bestimmten Formen des Kolonkarzinoms (Menyhart et al. 2019). Bei Patienten 

mit Prostatakarzinom, die über 60 Jahre alt waren, war die VSIG4-Expression ebenfalls erhöht 

und korrelierte positiv mit höheren Raten von biochemischem Rezidiv (Bianchi-Frias et al. 

2019). 

Als ein weiterer Mechanismus, der die tumorwachstumsfördernde Funktion von VSIG4 

erklären kann, gilt die Beobachtung einer gesteigerten Komplementsystemaktivierung in 

Tumoren und eine daraus folgende vermehrte Ablagerung von Komplementfaktoren wie C3b 

auf der Zellmembran von Tumorzellen. Diese Komplementfaktoren fördern die tumor-

assoziierte Angiogenese (Reis et al. 2018). Da VSIG4 in vielen Tumoren vermehrt exprimiert 

wird, kann es über die Bindung von C3b, iC3b und C3c zu einer vermehrten Ablagerung dieser 
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Komplementfaktoren auf den Tumorzellen beitragen und so die Neovaskularisation der 

Tumoren fördern (Xu et al. 2015). 

Zudem ist die hohe Expression von VSIG4 für die effektive epithelial-mesenchymale 

Transition (EMT) von renalen Tubuluszellen, die in vitro durch Transfektion mit dem Gen für 

das latent membrane protein 1 (LMP1) des Epstein-Barr-Virus induziert wurde, notwendig 

(Kim et al. 2017). Das vom Genom des Epstein-Barr-Virus kodierte LMP1 induziert EMT in 

Tumoren und anderen Erkrankungen (Kim et al. 2017). EMT fördert gleichzeitig die 

Tumormetastasierung und gilt als ein Programm von entscheidender Bedeutung für die 

Immunevasion von Tumoren (Mitra et al. 2015). So kann VSIG4 auch bei der EMT von 

Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen und dadurch die Tumorprogression begünstigen.  

Trotz der vielfältigen Mechanismen, über welche VSIG4 die Tumorentstehung und -

progression begünstigen kann, gibt es auch Hinweise für gegensätzliche Aktivitäten, z.B. im 

hepatozellulären Karzinom (HCC). Die VSIG4-Expression im HCC ist herunterreguliert (Zhu 

et al. 2018). Zudem verbessert eine hohe VSIG4-Expression das Gesamtüberleben und das 

krankheitsfreie Intervall, aber ausschließlich bei den Hepatitis-B-positiven HCC-Patienten 

(Zhu et al. 2018). Die Prognose der anderen Patienten wird nicht beeinflusst (Zhu et al. 2018). 

Der Mechanismus, der dieser Wirkung von VISG4 als potentieller Tumorsuppressor in 

Hepatitis-B-assoziiertem HCC unterliegt, bleibt unklar (Zhu et al. 2018). 

1.7 Tumorimmunologie 

1.7.1 Cancer Immunoediting 

In 1957 postulierten Macfarlane Burnet und Lewis Thomas die Theorie der 

Immunüberwachung von Tumoren, auf Englisch cancer immunosurveillance genannt (Dunn et 

al. 2002). Diese Theorie besagte, dass Tumorzellen aufgrund der Expression von Antigenen 

eine effektive Immunreaktion induzieren, die zur Regression des Tumors vor seiner klinischen 

Manifestation führen kann (Dunn et al. 2002). Die Hypothese von Burnet und Thomas wurde 

vor allem nach 1990 von mehreren Studien bestätigt, die zuerst in Mausmodellen und folgend 

in Krebspatienten zeigten, dass das Immunsystem in der Lage ist, Tumoren zu erkennen und zu 

zerstören (Dunn et al. 2002; Finn 2012). Die gegen den Tumor gerichteten Immunreaktionen 

basieren tatsächlich auf der Erkennung von Tumorantigenen (Finn 2012). Diese Antigene sind 

meistens, aber nicht immer, tumorspezifisch (Coulie et al. 2014). Die Tumorantigene werden 

von DC im Tumorgewebe aufgenommen oder gelangen durch die Lymphgefäße in die 

Lymphknoten, wo sie von den dort ansässigen DC aufgenommen werden (Palucka und 

Coussens 2016). Anschließend werden sie entweder im Tumorgewebe oder in den 

Lymphknoten auf MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Komplexen an naïve T-Zellen 

präsentiert (Palucka und Coussens 2016). Die naïven CD8+ T-Zellen differenzieren sich unter 

geeigneter Ko- und Zytokinstimulation zu zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL), die die 

Tumorzellen angreifen und als die wichtigsten Antitumor-Effektorzellen gelten (Palucka und 

Coussens 2016). Die naïven CD4+ T-Zellen differenzieren sich zu TH-Zellen oder zu FoxP3+ 

Treg (Palucka und Coussens 2016).  
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Trotz der Immunüberwachung entwickeln sich klinisch manifeste Tumoren auch bei 

immunkompetenten Individuen, so dass maligne Erkrankungen eine der weltweit führenden 

Todesursachen sind. Die Erklärung dafür ist, dass die Tumorzellen dem Angriff des 

Immunsystems entkommen können. Zu diesem Zweck benutzen sie zwei unterschiedliche 

Strategien. Erstens können sie der Immunerkennung entgehen, beispielweise durch 

Herunterregulation ihrer MHC-Moleküle (Gonzalez et al. 2018). Dies kann durch die NK-

Zellen teilweise kompensiert werden, die MHC-Klasse-I-negative Zellen zerstören und eine 

bekannte antitumorale Funktion aufweisen (Iannello et al. 2016). Zweitens induzieren die 

Tumorzellen durch unterschiedliche Mechanismen ein immunsuppressives Tumormilieu 

(Gonzalez et al. 2018). Ein solcher Mechanismus ist die Aktivierung von negativen 

immunregulatorischen Signalen, die von inhibitorischen Immuncheckpoints wie PD-1 

vermittelt werden. Neoplastische Zellen in vielen Tumoren exprimieren PD-L1, das durch 

Bindung an PD-1 die Effektorfunktionen der T-Zellen inhibiert (Chen und Mellman 2017). Die 

PD-1/PD-L1 Achse ist von großer Bedeutung für die Hemmung einer effektiven 

Immunantwort gegen Tumoren (Chen und Mellman 2017). Ein weiterer Mechanismus, der zur 

Immunsuppression beiträgt, ist die Sekretion bestimmter Zytokine wie TGFβ, IL-4, -13, -8 und 

-10 von Zellen des Tumormikromilieus, die zur Rekrutierung von immunsuppressiven Treg 

und M2 Makrophagen führen (Palucka und Coussens 2016). Diese beiden Mechanismen zur 

Induktion eines immunsuppressiven Tumormilieus sind nicht tumorspezifisch, sondern sie sind 

auch entscheidend für die physiologische Herunterregulation der T-Zellen und Einschränkung 

ihrer zytotoxischen Wirkung bei Infektion und anhaltender Inflammation. So wurde es klar, 

dass die Tumoren imstande sind, physiologische Mechanismen der T-Zell-Suppression zu 

ihren Gunsten zu benutzen (Speiser et al. 2016). 

Diese duale Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem spiegelt sich im Begriff des cancer 

immunoediting wider. Das cancer immunoediting beschreibt die Wirkung des Immunsystems 

auf Tumoren, die nicht nur hemmend sondern auch fördernd für die Tumorentwicklung und -

progression sein kann. Der Prozess von cancer immunoediting besteht aus 3 Phasen: 

Elimination, Equilibrium und Escape, die als die drei E’s von cancer immunoediting 

bezeichnet werden. Während der Phase der Elimination, die das Konzept der 

Immunüberwachung umfasst, arbeiten das angeborene und das adaptive Immunsystem 

zusammen, um Tumorzellen zu erkennen und sie zu eliminieren bevor der Tumor klinisch 

nachweisbar wird. Haben Tumoren diese erste Phase überlebt, dann tritt die Equilibriumsphase 

auf. In diesem dynamischen Prozess übt das Immunsystem Druck auf die Tumoren auf, so dass 

ihr Wachstum verlangsamt wird. Während die stark immunogenen malignen Zellen weiterhin 

eliminiert werden, führt dieser ständige Druck in Kombination mit der zunehmenden 

genetischen Instabilität der Tumorzellen zur Selektion von Tumorsubklonen mit geringer 

Immunogenität, die der Immunerkennung und -destruktion entgehen können. So handelt es 

sich dabei um eine Phase der darwinistischen Selektion, die die Immunogenität der Tumoren 

modifiziert und zu ihrem Immunescape führen kann. Es ist wahrscheinlich, dass das 

Equilibrium die Phase von cancer immunoediting ist, die am längsten, auch über mehrere 

Jahre, dauert. In der folgenden Phase von Escape wachsen die modifizierten Tumoren 

unkontrolliert und werden klinisch nachweisbar. (Dunn et al. 2002; O'Donnell et al. 2019) 

Die Fähigkeit, der Immundestruktion zu entkommen, wurde als eine neue wichtige Eigenschaft 

der Tumoren (Englisch: emerging hallmark of cancer) beschrieben. Sie kann zusammen mit 
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den sechs etablierten wichtigsten Eigenschaften der Tumoren (Englisch: hallmarks of cancer) 

das Überleben, die Proliferation und Dissemination der Tumorzellen ermöglichen. (Hanahan 

und Weinberg 2011) 

1.7.2 Das Tumormikromilieu 

Das Tumormikromilieu spielt eine zentrale Rolle bei der Tumorinitiation, -progression und -

metastasierung. Es beinhaltet unterschiedliche Zelltypen, wie Endothelzellen, Fibroblasten und 

Immunzellen sowie auch extrazelluläre Komponente wie Zytokine und extrazelluläre Matrix, 

die die Tumorzellen umgeben. (Wu und Dai 2017) 

Die Infiltration durch Immunzellen ist eine gemeinsame Eigenschaft der menschlichen 

Tumoren (Pagès et al. 2010). Während die Tumorprogression zu chronischer Inflammation 

führt, kann auch die Inflammation selbst die neoplastische Transformation von Zellen als Folge 

haben (Gonzalez et al. 2018). Beispielweise haben Patienten mit chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen ein deutlich erhöhtes Risiko für kolorektales Karzinom, die Infektion mit 

humanen Papillomviren ist für eine große Zahl von malignen Erkrankungen verantwortlich. 

16,1% aller Krebsfälle, die in 2008 diagnostiziert wurden, hatten Infektionen als Ursache 

(Martel et al. 2012). Die tumorassoziierte Inflammation trägt zur genetischen Instabilität von 

Tumorzellen bei, zur Induktion von Tumorzellproliferation und von anti-apoptotischen 

Signalwegen, sie führt zur Stimulierung von Angiogenese und schließlich zur 

Tumordissemination (Hanahan und Weinberg 2011). So gehört die Inflammation zu den 

Charakteristika der Tumoren, die die Ausbildung ihrer wichtigsten Eigenschaften ermöglichen 

(Hanahan und Weinberg 2011). Auf der anderen Seite ist ein hoher Anteil an 

tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) bei vielen soliden Tumoren mit einer besseren 

Prognose assoziiert (Barnes und Amir 2017), wie beispielweise bei kolorektalem Karzinom 

(Galon et al. 2006), bei Ovarialkarzinom (Hwang et al. 2012) und bei einigen Formen des 

Mammakarzinoms (Salgado et al. 2015). In den meisten Tumoren sind die Immuninfiltrate 

jedoch heterogen und beinhalten Zelltypen mit unterschiedlichen Funktionen, auch solchen die 

die Tumorprogression fördern (Barnes und Amir 2017; Gonzalez et al. 2018). 

Die Makrophagen stellen die größte Population von Immunzellen in humanen Tumoren dar 

(Mantovani et al. 2013; Gonzalez et al. 2018). Die M1 Makrophagen haben eine antitumorale 

Wirkung. Während der Tumorinitiation weisen die tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) 

oft eine M1-Polarisierung auf und spielen eine relevante Rolle in der Eliminierung von 

Tumorzellen (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Entwickelt sich der Tumor weiter, induziert 

das Tumormikromilieu eine M2-Polarisierung der TAM, die mit einer pro-tumorigenen 

Wirkung assoziiert ist (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Die TAM haben im Allgemeinen 

einen M2-Phänotyp (Biswas und Mantovani 2010). Sie fördern die Tumorprogression durch 

unterschiedliche Mechanismen, wie durch die Induktion der Tumorzellproliferation und der 

Angiogenese, sowie auch durch das Remodelling der extrazellulären Matrix mittels Expression 

von Matrix-Metalloproteasen (Mantovani et al. 2013). Zudem exprimieren sie wenig MHC-

Klasse-II-Komplexe und verfügen über verminderte antitumorale Aktivität (Mantovani et al. 

2013). Weiterhin können sie die antitumorale Immunität supprimieren, beispielweise durch 

Expression von PD-L1 (Kuang et al. 2009). Ein hoher Anteil an TAM ist bei vielen Tumoren 
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mit einer schlechteren Prognose und mit reduziertem Gesamtüberleben assoziiert (Zhang et al. 

2012). 

Die T-Lymphozyten sind die zweitgrößte Population von Immunzellen in humanen Tumoren 

(Gonzalez et al. 2018). Während die CD8+ T-Zellen und die TH1-Zellen als Antitumor-Zellen 

gelten, sind die Treg und die TH2-Zellen primär tumorfördernd (Quail und Joyce 2013). 

Eine weitere wichtige Population von Immunzellen im Tumormikromilieu sind die DC. 

Tumorinfiltration von reifen DC führt zur Induktion einer antitumoralen Immunreaktion (Tran 

Janco et al. 2015). Die Tumorzellen und das Tumormikromilieu benutzen jedoch 

unterschiedliche Strategien, um die normale Funktion der tumorinfiltrierenden DC (TIDC) zu 

inhibieren (Tran Janco et al. 2015). Beispielweise induzieren sie die Expression von PD-1 auf 

den TIDC, was die Sekretion von immunstimulatorischen Zytokinen und die Expression von 

kostimulatorischen Molekülen auf den TIDC vermindert (Krempski et al. 2011). Zudem kann 

das Tumormikromilieu durch die Sekretion von Zytokinen die Reifung der DC inhibieren 

(Michielsen et al. 2011). So zeigen die TIDC häufig einen unreifen Phänotyp bzw. sie sind 

„paralysiert“ (Tran Janco et al. 2015). Sie neigen zu einer eingeschränkten Fähigkeit, Antigene 

zu präsentieren (Stoitzner et al. 2008). Weiterhin hemmen die unreifen oder paralysierten 

TIDC die Effektorzellen der angeborenen und der adaptiven Immunantwort durch eine Vielfalt 

von Mechanismen, wie durch Signale der PD-1/PD-L1-Achse (Curiel et al. 2003) oder auch 

indirekt durch die Induktion von Treg (Dumitriu et al. 2009; Conrad et al. 2012). Jedoch ist die 

komplexe Rolle der TIDC bei der Tumorprogression im Vergleich zu anderen Immunzellen 

des Tumormikromilieus deutlich weniger erforscht (Gonzalez et al. 2018). 

Eine weitere Zellpopulation im Tumormikromilieu, die tumorfördernd wirkt, sind die 

myeloiden Suppressorzellen. Die myeloiden Suppressorzellen sind immunsuppressive 

Progenitorzellen von DC, Makrophagen und Granulozyten. In Tumoren besteht ihre 

Hauptfunktion darin, die Immunüberwachung durch Beeinträchtigung der T-Zell-Aktivierung, 

der Antigenpräsentation und der Polarisation von Immunzellen zu behindern. (Quail und Joyce 

2013) 

Aber nicht nur die Immunzellen können die Aktivität der T-Zellen im Tumormikromilieu 

inhibieren. Auch die Tumorvaskulatur selbst stellt eine wichtige Barriere für die T-Zellen dar, 

die als tumor-endotheliale Barriere bezeichnet wird (Lanitis et al. 2015). Erstens können die 

Endothelzellen in Tumoren die Expression von Adhäsionsmolekülen herunterregulieren, die 

notwendig sind für die Extravasation von Leukozyten (Lanitis et al. 2015). So sind die T-

Zellen gar nicht in der Lage, das Tumorbett zu erreichen. Gleichzeitig begünstigen die 

Endothelzellen die Akkumulation von Treg in den Tumoren (Shetty et al. 2011). Zudem 

können sie die T-Lymphozyten inhibieren mittels Expression von PD-L1 und PD-L2 (Rodig et 

al. 2003) oder durch Sekretion von Molekülen wie IL-6 oder IL-10 (Mulligan und Young 

2010) oder sie können ihren Zelltod durch die Expression von FasL induzieren (Motz et al. 

2014). 
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1.8 Das humane Nierenzellkarzinom 

1.8.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Das humane Nierenzellkarzinom (Englisch: renal cell carcinoma/RCC) ist eine der häufigsten 

Krebserkrankungen. Es macht ca. 3% aller nicht-hämatopoetischen soliden Krebserkrankungen 

und 90% aller malignen Erkrankungen der Niere aus. Seine Inzidenz ist in der westlichen Welt 

am höchsten und zeigt in den letzten zwei Jahrzenten sowohl weltweit als auch in Europa einen 

jährlichen Anstieg von 2%. Trotzdem hat sich die Mortalität vom Nierenzellkarzinom seit 1990 

in vielen Ländern, einschließlich Deutschland, vermindert. So gab es in Europa in 2018 ca. 

99200 neue RCC-Fälle und ca. 39100 RCC-Todesfälle. Männer erkranken häufiger als Frauen 

(1,5:1), während der Häufigkeitsgipfel zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr liegt. (Ljungberg 

et al. 2019) 

Rauchen, Adipositas und arterielle Hypertonie gelten als Risikofaktoren für das 

Nierenzellkarzinom (Tahbaz et al. 2018). Jedoch weisen die meisten Patienten keine 

identifizierbaren Risikofaktoren auf und die Mechanismen, durch die die Risikofaktoren zur 

Pathogenese der Erkrankung beitragen, bleiben unklar (Rini et al. 2009). 

In 2-3% der Fälle ist das Nierenzellkarzinom hereditär (Rini et al. 2009). Es gibt viele 

autosomal dominante Syndrome, die die Entwicklung von Nierenzellkarzinom begünstigen 

(Rini et al. 2009). Erwähnenswert ist das von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-Syndrom), bei 

dem beide Allele des VHL-Tumorsuppressorgens defekt sind (Rini et al. 2009). Der Verlust 

des VHL-Tumorsuppressors führt zur Stabilisierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF), 

der dann als Transkriptionsfaktor Gene aktiviert, die an der Vermittlung der Zellreaktionen auf 

Hypoxie teilnehmen (Jonasch et al. 2014). So werden Gene aktiviert, die die Angiogenese 

durch hochregulierte VEGF-Expression und die Zellmigration fördern (Jonasch et al. 2014). 

1.8.2 Klassifikation 

Das vom Tubulusepithel ausgehendes Nierenzellkarzinom wird inzwischen nicht als eine 

einheitliche Erkrankung betrachtet, sondern es beinhaltet viele unterschiedliche Tumortypen, 

die von verschiedenen Teilen der Nephrone ausgehen und über unterschiedliche genetische, 

histologische und zum Teil klinische Eigenschaften verfügen (Rini et al. 2009). Das klarzellige 

Nierenzellkarzinom (ccRCC) ist die häufigste (80-90%) Form (Ljungberg et al. 2019). Bei 60-

90% der Patienten mit sporadischem klarzelligem Nierenzellkarzinom wird eine VHL-

Mutation oder -Verlust identifiziert (Jonasch et al. 2014). Weitere Formen sind das papilläre 

Nierenzellkarzinom (pRCC: 10-15%), das in Typ 1 und Typ 2 unterteilt wird, und das 

chromophobe Nierenzellkarzinom (4-5%) (Ljungberg et al. 2019). Im Vergleich zum 

papillären und chromophoben Nierenzellkarzinom ist das klarzellige Nierenzellkarzinom 

aggressiver und zeigt insgesamt eine schlechtere Prognose (Volpe und Patard 2010). Ca. 10% 

der Tumoren der Niere sind keine Nierenzellkarzinome (Ljungberg et al. 2019). Dabei handelt 

es sich um seltene und heterogene Tumorerkrankungen, wie beispielweise das renale medulläre 

Karzinom und das Ductus-Bellini-Karzinom (Ljungberg et al. 2019). 
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Zur klinischen Stadieneinteilung der Nierenzellkarzinome wird die TNM-Klassifikation (8. 

Version, 2017) benutzt. Das TNM-Stadium und der histologische Grad stellen wichtige 

prognostische Faktoren des Nierenzellkarzinoms dar (Volpe und Patard 2010; Ljungberg et al. 

2019). Die TNM-Klassifikation, die Stadieneinteilung und das histopathologische Grading des 

Nierenzellkarzinoms sind in der Tabelle 1.8.1 aufgeführt. Für die pathologische Klassifikation 

(pTNM) des Nierenzellkarzinoms entsprechen die pT- und pN-Kategorien den T- und N-

Kategorien (Gospodarowicz und Mason 2017). pM0 und pMX sind keine anwendbaren 

Kategorien (Brierley et al. 2017). 

 

Tabelle 1.8.1 TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach den Richtlinien der Union for 

International Cancer Control (UICC) (Brierley et al. 2017; Gospodarowicz und Mason 2017). 

T:Primärtumor 
TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T0 Kein Anhalt für Primärtumor 

T1 

 

T1a 

 

T1b 

Tumor 7 cm oder weniger in größter Ausdehnung, begrenzt auf die 

Niere 

Tumor 4 cm oder weniger in größter Ausdehnung, begrenzt auf die 

Niere 

Tumor mehr als 4 cm, aber nicht mehr als 7 cm in größter 

Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 

T2 

T2a 

 

T2b 

Tumor mehr als 7 cm in größter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 

Tumor mehr als 7 cm, aber nicht mehr als 10 cm in größter 

Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 

Tumor mehr als 10 cm in größter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 

T3 

 

 

T3a 

 

 

 

T3b 

T3c 

Tumor breitet sich in größere Venen aus oder infiltriert direkt 

perirenales Gewebe, jedoch nicht in ipsilaterale Nebenniere und nicht 

über die Gerota-Faszie hinaus 

Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die Nierenvene oder ihre 

segmentalen Äste oder Tumor infiltriert das Nierenbeckenkelchsystem 

oder Tumor infiltriert das perirenale und/oder peripelvine Fettgewebe, 

aber nicht über die Gerota-Faszie hinaus 

Tumor mit Ausbreitung in die Vena cava unterhalb des Zwerchfells 

Tumor mit Ausbreitung in die Vena cava oberhalb des Zwerchfells 

oder mit Infiltration der Wand der Vena cava  

T4 Tumor infiltriert über die Gerota-Faszie hinaus (eingeschlossen die 

kontinuierliche Ausbreitung in die ipsilaterale Nebenniere) 

N: Regionäre Lymphknoten (hilär, abdominal paraaortal und parakaval) 

NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastase(n) in regionärem Lymphknoten 

M: Fernmetastasen 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 

pM1 Fernmetastasen mikroskopisch bestätigt 

Stadien 

Stadium I T1 N0 M0 
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Stadium II T2 N0 M0 

Stadium III T3 

T1, T2, T3 

N0 

N1 

M0 

M0 

Stadium IV T4 

Jedes T 

Jedes N 

Jedes N 

M0 

M1 

Histopathologisches Grading 

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden 

G1 Gut differenziert 

G2 Mäßig differenziert 

G3 Schlecht differenziert 

G4 Undifferenziert 

 

Das Fehlen oder Vorhandensein von Residualtumor (Resttumor) nach Behandlung wird durch 

die R-Klassifikation beschrieben (Brierley et al. 2017). Die R-Klassifikation spiegelt die 

Effekte der Therapie wider und beeinflusst das weitere therapeutische Vorgehen (Brierley et al. 

2017). Die R-Klassifikation ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. 

Tabelle 1.8.2 R-Klassifikation von Tumoren nach den Richtlinien der Union for International 

Cancer Control (UICC) (Brierley et al. 2017). 

R-Klassifikation 

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden 

R0 Kein Residualtumor 

R1 Mikroskopischer Residualtumor 

R2 Makroskopischer Residualtumor 

1.8.3 Klinik und Diagnostik 

Die Nierenzellkarzinome bleiben bei vielen Patienten bis zu fortgeschrittenen Stadien 

asymptomatisch (Ljungberg et al. 2019). Die klassische klinische Trias bestehend aus 

Flankenschmerzen, Makrohämaturie und palpablem Oberbauchtumor ist heutzutage selten und 

mit fortgeschrittener Erkrankung sowie auch mit schlechter Prognose assoziiert (Ljungberg et 

al. 2019). Bei ca. 30% der symptomatischen Patienten treten paraneoplastische Syndrome auf 

(Ljungberg et al. 2019). Beispiele dafür sind Hyperkalzämie durch die Produktion von 

Parathormon-ähnlichen Peptiden und Erythrozytose durch die Produktion von Erythropoetin 

(Rini et al. 2009). Die bunte klinische Manifestation der paraneoplastischen Syndrome hat zur 

Charakterisierung des Nierenzellkarzinoms als „Tumor des Internisten“ beigetragen (Rini et al. 

2009). Bei Metastasen können Symptome wie Knochenschmerzen oder Verschlechterung des 

Allgemeinzustandes auftreten (Ljungberg et al. 2019). 

Mehr als 60% der Nierenzellkarzinome fallen zuerst als Zufallsbefunde im Rahmen von 

Bildgebung des Abdomens, wie Ultraschall oder CT, auf (Ljungberg et al. 2019). Diese 

bildgebenden Verfahren dienen zusammen mit MRT der weiteren Charakterisierung von 

renalen Raumforderungen (Ljungberg et al. 2019). Nierenbiopsien erlauben eine effektivere 

Planung der Behandlung von tumorsuspekten renalen Raumforderungen und werden deswegen 

zunehmend benutzt (Ljungberg et al. 2019). Die frühere Annahme, dass sie zur 

Tumorzellverschleppung führen können, wird heute nicht akzeptiert (Volpe et al. 2012). 
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1.8.4 Behandlung 

Die Behandlung des Nierenzellkarzinoms hat sich in den letzten Jahrzehnten enorm geändert. 

Fortschritte in der chirurgischen und interventionellen Behandlung des Primärtumors und die 

Einführung neuer medikamentöser Therapien, die auf einem besseren Verständnis der 

molekularen und genetischen Pathogenese der Erkrankung basieren, haben die Prognose des 

Nierenzellkarzinoms deutlich verbessert. (Jonasch et al. 2014) 

Ungefähr 75% der Patienten mit Nierenzellkarzinom haben zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung eine lokal begrenzte Erkrankung (Jonasch et al. 2014). Für diese Patienten 

stellt die chirurgische Entfernung des Tumors eine kurative Therapie dar (Ljungberg et al. 

2019). Bei den Stadien T1a und T1b wird die organerhaltende partielle Nierenteilresektion 

empfohlen, während ab dem Stadium T2 die radikale Nephrektomie empfohlen wird 

(Ljungberg et al. 2019). Beide Operationsverfahren können offen, laparoskopisch oder 

Roboter-assistiert durchgeführt werden, aber nur bei der radikalen Nephrektomie wird ein 

laparoskopisches Vorgehen, falls möglich, empfohlen (Ljungberg et al. 2019). Eine 

Lymphadenektomie ist bei Patienten mit klinisch vergrößerten Lymphknoten indiziert 

(Ljungberg et al. 2019). Bei älteren, multimorbiden Patienten mit großem Operationsrisiko 

sind ablative Verfahren, wie die Radiofrequenzablation und die Kryotherapie, oder auch eine 

aktive Überwachung (Englisch: active surveillance) bei kleinen Tumoren möglich (Ljungberg 

et al. 2019).  

Ein Drittel der Patienten entwickeln nach initialer Behandlung eines lokalisierten Tumors ein 

metastatisches Nierenzellkarzinom (Merza und Bilusic 2017). 25% der Patienten leiden bereits 

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung unter einer fortgeschrittenen, nicht mehr kurativ 

behandelbaren Erkrankung (Merza und Bilusic 2017). Die meisten Patienten mit 

metastatischem Nierenzellkarzinom benötigen eine systemische Therapie (Ljungberg et al. 

2019). Jedoch sind die zytotoxische Chemotherapie und die Bestrahlung nicht effektiv bei 

Nierenzellkarzinom (Curtis et al. 2016). Deswegen werden andere Therapieansätze benutzt. 

Bis 2006 waren Immuntherapien mit Aldesleukin (Interleukin-2) und Interferon-α, häufig in 

Kombination mit zytoreduktiver Nephrektomie (radikale Nephrektomie bei metastatischem 

Nierenzellkarzinom), die Behandlung der ersten Wahl (Rini et al. 2009; Ljungberg et al. 2019). 

Die Behandlung mit Interleukin-2 war sehr toxisch (4% behandlungsassoziierte Mortalität), sie 

führte aber zu einer dauerhaften, kompletten Remission bei 7-8% der Patienten (Rini et al. 

2009; Merza und Bilusic 2017). In 2006 wurden die zielgerichteten Therapeutika eingeführt 

und so kam die sogenannte Zytokinära zum Ende. In Europa zugelassene zielgerichtete 

Therapeutika zur Behandlung des metastatischen Nierenzellkarzinoms sind die Tyrosinkinase-

Inhibitoren Sunitinib, Pazopanib, Axitinib, Tivozanib, die Multikinaseinhibitoren Sorafenib 

und Cabozantinib, die mTOR-Inhibitoren Everolimus und Temsirolimus sowie auch der 

VEGF-Inhibitor Bevacizumab in Kombination mit Interferon-α (Ljungberg et al. 2019). Die 

zielgerichtete Therapie hat das progressionsfreie Überleben und das Gesamtüberleben der 

Patienten verbessert, sie führt aber in der Regel zu keiner dauerhaften kompletten Remission 

(Curtis et al. 2016). Deswegen wird es versucht, neue Therapien für das metastatische 

Nierenzellkarzinom zu entwickeln. Der CTLA-4-Inhibitor Ipilimumab und der PD-1-Inhibitor 

Nivolumab werden in Europa sogar als Erstlinientherapie für Patienten mit ungünstigen 

prognostischen Faktoren eingesetzt (Ljungberg et al. 2019). Andere Therapiekonzepte, die in 
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Studien getestet werden, beinhalten die Kombination von Medikamenten unterschiedlicher 

Klassen, wie beispielweise Immuncheckpointinhibitoren plus VEGF-Inhibitoren, oder 

Impfungen mit DC (AGS-003) und synthetischen Tumorantigenen (IMA901) zur Induktion 

einer antitumoralen Immunantwort (Bedke et al. 2018). Die Rolle der chirurgischen 

Behandlung und der optimale Zeitpunkt ihrer Durchführung in der neuen Ära der 

Immuntherapie bleiben unklar (Ljungberg et al. 2019). Sowohl zytoreduktive Nephrektomie 

als auch chirurgische Metastasenentfernung können für bestimmte Patienten hilfreich sein 

(Ljungberg et al. 2019).  

Während die vorhergenannten systemischen Therapien für das metastatische klarzellige 

Nierenzellkarzinom effektiv sind, sind die metastatischen nichtklarzelligen 

Nierenzellkarzinome meistens resistent dagegen. Da aber bisher nur wenige klinische Studien 

die Wirkung von systemischen Therapien auf die metastatischen nichtklarzelligen 

Nierenzellkarzinome erforscht haben, werden für ihre Behandlung in der Regel die gleichen 

Substanzen wie bei dem klarzelligen Nierenzellkarzinom benutzt. (Barata und Rini 2017) 

1.8.5 Immunzellinfiltrat in dem klarzelligen Nierenzellkarzinom 

Das Nierenzellkarzinom ist ein immunogener Tumor. Dafür spricht die hohe Rate von 

Spontanremissionen im Vergleich zu anderen Tumoren, die auch bei Patienten mit Metastasen 

auftreten können (Merza und Bilusic 2017). Außerdem zeigt das Nierenzellkarzinom ein gutes 

Ansprechen auf Immuntherapie. Diese Eigenschaften zusammen mit der ausgeprägten 

Infiltration des Nierenzellkarzinoms von Immunzellen weisen darauf hin, dass das 

Nierenzellkarzinom ein immunsensitiver Tumor ist (Geissler et al. 2015). Trotzdem werden die 

Nierenzellkarzinome vom Immunsystem generell nicht abgestoßen. Zudem sind die Ergebnisse 

der Studien über die Rolle des Immunzellinfiltrates im klarzelligen Nierenzellkarzinom zum 

Teil widersprüchlich (Barnes und Amir 2017). Es wurde jedoch in vielen Studien gezeigt, dass 

tumorinfiltrierende Immunzellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert sind. Das gilt für PD-1+ Lymphozyten (Kang et al. 2013), für Treg (Liotta 

et al. 2011; Kang et al. 2013), für CD4+ T-Zellen (Bromwich et al. 2003), für CD13+ und 

CD69+ T-Zellen (Geissler et al. 2015), aber auch für Immunzellinfiltrate unabhängig von dem 

spezifischen Zelltyp (Webster et al. 2006).  

Das Immunzellinfiltrat in klarzelligen Nierenzellkarzinomen besteht aus verschiedenen 

Zellpopulationen wie T-Lymphozyten, NK-Zellen, Makrophagen und DC. Die meisten dieser 

DC sind CD209+, nämlich interstitielle unreife DC, und exprimieren gleichzeitig den 

Makrophagenmarker CD14 (Figel et al. 2011). So stellen die CD209+CD14+ DC einen Subtyp 

von DC dar, der im Nierenzellkarzinom angereichert ist, und deswegen heißen sie ercDC 

(Englisch: enriched-in-renal-carcinoma dendritic cells). Der ercDC-Phänotyp konnte in vitro 

durch die von Tumoren sezernierenden Faktoren IL-8, IL-6 und VEGF, die auch im 

Nierenzellkarzinom stark exprimiert sind, induziert werden. Die ercDC exprimieren weitere 

DC-Marker wie MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Komplexe und können Antigene in vitro 

effektiv kreuzpräsentieren. In situ stehen die ercDC häufig im Kontakt mit T-Zellen. Trotzdem 

konnte im Gegensatz zu den myeloiden Suppressorzellen oder den TAM eine direkte 

Hemmung der T-Zellen bisher nicht nachgewiesen werden. Die ercDC induzieren in vitro 

keine Hemmung der zytotoxischen Wirkung oder der Zytokinsekretion der T-Zellen und 
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induzieren weder in vivo noch in vitro eine CD3ε- oder CD3ζ-Herunterregulation, T-Zell-

Apoptose, oder eine Treg-Differenzierung (Figel et al. 2011). Jedoch zeigen sie andere 

Eigenschaften, die zum Immunescape des Nierenzellkarzinoms beitragen können. Sie 

produzieren das Enzym Matrix-Metalloprotease 9 (MMP-9). Weiterhin benutzen sie in vitro 

die Interaktion (Crosstalk) mit T-Zellen, um Milieuveränderungen zu induzieren, die die 

Tumorzellproliferation fördern, z.B. durch vermehrte Sekretion von TNF-α, bzw. die 

Rekrutierung von antitumoralen TH1-Lymphozyten hemmen durch reduzierte Sekretion der 

Chemokinen CXCL10 und CCL5. Im Nierenzellkarzinom ist tatsächlich eine hohe Anzahl an 

tumorinfiltrierenden CD209+ DC mit einem fortgeschrittenen TNM-Stadium mit schlechter 

Prognose und mit einer verminderten Tumorinfiltration durch TH1-Lymphozyten assoziiert 

(Figel et al. 2011; Noessner et al. 2012). 

Die CD8+ TIL im Nierenzellkarzinom reagieren nicht auf CD3-Stimulation und zeigen 

verminderte zytotoxische Aktivität und keine Sekretion von IFN-γ (Prinz et al. 2012). 

Verantwortlich dafür sind Defizite in der Aktivierung von Signalmolekülen distal des TZR, die 

durch das Tumormikromilieu verursacht sind, weil sie in CD8+ T-Zellen außerhalb des Tumors 

nicht vorkommen. Vermindert ist die Aktivierung der Signalmoleküle ERK, JNK und AKT. 

Diese molekulare Signatur ist ähnlich mit der von anergen CD4+ T-Zellen, sie wurde aber nicht 

in „erschöpften“ (Englisch: exhausted) CD8+ T-Zellen in chronischen viralen Infektionen 

beobachtet, obwohl die letzteren den CD8+ TIL funktionell ähneln (Noessner et al. 2012; Prinz 

et al. 2012). Zusätzlich zu einer persistierenden Antigenpräsentation können auch andere 

Mechanismen zur anergen Signatur von TIL beitragen. Beispielweise kann die verminderte 

Aktivierung von AKT zur verminderten Inaktivierung von FOXO1 führen, welches der 

Transkriptionsfaktor von p27KIP1 ist. Dies könnte eine Erklärung für die beobachteten hohen 

Mengen von p27KIP1 in den CD8+ TIL in Nierenzellkarzinom sein. Zudem wird in den CD8+ 

TIL die Diacylglycerol-Kinase α (DGK-α) verstärkt exprimiert. Die Diacylglycerol-Kinasen 

sind physiologische Inhibitoren der TZR-Signaltransduktion (Prinz et al. 2012). Tatsächlich 

korreliert die hochregulierte DGK-α-Expression in den CD8+ TIL in Nierenzellkarzinom mit 

einer verminderten ERK-Aktivierung, während DGK-α-Inhibitoren zu stärker ERK-

Aktivierung und besser zytotoxischer Aktivität der CD8+ TIL führen (Prinz et al. 2012). 

Trotzdem ist die Anwendung von DGK-Inhibitoren in der Behandlung von 

Nierenzellkarzinom, zum Beispiel in Kombination mit Immuncheckpointinhibitoren, immer 

noch ein theoretisches Konzept (Noessner 2017). IL-2, welches anerge CD4+ T-Zellen 

reaktivieren kann, vermindert die DGK-α-Expression in CD8+ TIL in vitro, es führt zu einer 

verstärkten Aktivierung von AKT und ERK, zu vermindertem Niveau vom p27KIP1 sowie auch 

zu erhöhtem Niveau von Zyklin E1, was entscheidend für die Reaktivierung von anergen T-

Zellen ist. Die mit IL-2 behandelten CD8+ TIL zeigten ebenfalls eine verstärkte zytotoxische 

Reaktion bei CD3-Stimulation. Dies kann einer der Wirkmechanismen von IL-2 in der 

Behandlung von Nierenzellkarzinom sein (Noessner et al. 2012; Prinz et al. 2012).  

So wurde gezeigt, dass das Tumormikromilieu Änderungen in der Differenzierung von DC und 

Anergie von CD8+ T-Zellen induziert, die Immunescape-Mechanismen des klarzelligen 

Nierenzellkarzinoms darstellen (Noessner et al. 2012). Aus diesem Grund sind sie auch 

mögliche Ziele von pharmakologischen Interventionen, die die antitumorale Immunreaktion 

fördern und die Effektivität der Immuntherapie in RCC optimieren können. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Das Nierenzellkarzinom ist ein immunogener Tumor, der stark von Immunzellen infiltriert 

wird. Trotzdem können die tumorinfiltrierenden Immunzellen in den allermeisten Fällen die 

Tumorprogression nicht verhindern. Jedoch zeigt das gute Ansprechen des 

Nierenzellkarzinoms auf Immuntherapien, dass die Modulation des Immunsystems zur 

Induktion einer effektiven antitumoralen Immunantwort ein vielversprechender 

Behandlungsansatz für das Nierenzellkarzinom ist. 

Bisherige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom angereicherten CD209+CD14+ ercDC zum Immunescape der Erkrankung 

beitragen (Figel et al. 2011; Noessner et al. 2012). In situ stehen die ercDC häufig im Kontakt 

mit T-Zellen (Figel et al. 2011). Weiterhin zeigten Transkriptionsanalysen, dass ercDC VSIG4 

auf mRNA-Ebene stark exprimieren (Brech 2015). VSIG4 kann die T-Zell-Antwort und die T-

Zell-Proliferation über Zellzyklusarrest inhibieren (Vogt et al. 2006; Jung et al. 2012). So 

entstand die erste Hypothese dieser Arbeit, dass ercDC über VSIG4 ihre Immunescape-Effekte 

ausführen. In diesem Fall könnte VSIG4 ein potenzielles Ziel neuer Therapien für das 

Nierenzellkarzinom sein. Jedoch wurde bisher nicht erforscht, ob das VSIG4-Protein im 

Nierenzellkarzinom exprimiert wird. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob VSIG4 auf 

Proteinebene im klarzelligen Nierenzellkarzinom nachzuweisen ist und auf welchen Zellen es 

exprimiert wird. Dazu wurden Nierenzellkarzinomgewebeschnitte mittels 

Immunfluoreszenzfärbungen untersucht mit der Fragestellung, ob ercDC das VSIG4-Protein 

exprimieren. Parallel zur Analyse des VSIG4-Proteins wurde mittels Immunfluoreszenz die 

Expression von FOXO1 in den T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom untersucht. 

FOXO1 ist der Transkriptionsfaktor des Zellzyklus-Arrest-assoziierten Proteins p27KIP1 

(Dijkers et al. 2000; Medema et al. 2000), das in den nierenzellkarzinominfiltrierenden T-

Zellen stark exprimiert wird (Prinz et al. 2012). Bei den Analysen lag der Schwerpunkt 

besonders auf den T-Zellen, die im Kontakt mit VSIG4+ Zellen standen, mit der Fragestellung, 

ob dieser Kontakt die FOXO1-Expression in den T-Zellen induziert und so zum Zellzyklus-

Arrest der T-Zellen führt. Zudem wurde in bisherigen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe 

gezeigt, dass die T-Zellen im Nierenzellkarzinom in ihrer Mehrzahl extravasiert sind und dass 

die extravasierten CD8+ T-Zellen im Gegensatz zu den intravaskulären CD8+ T-Zellen eine 

verminderte Expression des zytotoxischen Proteins Perforin aufweisen (Masouris 2016). So 

wurde die zweite Hypothese dieser Arbeit formuliert, dass die verminderte zytotoxische 

Ausstattung der extravasierten T-Zellen auf die Expression von FOXO1 in diesen Zellen 

zurückgeführt werden könnte, während die intravaskulären T-Zellen durch fehlende FOXO1-

Expression und folgend durch bessere zytotoxische Ausstattung charakterisiert wären. Um 

diese Hypothese zu prüfen, wurde die FOXO1-Expression in den T-Zellen hinsichtlich der 

Lokalisation der Zellen in Bezug auf das Gefäßsystem in situ mittels Immunfluoreszenz 

analysiert. In allen Färbungen wurden als Vergleich zu den Tumoren tumorfreie Gewebe aus 

der gleichen tumorbefallenen Niere, sowie Gewebe aus einer Niere mit ausgeprägter chronisch-

vernarbender interstitieller Entzündung des Nierenparenchyms untersucht, um tumorbedingte 

Unterschiede zu identifizieren. 
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3 Material 

3.1 Geräte und Verbrauchsmaterial 

Name Hersteller 

Deckgläschen IDL, Nidderau 

Einmalplastikpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml und 

25 ml 

Greiner bio-one, Frickenhausen 

Eppendorfzentrifuge (Galaxy) Ministar Eppendorf, Hamburg 

Laserscanning System TCS SP5 Leica Microsystems, Wetzlar 

Leica Jung CM3000 Kryostat Leica Biosystems, Nussloch 

Magnetrührer IKA Color Hytrel 

Messbecher (100 ml, 800 ml) Duran, Mainz 

Milli-Q®-Reinwasserherstellungssystem Merck Millipore, Billerica, USA 

Nagellack Rival de Loup, Berlin 

Pipetten 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen Eppendorf/Gilson 

Prolong® Gold antifade mountant Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Reagenzröhrchen (15 ml, 50 ml) BD, Heidelberg 

Reaktionsgefäße (0,5/1,5/2 ml) Eppendorf, Hamburg 

Schüttelgerät Heidolph Instruments, Schwabach 

Sterilbank, Laminar Flow BDK, Sonnenbrühl-Genkingen 

Superfrost® Plus Objektträger Fisher Scientific, Schwerte 

Vortexer Heidolph Instruments, Schwabach 

3.2 Chemikalien und fertige Lösungen 

Name Hersteller 

1 N Salzsäure Merck, Darmstadt 

4΄,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Aqua ad iniectabilia Braun B. Braun Melsungen AG, Melsungen  

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Fixogum Science Services, München 

Immersionsöl Typ F Leica Microsystems, Wetzlar 

Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
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Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

3.3 Lösungen und Puffer 

Name Hersteller 

Paraformaldehydlösung 2% 2% (w/v) PFA in PBS 

Paraformaldehydlösung 4% 4% (w/v) PFA in PBS 

Antikörperverdünnungslösung 1% BSA/0,3% Triton X-100 in PBS 

Blockierungslösung 1% BSA/0,3% Triton X-100 in PBS 

DAPI-Stocklösung 5 mg DAPI/ml in Aqua ad iniectabilia 

DAPI-Gebrauchslösung 150 μg/ml DAPI (3 μl Stocklösung) 

2x SSC-Puffer (10 ml) 

zu Aqua ad iniectabilia (90 ml) 

20x SSC-Puffer 0,3 M Natriumcitrat 2x H2O (8,82 g) 

3 M Natriumchlorid (17,83 g) 

zu Aqua ad iniectabilia (100 ml) 

→ pH-Wert 7,0 (mit 1 N Salzsäure) 

3.4 Antikörper für die Immunfluoreszenz 

3.4.1 Primäre Antikörper 

Spezifität Spezies/Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

CD209/DC-SIGN Maus IgG2a DC28 Santa Cruz 

Biotechnology 

1:50 

CD3ε Maus IgG1 UCHT1 BD Biosciences 1:500 

CD3ε Ratte IgG1 CD3-12 AbD Serotec 1:100 

CD31/PECAM-1 Maus IgG1 JC70A Dako 1:300 

CD45 Kaninchen IgG  EP322Y Epitomics 1:400 

FOXO1 Kaninchen IgG  C29H4 Cell Signaling 

Technology 

1:70 

VSIG4 Ziege IgG polyklonal R&D Systems 1:10 
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3.4.2 Sekundäre Antikörper 

Spezifität Spezies Fluoreszenz Hersteller Verdünnung 

Kaninchen  Ziege AlexaFluor A488 Invitrogen 1:500 

Kaninchen Esel Rhodamine Red-X Jackson 

Immunoresearch 

1:300 

Maus IgG Esel AlexaFluor A647 Jackson 

Immunoresearch 

1:100 

Ratte IgG Ziege Rhodamine Red-X Jackson 

Immunoresearch 

1:100 

Ziege Esel AlexaFluor A488 Invitrogen 1:500 

Maus IgG Ratte Cy5 Jackson 

Immunoresearch 

1:100 

3.5 Software 

Name Hersteller 

Citavi 6.3 Swiss Academic Software, Wädenswil, 

Schweiz 

Graphpad Prism 8.3, Version für Windows Graphpad Software, San Diego, USA 

ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, USA 

LAS AF Lite Leica Microsystems, Wetzlar 

Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmond, USA 

3.6 Patientenmaterial 

Die in dieser Arbeit untersuchten Nierengewebe wurden von der Urologischen Klinik Dr. 

Castringius in Planegg zur Verfügung gestellt. Die Gewebeentnahme und -untersuchung 

erfolgte nach Aufklärung und Einwilligung der Patienten. Eine Unbedenklichkeitserklärung der 

Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universität München lag vor. Bei den 

Nierengeweben handelte es sich um Nierenzellkarzinome vom klarzelligen Typ (T90, T105, 

T114, T118) aus onkologisch unbehandelten Patienten und um Gewebe aus einer Niere mit 

chronisch-vernarbender interstitieller Entzündung des Nierenparenchyms (G120). Von drei aus 

den insgesamt vier untersuchten tumorbefallenen Nieren (T105, T114, T118) wurde zusätzlich 

Gewebe erhalten, das von Pathologen als tumorfrei identifiziert wurde (NN105, NN114, 

NN118). Die Gewebe von den frisch operierten Patienten wurden nach Entnahme 

schockgefroren und bei -86°C aufbewahrt. Die Patientendaten und die histopathologischen 

Merkmale der Tumoren sind in der Tabelle 3.6.1 aufgeführt.  
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Tabelle 3.6.1 Patientendaten und histopathologische Merkmale der Präparate 

Patient-ID1  Patient-ID1  

Tumorfreies Gewebe der 

tumortragenden Niere 

TNM-Stadium, 

Histopathologisches 

Grading und  

R-Klassifikation2 

T90 ---- pT1a pNx G2 R0 

T105 NN105 pT3a pNx G3 R0 

T114 NN114 pT3c pN0 G2 R1 

T118 NN118 Mind. pT3b pN0 G3 R1 

G120 ---- ---- 

 
1Patienten-Identifikationsnummer. Dabei handelt es sich um Arbeitsgruppe-interne Kodierung. 
2Klassifikation der Tumoren nach den Richtlinien der Union for International Cancer Control 

(UICC). Siehe auch Tabellen 1.8.1 und 1.8.2. 
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4 Methoden 

4.1. Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie 

4.1.1 Prinzip 

Die Immunfluoreszenz ist eine Analysemethode aus dem Bereich der Immunhistochemie. Bei 

der Immunfluoreszenz werden Strukturen mithilfe von Antikörpern markiert und durch 

Fluoreszenzfarbstoffe, die auch Fluorochrome genannt werden, mikroskopisch sichtbar 

gemacht. Die Immunfluoreszenztechnik kommt als direkte oder indirekte Immunfluoreszenz 

zum Einsatz. Bei der direkten Immunfluoreszenz ist der für die untersuchende Struktur 

spezifische Antikörper mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Bei der indirekten 

Immunfluoreszenz, die in dieser Arbeit verwendet wurde, ist der Antikörper, der die 

untersuchende Struktur spezifisch erkennt, nicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. An 

diesen unmarkierten primären Antikörper bindet dann ein sekundärer Antikörper, der mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. 

Die Bildaufnahme in dieser Arbeit erfolgte mit einem konfokalen Laserrastermikroskop 

(Laserscanning System TCS SP5 von Leica Microsystems, Wetzlar). Das Mikroskop verfügte 

über zwei Helium-Neon-Laser (543 nm bzw. 633 nm), einen Diodenlaser (405 nm) und einen 

Argon-Krypton-Laser (488 nm). Anhand dieser Ausstattung war es möglich 

Fluoreszenzsignale von bis zu vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gleichzeitig 

aufzunehmen. Bei der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wird bei jeder Messung nur eine 

optische Ebene abgebildet, während Fluoreszenzsignale aus anderen optischen Ebenen 

ausgeblendet werden. Die Abbildungen einzelner optischer Ebenen können anschließend 

überlagert werden und so entsteht ein räumliches Bild, was die Untersuchung der 

Kolokalisation von Markern ermöglicht.  

4.1.2 Durchführung der Immunfluoreszenzfärbungen 

Kryokonservierte Nierengewebe wurden zu 5 μm dicken Gefrierschnitten mit einem Kryostat 

(Leica Jung CM3000 Kryostat von Leica biosystems, Nussloch) geschnitten, auf Superfrost® 

Plus Objektträgern aufgetragen und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die 

Gewebeschnitte wurden 10 Minuten lang mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und 

anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurden sie mit Fixogum (Fettstift) umrandet. 

Dadurch blieben die später aufgetragenen Antikörperlösungen auf der Gewebeprobe und liefen 

nicht ab. Dann wurden die Proben mit 1% BSA/0,3% Triton X-100 in PBS 60 Minuten lang 

blockiert. Nach Absaugen der Blockierungslösung wurden die primären Antikörper (siehe 

Kapitel 3.4.1) in vier Kombinationen aufgebracht: 1) Ziege-anti-human VSIG4 und Maus-anti-

human CD31 (IgG1); 2) Ziege-anti-human VSIG4, Kaninchen-anti-human FOXO1 und Maus-

anti-human CD3ε (IgG1); 3) Kaninchen-anti-human FOXO1, Ratte-anti-human CD3ε (IgG1) 

und Maus-anti-human CD31 (IgG1); 4) Ziege-anti-human VSIG4, Maus-anti-human 

CD209/DC-SIGN (IgG2a) und Kaninchen-anti-human CD45. Nach 60-minütiger Inkubation 
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mit den primären Antikörpern wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und im 

Anschluss 40 Minuten lang mit den sekundären Antikörpern inkubiert. Die sekundären 

Antikörper (siehe Kapitel 3.4.2) wurden in vier Kombinationen entsprechend den 

Kombinationen der primären Antikörper aufgebracht: 1) Esel-anti-Ziege AlexaFluor A488 und 

Ratte-anti-Maus-IgG Cy5; 2) Esel-anti-Ziege AlexaFluor A488, Esel-anti-Kaninchen 

Rhodamine Red-X und Esel-anti-Maus-IgG AlexaFluor A647; 3) Ziege-anti-Kaninchen 

AlexaFluor A488, Ziege-anti-Ratte-IgG Rhodamine Red-X und Esel-anti-Maus-IgG 

AlexaFluor A647; 4) Esel-anti-Ziege AlexaFluor A488, Esel-anti-Maus-IgG AlexaFluor A647 

und Esel-anti-Kaninchen Rhodamine Red-X. Die Färbungskombinationen sind in der Tabelle 

4.1.2 aufgeführt. Alle ausgewählten sekundären Antikörper zeigten keine oder minimale 

Kreuzreaktivität untereinander und mit den primären Antikörpern. Das gilt nach 

Herstellerangaben auch für die sekundären Antikörper anti-Ratte-IgG Rhodamine Red-X und 

anti-Maus-IgG AlexaFluor A647, die in der dritten Kombination benutzt wurden und wegen 

der Ähnlichkeit zwischen Ratte und Maus eine relevante Kreuzreaktivität zeigen könnten. Als 

Verdünnungslösung für die primären und die sekundären Antikörper wurde 1% BSA/0,3% 

Triton X-100 in PBS benutzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit für die sekundären Antikörper 

und nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit 2% PFA 10 Minuten lang 

fixiert und anschließend erneut dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurden die Präparate in 

eine Küvette mit DAPI-Lösung zur Anfärbung der Zellkerne 2 Minuten lang gestellt und nach 

dreimaligem Waschen mit PBS mit dem Eindeckmittel Prolong® Gold eingedeckt, was dem 

Schutz der Fluoreszenzfarbstoffe vor Verblassung diente. Im Anschluss wurde ein Deckglas 

auf den Objektträgern aufgesetzt und die Präparate wurden mit Nagellack versiegelt. Sie 

wurden bis zu ihrer Auswertung am konfokalen Mikroskop im Dunkeln bei -20°C aufbewahrt. 

Tabelle 4.1.2 Färbungskombinationen für die Immunfluoreszenz 

Primäre Antikörper Sekundäre Antikörper 

VSIG4 Ziege-anti-human Esel-anti-Ziege AlexaFluor A488 

CD31 Maus-anti-human IgG1 Ratte-anti-Maus-IgG Cy5 

 

VSIG4 Ziege-anti-human Esel-anti-Ziege AlexaFluor A488 

FOXO1 Kaninchen -anti-human Esel-anti-Kaninchen Rhodamine Red-X 

CD3ε Maus-anti-human IgG1 Esel-anti-Maus-IgG AlexaFluor A647 

 

FOXO1 Kaninchen-anti-human Ziege-anti-Kaninchen AlexaFluor A488 

CD3ε Ratte-anti-human IgG1 Ziege-anti-Ratte-IgG Rhodamine Red-X 

CD31 Maus-anti-human IgG1 Esel-anti-Maus-IgG AlexaFluor A647 

 

VSIG4 Ziege-anti-human Esel-anti-Ziege AlexaFluor A488 

CD209/DC-SIGN Maus-anti-human IgG2a Esel-anti-Maus-IgG AlexaFluor A647 

CD45 Kaninchen-anti-human Esel-anti-Kaninchen Rhodamine Red-X 
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4.1.3 Bildaufnahme mit dem konfokalen Laserrastermikroskop und Auswertung 

Die Bildaufnahme erfolgte mit dem konfokalen Laserrastermikroskop „Laserscanning System 

TCS SP5“ mit dem Objektiv HCX PL APO CS 40.0 x 1.30 OIL UV (Ölimmersion, 400fache 

Vergrößerung). Die Detektion der Emissionen der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte über 

getrennte PMT- oder HyD-Einheiten. Der Wellenlängenbereich der Aufnahmefenster war den 

Emissionskurven der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe angepasst und so wurde das Überstrahlen 

einer Fluoreszenz in jeweils andere Fluoreszenzkanäle ausgeblendet. Zusätzlich wurden die 

vier verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe bei jeder optischen Schnittebene im sequentiellen 

Modus aufgenommen. Um die räumliche Ausdehnung der abgebildeten Strukturen zu erfassen, 

wurden jeweils mehrere optische Schnittebenen in der z-Achse (z-Stacks; Abstand zwischen 

den Ebenen: 0,71 μm) aufgenommen. Die Fluoreszenzen der einzelnen Fluorochrome wurden 

in der Bildbearbeitung durch ausgewählte Farben dargestellt. Liegen zwei Strukturen, die mit 

unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden, im gleichen Zellkompartiment oder 

räumlich eng nebeneinander, kommt es zur Überlagerung der für die Darstellung verwendeten 

Farbsignale. Dieses Phänomen heißt Kolokalisation. Die Kolokalisation wird durch die 

Färbung der Struktur in der Mischfarbe der jeweiligen Farben sichtbar. Die intrazelluläre 

Lokalisation von FOXO1 in den T-Zellen wurde durch die Überlagerung der Histogramme der 

Fluoreszenzfarbstoffe für FOXO1, DAPI und CD3 mittels der Software LAS AF Lite (Leica 

Microsystems, Wetzlar) untersucht. Die Bearbeitung der in dieser Arbeit gezeigten Bilder 

erfolgte nur durch Veränderungen des Kontrasts und/oder der Helligkeit des gesamten Bildes 

mittels der Softwares LAS AF Lite (Leica Microsystems, Wetzlar) und ImageJ (NIH, 

Bethesda, USA). Pro Gewebeschnitt wurden 10 nicht-überlappende Gesichtsfelder 

ausgewertet.  

4.2 Statistische Analysen 

Alle statistischen Analysen in dieser Arbeit wurden mit der Software Graphpad Prism 8.3, 

Version für Windows (Graphpad Software, San Diego, USA) durchgeführt. Bei allen 

statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von 5% verwendet (a=0,05). 

4.2.1 Mann-Whitney-U-Test 

Der Mann-Whitney-U-Test, auch Wilcoxon-Rangsummentest genannt, ist ein 

nichtparametrischer statistischer Test für den Vergleich der zentralen Tendenz zwei 

unabhängiger Stichproben. Er prüft die Nullhypothese, dass die zwei Stichproben aus 

Populationen mit identischem Medianwert stammen. Unterscheiden sich die zwei Stichproben 

signifikant, ist davon auszugehen, dass sich die Mediane der zugrunde liegenden Populationen 

unterscheiden. Der Mann-Whitney-U-Test ist ein Rangsummentest: die Prüfgrößen werden 

nicht aus den Messwerten berechnet, sondern aus deren Rangzahlen. Eine Normalverteilung 

der Daten wird bei dem Mann-Whitney-U-Test nicht vorausgesetzt. Die abhängige Variable 

muss mindestens ordinalskaliert sein. Der Mann-Whitney-U-Test ist auch für die statistische 

Analyse kleiner Stichproben geeignet.  
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4.2.2 Kruskal-Wallis-Test 

Der Kruskal-Wallis-Test, auch H-Test genannt, ist ein nichtparametrischer statistischer Test für 

den Vergleich von mehr als zwei unabhängigen Stichproben. Mit diesem Test wird im Rahmen 

einer Varianzanalyse (Englisch: analysis of variance oder ANOVA) untersucht, ob sich die 

zentralen Tendenzen der Stichproben signifikant unterscheiden. Der Kruskal-Wallis-Test prüft 

die Nullhypothese, dass die Stichproben aus Populationen mit identischen Medianwerten 

stammen. Wird der Kruskal-Wallis-Test signifikant, ist davon auszugehen, dass sich 

mindestens zwei Medianwerte unterscheiden. Der Kruskal-Wallis-Test ist ein 

Rangsummentest. Eine Normalverteilung der Daten wird nicht vorausgesetzt. Die abhängige 

Variable muss mindestens ordinalskaliert sein. Er ist auch für die statistische Analyse kleiner 

Stichproben geeignet. So ähnelt der Kruskal-Wallis-Test dem Mann-Whitney-U-Test mit dem 

Unterschied, dass er für den Vergleich von mehr als zwei unabhängigen Gruppen verwendet 

wird. 

4.2.3 Post-hoc-Test 

Mit dem Kruskal-Wallis-Test kann es nur festgestellt werden, ob sich die zentralen Tendenzen 

der Stichproben signifikant unterscheiden. Der Test vermittelt jedoch nicht, welche zentralen 

Tendenzen sich von den anderen signifikant unterscheiden. Dazu werden Post-hoc-Tests 

angewendet, die die untersuchten Gruppen paarweise vergleichen und anschließend angeben, 

welche Gruppen sich von den anderen signifikant unterscheiden. Ein solcher Test ist der 

Mehrfachvergleiche-Test nach Dunn, auch Bonferroni-Korrektur genannt. Er führt paarweise 

Vergleiche zwischen Gruppenmittelwerten aus. Das beobachtete Signifikanzniveau wird an 

Mehrfachvergleiche angepasst. 
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5 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurde zuerst die VSIG4-Proteinexpression im Nierenzellkarzinom in situ 

analysiert. Nach der Etablierung der Immunfluoreszenzfärbung für VSIG4 und dem Nachweis 

von VSIG4+ Zellen im Nierenzellkarzinom wurden Nierenzellkarzinomgewebe auf Expression 

von VSIG4, ercDC-Marker (CD209) und Leukozyten-Marker (CD45) untersucht, mit der 

Fragestellung, ob die ercDC VSIG4 auf Proteinebene exprimieren. Anschließend wurde die 

FOXO1-Expression in den T-Zellen im Nierenzellkarzinom hinsichtlich der Lokalisation der 

T-Zellen in Bezug auf die VSIG4+ Zellen untersucht mit der Fragestellung, ob der VSIG4-T-

Zell-Kontakt die FOXO1-Expression in den T-Zellen induzieren kann. Zudem wurden die 

FOXO1+ T-Zellen hinsichtlich ihrer Lokalisation in Relation zum Gefäßsystem analysiert, um 

zu untersuchen, ob die in Voruntersuchungen beschriebene verminderte zytotoxische 

Ausstattung der extravasierten T-Zellen im Nierenzellkarzinom mit der Expression von 

FOXO1 assoziiert ist. In allen Färbungen wurden als Vergleich zu den Tumoren tumorfreie 

Gewebe aus der gleichen tumorbefallenen Niere, sowie Gewebe aus einer Niere mit 

ausgeprägter chronisch-vernarbender interstitieller Entzündung des Nierenparenchyms 

untersucht, um tumorbedingte Unterschiede zu identifizieren. 

5.1 Histologischer Nachweis von VSIG4 im Nierenzellkarzinom 

In Transkriptionsanalysen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die CD209+CD14+ 

ercDC VSIG4 auf mRNA-Ebene stark exprimieren (Brech 2015). Jedoch wurde bisher nicht 

erforscht, ob das VSIG4-Protein im Nierenzellkarzinom exprimiert wird. Daher wollten wir in 

einem ersten Schritt untersuchen, ob VSIG4 auf Proteinebene im Nierenzellkarzinom 

nachzuweisen ist. Dazu wurde zuerst ein Immunfluoreszenz-Protokoll zur Färbung von VSIG4 

im Kryogewebe etabliert (siehe Kapitel 4.1.2). Der verwendete Antikörper gegen VSIG4 ist im 

Rahmen des Forschungsprojektes „The Human Protein Atlas“ für 

Immunhistochemiefärbungen orthogonal validiert (The Human Protein Atlas). Mit 

Immunfluoreszenzdoppelfärbung des Tumors T90 mit Antikörpern gegen VSIG4 und 

CD31/PECAM-1, das auf Endothelzellen exprimiert wird und als ihr Marker gilt, wurden 

VSIG4+ Zellen und Endothelzellen nachgewiesen und auch die Lokalisation der VSIG4+ 

Zellen bestimmt. Die VSIG4+ Zellen besaßen häufig Zellfortsätze und ähnelten so 

morphologisch den DC (Abbildung 5.1, Pfeile). VSIG4 war an der Plasmamembran und im 

Zytoplasma der Zellen lokalisiert. VSIG4+ Zellen waren nicht in den Gefäßlumen oder an den 

Gefäßwänden (perivaskulär) lokalisiert. Die CD31+ Endothelzellen waren VSIG4-. Die 

Abbildung 5.1 zeigt ein exemplarisches Gesichtsfeld bei 400facher Vergrößerung, auch 

Hauptgesichtsfeld (Englisch: high-power field) oder HPF genannt.  
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Abbildung 5.1. Immunfluoreszenzfärbung von Nierenzellkarzinomgewebe für VSIG4 und CD31. 

Der Tumor T90 wurde mit Antikörpern gegen VSIG4 und CD31 gefärbt. VSIG4 ist in grün, CD31 ist in 

rot und Zellkerne, mit DAPI gefärbt, sind in blau dargestellt. Das Bild ist eine Überlagerung aus 5 z-

Ebenen (Abstand zwischen den z-Ebenen: 0,71 μm). Die zwei weißen Rechtecke markieren die 

Bereiche, die in den Bildern rechts in Vergrößerung dargestellt sind. Die Pfeile zeigen exemplarisch 

drei VSIG4+ Zellen, die durch die Ausbildung von Zellfortsätzen den dendritischen Zellen 

morphologisch ähneln. Zudem stehen die markierten VSIG4+ Zellen in engem Kontakt mit anderen 

Zellen, deren Kerne mit DAPI in unmittelbarer Nähe der Zellfortsätze dargestellt sind. Die CD31+ 

Endothelzellen sind VSIG4- (ausschließlich rot und nicht grün gefärbt, keine Kolokalisation von VSIG4 

und CD31).  

5.2 Expression von VSIG4 auf CD209+ Zellen 

Nachdem das VSIG4-Protein auf Zellen in Nierenzellkarzinomgewebe nachgewiesen wurde, 

wurde die VSIG4-Proteinexpression auf ercDC untersucht. Dazu wurden Nierenzellkarzinome 

(T90, T105, T114, T118), tumorfreie Gewebe aus der tumortragenden Niere der Patienten 

(NN105, NN114, NN118) und Gewebe aus einer Niere mit chronisch-vernarbender 

interstitieller Entzündung des Nierenparenchyms (G120) mit einer Dreifachfärbung für VSIG4, 

CD209/DC-SIGN und CD45 gefärbt. Die ercDC sind als CD209+CD14+ Zellen definiert (Figel 

et al. 2011). Da die meisten CD209+ Zellen im Nierenzellkarzinom ercDC sind (Figel et al. 

2011), wurde CD209 in dieser Arbeit als Marker für die ercDC verwendet. Eine 

Immunfluoreszenzfärbung für CD14 konnte im Kryogewebe nicht etabliert werden, weil keine 

VSIG4 CD31 DAPI 
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brauchbare Färbung mit Antikörpern gegen CD14 erzielt wurde. Stattdessen wurde ein 

Antikörper gegen CD45 angewendet. CD45, auch allgemeines Leukozytenantigen (Englisch: 

leucocyte common antigen) genannt, wird auf der Oberfläche aller kernhaltigen 

hämatopoetischen Zellen und ihrer Vorläuferzellen exprimiert (Rheinländer et al. 2018). 

Folgend sind alle Leukozyten CD45+, während die Erythrozyten und die Thrombozyten keine 

CD45-Expression aufweisen (Rheinländer et al. 2018). So konnten die VSIG4+CD209- Zellen 

mittels CD45 weiter untersucht werden und als Leukozyten (CD45+) oder als Zellen mit nicht-

leukozytärem Ursprung (CD45-) identifiziert werden. Dies sollte einen weiteren Hinweis 

geben, auf welchen Zellen VSIG4 exprimiert wird. 

In den Präparaten wurden VSIG4+CD209+CD45-/+ Zellen (VSIG4+ ercDC), VSIG4+CD209-

CD45+ Zellen (VSIG4+ Zellen, die keine ercDC sind), VSIG4+CD209-CD45- Zellen (VSIG4+ 

Zellen, die keine ercDC und keine Leukozyten sind, weil CD45-) und CD209+VSIG4-CD45-/+ 

Zellen (VSIG4- ercDC) nachgewiesen. Obwohl CD209 auf hämatopoetischen Zellen 

exprimiert wird (siehe Kapitel 1.4.1), waren in den Präparaten nicht nur CD209+CD45+ Zellen, 

sondern auch CD209+CD45- Zellen zu sehen. Das wird dadurch erklärt, dass CD45 auf 

Leukozyten unterschiedlich stark exprimiert werden kann, beispielweise in verschiedenen 

Zellentwicklungsstadien (Stelzer et al. 1993). Die Immunhistologie ist ein nicht sehr sensitives 

Nachweisverfahren, so dass schwach positive Zellen nicht angefärbt werden. Aus diesem 

Grund können die in der Immunfluoreszenz CD45- Zellen Leukozyten mit sehr schwachem 

CD45 sein. Die Abbildung 5.2.1 zeigt eine exemplarische Bildaufnahme der 

Immunfluoreszenzfärbung.  

 A) VSIG4 CD209 DAPI 
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Abbildung 5.2.1. Immunfluoreszenzfärbung von Nierenzellkarzinomgewebe für VSIG4, CD209 

und CD45. 

Die Bilder stammen aus dem Tumor T90. In A) und B) wird das gleiche HPF dargestellt. In A) werden 

die Fluoreszenzkanäle für VSIG4 (grün), CD209 (rot) und DAPI (blau) gezeigt, der Fluoreszenzkanal 

für CD45 ist ausgeblendet. In B) werden die Fluoreszenzkanäle für VSIG4 (grün) und CD45 (cyan) 

gezeigt, die Fluoreszenzkanäle für CD209 und DAPI sind ausgeblendet. Die Bilder sind durch 

Überlagerung von 4 z-Ebenen (Abstand zwischen den z-Ebenen: 0,71 μm) entstanden. Die weißen 

Rechtecke geben die Areale an, die in den Bildern rechts vergrößert dargestellt sind. Markiert sind zwei 

VSIG4+CD209+CD45+ Zellen (1 und 2: grün+rot+cyan), eine VSIG4+CD209-CD45+ Zelle (3: 

grün+cyan) und eine VSIG4-CD209+CD45+ Zelle (4: rot+cyan). 

 

Pro Gewebe wurden 10 nicht-überlappende HPFs ausgewertet. Die Zellpopulationen 

(VSIG4+CD209+CD45-/+, VSIG4+CD209-CD45+, VSIG4+CD209-CD45-, CD209+VSIG4-

CD45-/+) wurden in den Geweben T90, T105, T114, T118, NN105, NN114 und NN118 

quantitativ analysiert. Für G120 erfolgte eine qualitative Analyse, weil eine Auszählung der 

Zellen wegen der massiven Zellinfiltration nicht möglich war (Abbildung 5.2.4). Für jedes 

HPF wurde die Anzahl der VSIG4+CD209+ ercDC, der VSIG4+CD209-CD45+ Zellen und der 

VSIG4+CD209-CD45- Zellen bestimmt und folgend der prozentuale Anteil der jeweiligen 

Zellpopulation in der VSIG4+ Zellpopulation berechnet. Zudem wurde für jedes HPF die 

Anzahl der VSIG4-CD209+ Zellen bestimmt und folgend der prozentuale Anteil der 

VSIG4+CD209+ Zellen und der VSIG4-CD209+ Zellen in der CD209+ Zellpopulation 

B) VSIG4 CD45 
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berechnet. Aus den absoluten Zellzahlen für jedes HPF wurde der Median pro HPF für die 

jeweilige Zellpopulation in allen Geweben berechnet. Aus den Prozentwerten für jedes HPF 

wurde der Mittelwert der entsprechenden Prozentanteile in allen Geweben ermittelt. Daraus 

wurde anschließend der gemeinsame Mittelwert der Prozentsätze der Zellpopulationen für alle 

Tumorgewebe und für alle tumorfreien Gewebe berechnet.  

5.2.1 Unterscheidung von VSIG4+ Zellpopulationen 

Die Auszählung der VSIG4+ Zellpopulationen ist in Tabellen 5.2.1 und 5.2.2 und in der 

Abbildung 5.2.2 graphisch dargestellt. Die Auszählung ergab, dass die Mehrheit der VSIG4+ 

Zellen auch CD209+ waren, sowohl in den meisten Tumorgeweben (Mittelwert für alle 

Tumorgewebe: 67,4%, Spannweite: 39% - 90,8%) als auch in allen tumorfreien Geweben 

(Mittelwert für alle tumorfreien Gewebe: 84,1%, Spannweite: 79,3% - 89,7%). Eine Ausnahme 

dabei stellte das Tumorgewebe T118 dar, wo die meisten VSIG4+ Zellen CD209-CD45+ waren 

(Mittelwert: 57,6%). In allen quantitativ analysierten Tumoren exprimierten die meisten 

VSIG4+CD209- Zellen CD45 und wurden somit als Leukozyten identifiziert. Nur ein kleiner 

Anteil der VSIG4+ Zellen war CD209-CD45- und daher möglicherweise keine Leukozyten. In 

den tumorfreien Geweben gab es keine VSIG4+CD209-CD45- Zellen. Verglich man die 

Tumorgewebe mit den tumorfreien Geweben der gleichen Patienten, so zeigte sich, dass die 

prozentualen Anteile der VSIG4+CD209+ Zellen in der VSIG4+ Zellpopulation in den 

Tumorgeweben niedriger waren, was darauf zurückzuführen ist, dass im Tumor auch ein 

großer Anteil an VSIG4+CD209- Zellen vorkam. Vermutlich handelt es sich dabei um VSIG4+ 

Makrophagen. Jedoch war die absolute Anzahl (Median pro HPF) der VSIG4+CD209+ und der 

VSIG4+CD209- Zellen in den Tumorgeweben höher.  
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Gewebe 

% 

VSIG4+CD209+ 

(Spannweite) 

p-

Wert 

% 

VSIG4+CD209-

CD45+ 

(Spannweite) 

p- 

Wert 

% 

VSIG4+CD209-

CD45- 

(Spannweite) 

p-

Wert 

T90  90,8 (83,8-97,7)  9 (2,3-16,2)  0,2 (0-2)  

T105  54,1 (38-72,4) < 

0,0001 

44,1 (23,7-62) < 

0,0001 

1,8 (0-4) 
0,003 

 NN105 83,3 (66,7-96,2) 16,7 (3,8-33,3) 0,0 (0) 

T114  85,6 (67,7-97,4) 
0,3 

11,7 (2,6-29) 
0,9 

2,7 (0-5,6) 
0,01 

 NN114 89,7 (78,6-95,3) 10,3 (5-21,4) 0,0 (0) 

T118  39 (27,5-55,6) < 

0,0001 

57,6 (44,2-72,4) < 

0,0001 

3,4 (0-11,8) 
0,003 

 NN118 79,3 (57,9-92,3) 20,7 (7,7-42,1) 0,0 (0) 

RCC  67,4 (39-90,8) 
0,8 

30,6 (9-57,6) 
0,8 

2 (0,2-3,4) 
0,06 

 NN 84,1 (79,3-89,7) 15,9 (10,3-20,7) 0,0 (0) 

Tabelle 5.2.1. Prozentuale Zusammensetzung der VSIG4+ Zellpopulation in 

Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben.  

Pro HPF wurde die Anzahl der VSIG4+CD209+ Zellen, der VSIG4+CD209-CD45+ Zellen und der 

VSIG4+CD209-CD45- Zellen bestimmt. Anschließend wurde in jedem HPF der prozentuale Anteil 

dieser drei Zellpopulationen in der VSIG4+ Zellpopulation ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 

HPFs ausgewertet. Daraus wurde der Mittelwert der prozentualen Anteile für jedes Gewebe berechnet 

und in die Tabelle eingetragen. Aus den Werten der einzelnen Gewebe wurde der Mittelwert der 

prozentualen Anteile für alle Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und ebenfalls in die 

Tabelle (RCC bzw. NN) eingetragen. Für die statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test 

verwendet. 

 

Gewebe 

VSIG4+CD209+ 

/HPF 

(Spannweite) 

p-

Wert 

VSIG4+CD209-

CD45+ 

/HPF 

(Spannweite) 

p- 

Wert 

VSIG4+CD209-

CD45- 

/HPF 

(Spannweite) 

p-

Wert 

T90  35 (31-58)  3,5 (1-6)  0,0 (0-1)  

T105  54 (26-68) 
0,0001 

45 (18-71) < 

0,0001 

2 (0-3) 
0,003 

 NN105 24,5 (12-29) 5,5 (1-7) 0,0 (0) 

T114  37,5 (21-75) 
0,005 

3,5 (2-13) 
0,1 

1 (0-3) 
0,01 

 NN114 21 (15-41) 2 (1-9) 0,0 (0) 

T118  19 (13-33) 
0,2 

27 (20-50) < 

0,0001 

1 (0-6) 
0,003 

 NN118 15,5 (11-24) 4 (2-8) 0,0 (0) 

RCC  36,25 (19-54) 
0,2 

15,25 (3,5-45) 
0,5 

1 (0-2) 
0,1 

 NN 21 (15,5-24,5) 4 (2-5,5) 0,0 (0) 

 



39 
 

Tabelle 5.2.2. Absolute Anzahl der VSIG4+ Subpopulationen in Nierenzellkarzinomen und 

tumorfreien Geweben.  

Pro HPF wurde die Anzahl der VSIG4+CD209+ Zellen, der VSIG4+CD209-CD45+ Zellen und der 

VSIG4+CD209-CD45- Zellen bestimmt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Daraus 

wurde der Median pro HPF der jeweiligen Zellpopulation für jedes Gewebe berechnet und in die 

Tabelle eingetragen. Aus den Werten der einzelnen Gewebe wurde der Median pro HPF der jeweiligen 

Zellpopulation für alle Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und ebenfalls in die Tabelle 

(RCC bzw. NN) eingetragen. Für die statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test 

verwendet. 

 

A) 
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B) 

 

 

Abbildung 5.2.2. VSIG4+ Subpopulationen in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

A) Prozentualer Anteil der VSIG4+ Subpopulationen in der VSIG4+ Zellpopulation. Pro HPF wurde die 

Anzahl der VSIG4+CD209+ Zellen, der VSIG4+CD209-CD45+ Zellen und der VSIG4+CD209-CD45- 

Zellen bestimmt. Anschließend wurde in jedem HPF der prozentuale Anteil dieser drei 

Zellpopulationen in der VSIG4+ Zellpopulation ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs 

ausgewertet. Daraus wurde der Mittelwert der prozentualen Anteile für jedes Gewebe berechnet und auf 

der y-Achse des ersten Diagramms dargestellt. Aus den Werten der einzelnen Gewebe wurde der 

Mittelwert der prozentualen Anteile für alle Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und 

auf der y-Achse des zweiten Diagramms dargestellt. Die Balken sind die graphische Darstellung der 
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Standardabweichung. Für die statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die 

p-Werte sind bei signifikantem Unterschied der jeweiligen Zellpopulation zwischen Tumorgeweben 

und tumorfreien Geweben angegeben. * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001. B) Absolute Anzahl 

(Median pro HPF) der VSIG4+ Subpopulationen. Pro HPF wurde die Anzahl der VSIG4+CD209+ 

Zellen, der VSIG4+CD209-CD45+ Zellen und der VSIG4+CD209-CD45- Zellen bestimmt. Es wurden 

für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Daraus wurde der Median pro HPF der jeweiligen 

Zellpopulation für jedes Gewebe berechnet und auf der y-Achse des ersten Diagramms dargestellt. Aus 

den Werten der einzelnen Gewebe wurde der Median pro HPF der jeweiligen Zellpopulation für alle 

Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und auf der y-Achse des zweiten Diagramms 

dargestellt. Die Balken sind die graphische Darstellung des Interquartilsabstandes. Für die statistischen 

Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die p-Werte sind bei signifikantem Unterschied 

der jeweiligen Zellpopulation zwischen Tumorgeweben und tumorfreien Geweben angegeben. * 

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. 

5.2.2 Unterscheidung der CD209+ Zellpopulation hinsichtlich der VSIG4-

Expression 

In den Tumorgeweben (Mittelwert: 91,3%, Spannweite: 85,1% - 95,8%) und in den 

tumorfreien Geweben (Mittelwert: 94,6%, Spannweite: 93,1% - 95,5%) waren die meisten 

CD209+ Zellen positiv für VSIG4. So war der prozentuale Anteil der CD209+VSIG4+ Zellen in 

der CD209+ Zellpopulation in den Tumorgeweben und in den tumorfreien Geweben ähnlich. 

Die absolute Anzahl (Median pro HPF) der CD209+VSIG4+ und der CD209+VSIG4- Zellen 

war jedoch in den Tumoren höher. Die prozentualen Anteile und die absoluten Anzahlen 

(Median pro HPF) der CD209+ Zellsubpopulationen in allen quantitativ analysierten Geweben 

sind in den Tabellen 5.2.3 und 5.2.4 aufgeführt und in der Abbildung 5.2.3 graphisch 

dargestellt. 

 

Gewebe 

%  

CD209+VSIG4+ 

(Spannweite) 

p-Wert 

%  

CD209+VSIG4- 

(Spannweite) 

p-Wert 

T90  85,1 (73,1-97,1)  14,9 (2,9-26,9)  

T105  93,2 (90,6-96,4) 
0,7 

6,8 (3,6-9,4) 
0,7 

 NN105 93,1 (82,4-100) 6,9 (0-17,6) 

T114  95,8 (91,4-100) 
0,6 

4,2 (0-8,6) 
0,6 

 NN114 95,5 (89,1-100) 4,5 (0-10,9) 

T118  91,2 (82,6-100) 
0,1 

8,8 (0-17,4) 
0,1 

 NN118 95,2 (83,3-100) 4,8 (0-16,7) 

RCC  91,3 (85,1-95,8) 
0,6 

8,7 (4,2-14,9) 
0,6 

 NN 94,6 (93,1-95,5) 5,4 (4,5-6,9) 
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Tabelle 5.2.3. Prozentualer Anteil der VSIG4+ Subpopulation in der CD209+ Zellpopulation in 

Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben.  

Pro HPF wurde die Anzahl der CD209+VSIG4+ Zellen und der CD209+VSIG4- Zellen bestimmt. 

Anschließend wurde in jedem HPF der prozentuale Anteil dieser zwei Zellpopulationen in der CD209+ 

Zellpopulation ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Daraus wurde der 

Mittelwert der prozentualen Anteile für jedes Gewebe berechnet und in die Tabelle eingetragen. Aus 

den Werten der einzelnen Gewebe wurde der Mittelwert der prozentualen Anteile für alle Tumoren und 

für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und ebenfalls in die Tabelle (RCC bzw. NN) eingetragen. Für die 

statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. 

 

Gewebe 

CD209+VSIG4+ 

/HPF  

(Spannweite) 

p-Wert 

CD209+VSIG4- 

/HPF  

(Spannweite) 

p-Wert 

T90  35 (31-58)  6,5 (1-14)  

T105  54 (26-68) 
0,0001 

4 (2-6) 
0,01 

 NN105 24,5 (12-29) 1,5 (0-6) 

T114  37,5 (21-75) 
0,005 

2 (0-3) 
0,3 

 NN114 21 (15-41) 1 (0-5) 

T118  19 (13-33) 
0,2 

2 (0-4) 
0,07 

 NN118 15,5 (11-24) 1 (0-3) 

RCC  36,25 (19-54) 
0,2 

3 (2-6,5) 
0,03 

 NN 21 (15,5-24,5) 1 (1-1,5) 

Tabelle 5.2.4. Absolute Anzahl der CD209+ Subpopulationen in Nierenzellkarzinomen und 

tumorfreien Geweben.  

Pro HPF wurde die Anzahl der CD209+VSIG4+ Zellen und der CD209+VSIG4- Zellen bestimmt. Es 

wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Daraus wurde der Median pro HPF der jeweiligen 

Zellpopulation für jedes Gewebe berechnet und in die Tabelle eingetragen. Aus den Werten der 

einzelnen Gewebe wurde der Median pro HPF der jeweiligen Zellpopulation für alle Tumoren und für 

alle tumorfreien Gewebe bestimmt und ebenfalls in die Tabelle (RCC bzw. NN) eingetragen. Für die 

statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. 
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A) 
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B) 

 
 

 

Abbildung 5.2.3. CD209+ Subpopulationen basierend auf der VSIG4-Expression in 

Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

A) Prozentualer Anteil der CD209+ Subpopulationen in der CD209+ Zellpopulation. Pro HPF wurde die 

Anzahl der CD209+VSIG4+ Zellen und der CD209+VSIG4- Zellen bestimmt. Anschließend wurde in 

jedem HPF der prozentuale Anteil der zwei Zellpopulationen in der CD209+ Zellpopulation ermittelt. 

Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Daraus wurde der Mittelwert der prozentualen 

Anteile für jedes Gewebe berechnet und auf der y-Achse des ersten Diagramms dargestellt. Aus den 

Werten der einzelnen Gewebe wurde der Mittelwert der prozentualen Anteile für alle Tumoren und für 

alle tumorfreien Gewebe bestimmt und auf der y-Achse des zweiten Diagramms dargestellt. Die Balken 

sind die graphische Darstellung der Standardabweichung. Für die statistischen Analysen wurde der 
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Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die Zellpopulationen unterscheiden sich nicht signifikant zwischen 

Tumorgeweben und tumorfreien Geweben. B) Absolute Anzahl (Median pro HPF) der CD209+ 

Subpopulationen. Pro HPF wurde die Anzahl der CD209+VSIG4+ Zellen und der CD209+VSIG4- 

Zellen bestimmt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Daraus wurde der Median pro 

HPF der jeweiligen Zellpopulation für jedes Gewebe berechnet und auf der y-Achse des ersten 

Diagramms dargestellt. Aus den Werten der einzelnen Gewebe wurde der Median pro HPF der 

jeweiligen Zellpopulation für alle Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und auf der y-

Achse des zweiten Diagramms dargestellt. Die Balken sind die graphische Darstellung des 

Interquartilsabstandes. Für die statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die 

p-Werte sind bei signifikantem Unterschied der jeweiligen Zellpopulation zwischen Tumorgeweben 

und tumorfreien Geweben angegeben. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. 

 

Das Gewebe G120 wurde durch eine große Anzahl von VSIG4+, CD209+ und CD45+ Zellen 

charakterisiert. Hier wurde die Subpopulationsverteilung nur beschreibend ermittelt. Die 

Abbildung 5.2.4 zeigt zwei exemplarische HPFs des Gewebes G120. Die meisten CD209+ 

Zellen waren auch VSIG4+ und viele VSIG4+ Zellen waren CD209+ (grün+rot). Innerhalb der 

VSIG4+CD209- Zellpopulation (grün ohne rot) waren die meisten Zellen CD45+ (cyan), 

während es auch vereinzelte VSIG4+CD209-CD45- Zellen gab. Die Mehrzahl der VSIG4+ 

Zellen, der CD209+ Zellen und der CD45+ Zellen waren im Tubulointerstitium lokalisiert 

(Abbildung 5.2.4, A und B). In den Glomeruli befanden sich vereinzelte 

VSIG4+CD209+CD45+ Zellen (grün+rot+cyan) und wenige CD45+ Zellen (Abbildung 5.2.4, C 

und D). 
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B)

 

VSIG4 CD45 
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VSIG4 CD45 

C) 

D) VSIG4 CD45 

VSIG4 CD209 DAPI 
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Abbildung 5.2.4. Immunfluoreszenzfärbung des Gewebes G120 für VSIG4, CD209 und CD45. 

Abbildung vom Tubulointerstitium (A und B) und von zwei Glomeruli (C und D). Die Bilder A) und B) 

sowie C) und D) zeigen das gleiche HPF. Sie sind jeweils eine Überlagerung aus 6 z-Ebenen (A und B) 

bzw. aus 4 z-Ebenen (C und D). Der Abstand zwischen den z-Ebenen beträgt 0,71 μm. In A) und C) 

werden die Fluoreszenzkanäle für VSIG4 (grün), CD209 (rot) und DAPI (blau) gezeigt, der 

Fluoreszenzkanal für CD45 ist ausgeblendet. In B) und D) werden die Fluoreszenzkanäle für VSIG4 

(grün) und CD45 (cyan) gezeigt, die Fluoreszenzkanäle für CD209 und DAPI sind ausgeblendet. In A) 

und B) sind zwei VSIG4+CD209-CD45+ Zellen (Pfeil, grün+cyan), mehrere VSIG4+CD209+CD45+ 

Zellen (1, grün+rot+cyan) und eine VSIG4+CD209+CD45- Zelle (2, grün+rot) markiert. In C) und D) 

sind zwei VSIG4-CD209-CD45+ Zellen (Pfeile, cyan) und eine VSIG4+CD209+CD45+ Zelle (1, 

grün+rot+cyan) in einem Glomerulus markiert. 

5.3 Expression von FOXO1 in den T-Zellen im Nierenzellkarzinom 

Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die nierenzellkarzinominfiltrierenden T-Zellen eine 

verminderte Aktivierung von AKT aufweisen, die in T-Zellen außerhalb des Tumors nicht 

nachzuweisen ist und zur verminderten zytotoxischen Aktivität der CD8+ TIL in 

Nierenzellkarzinom beiträgt (Prinz et al. 2012). Da eine AKT-Aktivierung zu vermindertem 

Niveau des Zellzyklus-Arrest-assoziierten Proteins p27KIP1 und zur verbesserten zytotoxischen 

Aktivität der CD8+ TIL in vitro führt, postulieren wir, dass ein hohes Niveau von p27KIP1 

möglicherweise zur anergen Signatur (siehe Kapitel 1.8.5) der CD8+ T-Zellen in 

Nierenzellkarzinom beiträgt (Prinz et al. 2012). Der Transkriptionsfaktor von p27KIP1 ist das 

Protein FOXO1 (Dijkers et al. 2000; Medema et al. 2000), das bei inaktivem AKT im Zellkern 

lokalisiert und aktiv ist (siehe Kapitel 1.3). Diese Informationen lassen eine wichtige Rolle der 

FOXO-Proteine und speziell des aktiven, im Zellkern lokalisierten FOXO1 für die 

beeinträchtigte antitumorale Aktivität der tumorinfiltrierenden T-Zellen in Nierenzellkarzinom 

vermuten.  

5.3.1 FOXO1-Expression in T-Zellen in Relation zu VSIG4+ Zellen 

Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die CD209+CD14+ ercDC im Nierenzellkarzinom mit 

einem schlechteren Überleben assoziiert sind und in situ häufig in engem Kontakt mit T-Zellen 

stehen (Figel et al. 2011). Weiterhin sind die meisten CD209+ Zellen in Nierenzellkarzinom 

ercDC (Figel et al. 2011) und die meisten CD209+ Zellen in den in dieser Arbeit untersuchten 

Tumoren waren VSIG4+ (siehe Kapitel 5.2). So wurde die Hypothese formuliert, dass die 

VSIG4+ ercDC durch den Kontakt mit T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom die 

Expression von FOXO1 in den T-Zellen induzieren und so durch die Induktion von Zellzyklus-

Arrest inhibierend auf die T-Zellen wirken. Um diese Hypothese zu prüfen, wurden die 

Gewebe T90, T105, T114, T118, NN105, NN114, NN118 und G120 mit Antikörpern gegen 

VSIG4, FOXO1 und CD3 gefärbt und mittels Immunfluoreszenz untersucht. Es wurde geprüft, 

ob T-Zellen, die in Kontakt mit VSIG4+ ercDC sind, häufiger FOXO1+ sind als T-Zellen, die 

nicht in Kontakt mit VSIG4+ ercDC sind. 

Die Abbildung 5.3.1.1 zeigt ein exemplarisches HPF. Es gab viele Kontakte zwischen VSIG4+ 

Zellen (grün) und T-Zellen (cyan) (eingerahmt und mit 1 gekennzeichnet, Vergrößerung in B 
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dargestellt). Mit 2 ist eine T-Zelle markiert, die keinen Kontakt zu VSIG4+ Zellen hat. Einige 

T-Zellen, die im Kontakt mit VSIG4+ Zellen standen, waren FOXO1+ (rot) (vergrößerter 

Ausschnitt in B), während andere T-Zellen FOXO1- (gekennzeichnet mit Pfeil) waren. 

Vereinzelt waren auch CD3+ Zellen VSIG4+ sowohl in den Nierenzellkarzinomgeweben als 

auch in den tumorfreien Geweben. Um zu untersuchen, ob das FOXO1-Protein in den FOXO1+ 

T-Zellen im Zytoplasma oder im Zellkern lokalisiert war, wurde eine optische z-Ebene 

ausgewählt und die Histogramme der Fluoreszenzfarbstoffe für CD3, FOXO1 und DAPI 

(Zellkernfärbung, dunkelblau) mittels der Software LAS AF Lite (Leica Microsystems, 

Wetzlar) aufeinander gelegt (Abbildung B). Die Fluoreszenz der FOXO1-Färbung überlagerte 

nicht mit der CD3-Färbung, welche eine Zelloberflächenfärbung ist. Vielmehr war das 

FOXO1-Histogramm zwischen den beiden Gipfeln des CD3-Histogramms gelegen und 

überlappte mit der DAPI DNA-Färbung. Somit kann man beurteilen, dass FOXO1 im Zellkern 

lokalisiert war, was auf ein aktives Protein hinweist. 
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A) VSIG4 FOXO1 CD3 DAPI 

B) 

VSIG4 FOXO1 CD3 DAPI 

CD3 

FOXO1 

DAPI 

ROI1 
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Abbildung 5.3.1.1. Immunfluoreszenzfärbung vom Nierenzellkarzinomgewebe für VSIG4, 

FOXO1 und CD3. 

A) Bildaufnahme der Immunfluoreszenzfärbung für VSIG4, FOXO1 und CD3. Das Bild stammt aus 

dem Tumor T114 und ist eine Überlagerung von 3 z-Ebenen (Abstand zwischen den z-Ebenen: 0,71 

μm). VSIG4 ist in grün, FOXO1 ist in rot, CD3 ist in cyan und DAPI (Zellkernfärbung) ist in blau 

dargestellt. Markiert sind eine CD3+FOXO1+ Zelle die in Kontakt mit einer VSIG4+ Zelle ist (1), eine 

CD3+FOXO1+ Zelle ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen (2) und eine CD3+FOXO1- Zelle in Kontakt mit 

einer VSIG4+ Zelle (Pfeil). B) Vergrößerung der mit dem weißen Rechteck markierten Region des 

Bildes im Teil A) der Abbildung. Kontakt zwischen einer CD3+FOXO1+ Zelle und einer VSIG4+ Zelle. 

VSIG4 ist in grün, FOXO1 ist in rot, CD3 ist in cyan und DAPI ist in blau dargestellt. Der Pfeil stellt 

den „Bereich von Interesse“ (region of interest, ROI) dar, entlang dessen in Richtung des Pfeils die 

Intensität der Fluoreszenzkanäle für CD3, FOXO1 und DAPI in einer optischen Ebene gemessen wird. 

Im Diagramm rechts sind die Intensitäten der drei Fluoreszenzkanäle in dieser optischen Ebene jeweils 

als Histogramme dargestellt und aufeinander gelegt. Die Überlappung der Histogramme für FOXO1 

und DAPI, aber nicht für CD3, zeigt, dass FOXO1 zusammen mit DAPI im Zellkern lokalisiert ist. C) 

Bildaufnahme einer CD3+VSIG4+ Zelle. Das Bild stammt aus dem Tumor T105 und ist eine 

Überlagerung aus 3 z-Ebenen (Abstand zwischen den z-Ebenen: 0,71 μm). VSIG4 ist in grün, CD3 ist 

in rot und DAPI ist in blau dargestellt. Markiert mit einem Pfeil ist eine CD3+VSIG4+ Zelle. 

 

Pro Gewebe wurden 10 nicht-überlappende HPFs ausgewertet. Die Zellpopulationen und die 

Kontakte zwischen VSIG4+ Zellen und T-Zellen wurden in den Geweben T90, T105, T114, 

T118, NN105, NN114 und NN118 quantitativ analysiert. Für G120 erfolgte eine qualitative 

Analyse, weil eine Auszählung der Zellen wegen der massiven Zellinfiltration nicht möglich 

war (Abbildung 5.3.1.3). Für jedes HPF wurde die Anzahl der VSIG4+ Zellen, der CD3+ 

Zellen, der CD3+ Zellen in und ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen, der CD3+FOXO1+ Zellen 

und der CD3+FOXO1+ Zellen in und ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen bestimmt. Daraus 

wurde für jedes HPF der prozentuale Anteil der Zellen mit VSIG4-Kontakt in der 

CD3+FOXO1+ Zellpopulation und der Zellen ohne VSIG4-Kontakt in der CD3+FOXO1+ 

Zellpopulation berechnet. Außerdem wurde für jedes HPF der prozentuale Anteil der FOXO1+ 

Zellen in den T-Zellen mit VSIG4-Kontakt und der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in 

den T-Zellen ohne VSIG4-Kontakt berechnet. Aus diesen Werten wurde dann der Median der 

Prozentanteile für das jeweilige Gewebe ermittelt. Daraus wurde anschließend der gemeinsame 

C) 
CD3 DAPI VSIG4 VSIG4 CD3 
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Median für alle Tumorgewebe und der gemeinsame Median für alle tumorfreien Gewebe 

berechnet. 

 

Die Auszählung der Zellen ergab, dass 29,4% Prozent der tumorinfiltrierenden T-Zellen 

(Median, Spannweite: 11,8% - 41,4%) FOXO1+ waren. Der Prozentsatz der FOXO1+ T-Zellen 

war in den tumorfreien Geweben niedriger (Median: 12%, Spannweite: 5,8% - 16,8%) (siehe 

Tabelle 5.3.1.1). In den meisten Tumoren und in allen tumorfreien Geweben, wo die 

entsprechenden Prozentwerte jedoch niedriger waren, wurden die FOXO1+ T-Zellen 

gleichermaßen häufig in Kontakt mit VSIG4+ Zellen gefunden als ohne Kontakt mit VSIG4+ 

Zellen (siehe Tabelle 5.3.1.1 und Abbildung 5.3.2.1). Eine Ausnahme war der Tumor T90, der 

sich in einem früheren Tumorstadium als die anderen Tumoren befand. 

 

Gewebe 

% der 

FOXO1+ Zellen 

in der CD3+ 

Zellpopulation 

(Spannweite) 

p-

Wert 

% 

der Zellen mit 

VSIG4-Kontakt 

in der 

CD3+FOXO1+ 

Zellpopulation 

(Spannweite) 

p- 

Wert 

% 

der Zellen ohne 

VSIG4-Kontakt 

in der 

CD3+FOXO1+ 

Zellpopulation 

(Spannweite) 

p-

Wert 

T90  30,4 (9,8-41)  20,1 (0-42,9)  79,9 (57,1-100)  

T105  11,8 (7,4-26,1) 
0,8 

47 (25-70) 
0,8 

53 (30-75) 
0,8 

 NN105 12 (0-25) 45 (0-100) 55 (0-100) 

T114  41,4 (15,4-53,6) 
0,0003 

52,3 (33,3-83,3) 
0,8 

47,7 (16,7-66,7) 
0,8 

 NN114 5,8 (0-42,9) 50 (0-100) 50 (0-100) 

T118  28,4 (13,9-52,6) 
0,009 

42,9 (0-62,5) 
0,6 

57,1 (37,5-100) 
0,6 

 NN118 16,8 (0-33,3) 50 (0-100) 50 (0-100) 

RCC  29,4 (11,8-41,4) 
0,2 

44,9 (20,1-52,3) 
0,54 

55,1 (47,7-79,9) 
0,54 

 NN 12 (5,8-16,8) 50 (45-50) 50 (50-55) 

Tabelle 5.3.1.1. Prozentualer Anteil der FOXO1+ Zellen in der CD3+ Zellpopulation, der Zellen 

mit VSIG4-Kontakt in der CD3+FOXO1+ Zellpopulation und der Zellen ohne VSIG4-Kontakt in 

der CD3+FOXO1+ Zellpopulation. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+ Zellen, der CD3+FOXO1+ Zellen, der CD3+FOXO1+ Zellen in 

Kontakt mit VSIG4+ Zellen und der CD3+FOXO1+ Zellen ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen bestimmt. 

Anschließend wurde für jedes HPF der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in der CD3+ 

Zellpopulation, der Zellen mit VSIG4-Kontakt in der CD3+FOXO1+ Zellpopulation und der Zellen ohne 

VSIG4-Kontakt in der CD3+FOXO1+ Zellpopulation ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs 

ausgewertet. Daraus wurde der Median der prozentualen Anteile für jedes Gewebe berechnet und in die 

Tabelle eingetragen. Aus diesen Werten wurde der Median der prozentualen Anteile für alle Tumoren 

und der Median der prozentualen Anteile für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und ebenfalls in die 

Tabelle (RCC bzw. NN) eingetragen. Für die statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test 

verwendet.  
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Abbildung 5.3.1.2. Prozentualer Anteil der Zellen mit VSIG4-Kontakt in der CD3+FOXO1+ 

Zellpopulation in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+FOXO1+ Zellen und der CD3+FOXO1+ Zellen in Kontakt mit 

VSIG4+ Zellen bestimmt. Anschließend wurde für jedes HPF der prozentuale Anteil der Zellen mit 

VSIG4-Kontakt in der CD3+FOXO1+ Zellpopulation ermittelt und auf der y-Achse dargestellt. Es 

wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Jedes Symbol entspricht einem HPF. Die Linien 

sind die graphische Darstellung des Medians der prozentualen Anteile aus den dargestellten HPFs des 

jeweiligen Gewebes. Die Unterschiede zwischen Tumoren und tumorfreien Geweben sind nicht 

signifikant (siehe Tabelle 5.3.1.1). Für die statistischen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test 

verwendet. 

 

In der Tabelle 5.3.1.2 sind die Prozentanteile der FOXO1+ Zellen in den T-Zellen in Kontakt 

und in den T-Zellen ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen aufgeführt. Im Anhang (Kapitel 8.1) ist 

weiterhin die absolute Anzahl (Median pro HPF) der VSIG4+ Zellen, der CD3+ Zellen, der 

CD3+ Zellen mit VSIG4-Kontakt und der CD3+FOXO1+ Zellen mit und ohne VSIG4-Kontakt 

aufgeführt. 
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Gewebe 

% der 

FOXO1+ Zellen in den 

CD3+ Zellen mit VSIG4-

Kontakt  

(Spannweite) 

p-Wert 

% der 

FOXO1+ Zellen in den 

CD3+ Zellen ohne 

VSIG4-Kontakt  

(Spannweite) 

p-Wert 

T90  24,4 (0-66,7)  30,1 (11,3-46,7)  

T105  16,5 (7,1-45,5) 
0,2 

9 (2,4-18,6) 
0,6 

 NN105 13 (0-50) 7,9 (0-23,1) 

T114  48,1 (30-66,7) 
<0,0001 

29,2 (7,1-57,1) 
0,002 

 NN114 9,1 (0-40) 3,7 (0-44,4) 

T118  32,9 (0-66,7) 
0,047 

27 (11,1-62,5) 
0,006 

 NN118 7,1 (0-60) 6,3 (0-40) 

RCC  28,7 (16,5-48,1) 
0,06 

28,1 (9-30,1) 
0,06 

 NN 9,1 (7,1-13) 6,3 (3,7-7,9) 

Tabelle 5.3.1.2. Prozentualer Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen mit und ohne VSIG4-

Kontakt. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+ Zellen in Kontakt und ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen, sowie 

auch die Anzahl der CD3+FOXO1+ Zellen in Kontakt und ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen bestimmt. 

Anschließend wurde für jedes HPF der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen mit 

VSIG4-Kontakt und in den CD3+ Zellen ohne VSIG4-Kontakt ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe 

n=10 HPFs ausgewertet. Daraus wurde der Median der prozentualen Anteile für jedes Gewebe 

berechnet und in die Tabelle eingetragen. Aus diesen Werten wurde der Median der prozentualen 

Anteile für alle Tumoren und der Median der prozentualen Anteile für alle tumorfreien Gewebe 

bestimmt und ebenfalls in die Tabelle (RCC bzw. NN) eingetragen. Für die statistischen Analysen 

wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. 

 

Das Gewebe G120 kennzeichnete sich durch eine starke Infiltration mit VSIG4+ und CD3+ 

Zellen. Die Abbildung 5.3.1.3 zeigt zwei exemplarische HPFs von G120 für die Färbung. Die 

VSIG4+ Zellen wurden häufig von Ansammlungen von CD3+ Zellen umgeben (Abbildung 

5.3.1.3, A und B, Pfeile). Es gab viele Kontakte zwischen CD3+ und VSIG4+ Zellen. In 

Relation zur großen Anzahl von CD3+ Zellen war der Prozentsatz von FOXO1+ T-Zellen klein. 

Die FOXO1+ T-Zellen waren häufig in Kontakt mit VSIG4+ Zellen (gekennzeichnet mit 1 in A 

und B). Die Mehrzahl der VSIG4+ Zellen und der CD3+ Zellen waren im Tubulointerstitium 

lokalisiert (Abbildung 5.3.1.3, A und B). In den Glomeruli befanden sich wenige CD3+ Zellen 

und keine von diesen waren FOXO1+ (Abbildung 5.3.1.3, C und D, Pfeile). 
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Abbildung 5.3.1.3 Immunfluoreszenzfärbung des Gewebes G120 für VSIG4, FOXO1 und CD3. 

Abbildung vom Tubulointerstitium (A und B) und von zwei Glomeruli (C und D). Die Bilder A) und B) 

sowie C) und D) zeigen das gleiche HPF. Sie sind jeweils eine Überlagerung aus 4 z-Ebenen (A und B) 

bzw. aus 5 z-Ebenen (C und D). Der Abstand zwischen den z-Ebenen beträgt 0,71 μm. In A) und C) 

werden die Fluoreszenzkanäle für CD3 (cyan), FOXO1 (rot) und DAPI (blau) gezeigt, der 

Fluoreszenzkanal für VSIG4 ist ausgeblendet. In B) und D) werden die Fluoreszenzkanäle für VSIG4 

(grün), FOXO1 (rot) und CD3 (cyan) gezeigt, der Fluoreszenzkanal für DAPI ist ausgeblendet. In A) 

und B) ist eine CD3+FOXO1+ Zelle in Kontakt mit einer VSIG4+ Zelle (1) und eine CD3+FOXO1+ Zelle 

ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen (2) markiert. Die Pfeile zeigen Ansammlungen von CD3+ Zellen um 

VSIG4+ Zellen. In C) und D) sind drei CD3+FOXO1- Zellen (Pfeile) in den Glomeruli markiert. 

5.3.2 Lokalisation der FOXO1+ und FOXO1- T-Zellen in Bezug auf das 

Gefäßsystem 

Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die T-Zellen im Nierenzellkarzinom in ihrer Mehrzahl 

extravasiert sind (Masouris 2016). Die extravasierten CD8+ T-Zellen waren in der Mehrzahl 

negativ für das zytotoxische Protein Perforin während die wenigen intravaskulären CD8+ T-

Zellen Perforin+ waren (Masouris 2016). FOXO1 inhibiert die Expression des 

Transkriptionsfaktors T-bet und induziert die Expression von PD-1 (Rao et al. 2012; Staron et 

al. 2014). So wurde die Hypothese formuliert, ob die verminderte zytotoxische Ausstattung der 

extravasierten T-Zellen auf die Expression von FOXO1 in diesen Zellen zurückgeführt werden 

könnte, während die intravaskulären T-Zellen durch fehlende FOXO1-Expression und folgend 

durch bessere zytotoxische Ausstattung charakterisiert wären. Um diese Hypothese zu prüfen, 

wurden die Gewebe T90, T105, T114, T118, NN105, NN114, NN118 und G120 mit 

Antikörpern gegen CD3, FOXO1 und CD31 gefärbt. Die Abbildung 5.3.2.1 zeigt ein 

exemplarisches HPF. Die T-Zellen wurden entsprechend ihrer Lokalisation zur Vaskulatur in 

drei Kategorien eingeteilt: intravaskulär, perivaskulär und parenchymatös. Die intravaskulären 

T-Zellen waren innerhalb des Gefäßlumens lokalisiert (Abbildung 5.3.2.1, Zelle 1). Die 

extravasierten T-Zellen wurden entweder als perivaskulär oder als parenchymatös 

charakterisiert. Die perivaskulären T-Zellen lagen tumoral am Gefäß an (Abbildung 5.3.2.1, 

Pfeil), während die parenchymatösen T-Zellen sich von den Gefäßen entfernt im 

Gewebeparenchym befanden (Abbildung 5.3.2.1, Zelle 2). Um zu untersuchen, ob das 

FOXO1-Protein in den FOXO1+ T-Zellen im Zytoplasma oder im Zellkern lokalisiert war, also 

aktiv oder inaktiv war, wurde eine optische Ebene ausgewählt und die Histogramme der 

Fluoreszenzfarbstoffe für CD3, FOXO1 und DAPI mittels der Software LAS AF Lite (Leica 

Microsystems, Wetzlar) aufeinander gelegt. Die FOXO1-Fluoreszenz überlappte mit der 

Fluoreszenz der DNA-Färbung DAPI. Somit konnte gezeigt werden, dass FOXO1 im Zellkern 

lokalisiert war, was auf ein aktives Protein hinweist. Abbildung 5.3.2.1 zeigt ein Beispiel der 

Histogramme für die drei Fluoreszenzfarbstoffe. 
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Abbildung 5.3.2.1. Immunfluoreszenzfärbung vom Nierenzellkarzinomgewebe für CD3, FOXO1 

und CD31. 

A) Bildaufnahmen der Immunfluoreszenzfärbung für FOXO1, CD3 und CD31. Beide Bilder zeigen das 

gleiche HPF. Im oberen Bild werden die Fluoreszenzkanäle für CD3 (rot), CD31 (cyan) und DAPI 

(blau) gezeigt, der Fluoreszenzkanal für FOXO1 ist ausgeblendet. Im unteren Bild werden die 

Fluoreszenzkanäle für CD3 (rot), FOXO1 (grün) und CD31 (cyan) gezeigt, der Fluoreszenzkanal für 

DAPI ist ausgeblendet. Das Bild stammt aus dem Tumor T105 und ist eine Überlagerung von 5 z-

Ebenen (Abstand zwischen den z-Ebenen: 0,71 μm). Markiert sind eine intravaskuläre FOXO1- T-Zelle 

(1), eine perivaskuläre FOXO1- T-Zelle (Pfeil) und eine parenchymatöse FOXO1+ T-Zelle (2). 

B) Vergrößerung des in A) eingerahmten Bildausschnittes, welches eine CD3+FOXO1+ Zelle zeigt. 

CD3 ist in rot, FOXO1 ist in grün, CD31 ist in cyan und DAPI ist in blau dargestellt. Der Pfeil stellt den 

„Bereich von Interesse“ (region of interest, ROI) dar, entlang dessen in Richtung des Pfeils die 

Intensität der Fluoreszenzkanäle für CD3, FOXO1 und DAPI in einer optischen Ebene gemessen wird. 

Im Diagramm rechts sind die Intensitäten der drei Fluoreszenzkanäle in dieser optischen Ebene jeweils 

als Histogramme dargestellt und aufeinander gelegt. Die Überlappung der Histogramme für FOXO1 

und DAPI, aber nicht für CD3, zeigt, dass FOXO1 zusammen mit DAPI im Zellkern lokalisiert ist. 

 

Pro Gewebe wurden 10 nicht-überlappende HPFs ausgewertet. Die CD3+FOXO1+ und 

CD3+FOXO1- Zellen in jedem der drei Kompartimente (intravaskulär, perivaskulär, 

parenchymatös) wurden in den Geweben T90, T105, T114, T118, NN105, NN114 und NN118 

B) 

ROI1 

CD3 

FOXO1 

DAPI 

CD3 FOXO1 CD31 DAPI 
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quantitativ analysiert. Für G120 erfolgte eine qualitative Analyse, weil eine Auszählung der 

Zellen wegen der massiven Zellinfiltration nicht möglich war (Abbildung 5.3.2.3). Für jedes 

HPF wurde die Anzahl der CD3+FOXO1+ Zellen und der CD3+FOXO1- Zellen in jedem 

Kompartiment bestimmt. Folgend wurde in jedem Kompartiment der prozentuale Anteil der 

FOXO1+ Zellen und der FOXO1- Zellen in der CD3+ Zellpopulation des jeweiligen 

Kompartimentes berechnet. Aus diesen Werten wurde der Median der Prozentanteile der zwei 

Zellpopulationen in jedem Kompartiment für das jeweilige Gewebe ermittelt. Daraus wurde 

anschließend der gemeinsame Median für alle Tumorgewebe und der gemeinsame Median für 

alle tumorfreien Gewebe berechnet.  

 

Die Auszählung der Zellen ergab, dass die meisten T-Zellen in den Tumorgeweben 

perivaskulär (Median: 48%, Spannweite: 47,3% - 71,6%) oder parenchymatös (Median: 

44,9%, Spannweite: 25,4% - 51,1%) lokalisiert waren. Intravaskulär befand sich ein kleiner 

Anteil der T-Zellen (Median: 1,9%, Spannweite: 1,3% - 9,2%). Die Auswertung der 

tumorfreien Gewebe ergab ähnliche Ergebnisse: auch da befanden sich die meisten T-Zellen 

perivaskulär (Median: 67,9%, Spannweite: 61,5% - 71,4%) und parenchymatös (Median: 

24,7%, Spannweite: 19,9% - 25,4%). Die intravaskulären T-Zellen waren weniger (Median: 

3,5%, Spannweite: 3,1% - 12,1%).  

Weiterhin war die Mehrzahl der T-Zellen in den Nierenzellkarzinomen FOXO1-. Dies war der 

Fall in jedem der drei Kompartimente: sowohl intravaskulär (Median: 87,5%, Spannweite: 

50% - 100%), als auch perivaskulär (Median: 71,1%, Spannweite: 37,9% - 80,9%) und 

parenchymatös (Median: 68,3%, Spannweite: 44,8% - 76,7%). Jedoch war der prozentuale 

Anteil der FOXO1- Zellen in den CD3+ Zellen in jedem untersuchten Tumor intravaskulär am 

höchsten, während der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen in jedem 

untersuchten Tumor perivaskulär und parenchymatös höher war als intravaskulär. Die Anteile 

der CD3+FOXO1+ Zellen perivaskulär und parenchymatös waren ähnlich. 

In den tumorfreien Geweben waren ebenfalls die meisten CD3+ Zellen FOXO1-, sowohl in 

dem intravaskulären Kompartiment (Median: 100%, Spannweite: 75% - 100%) wie auch in 

dem perivaskulären Kompartiment (Median: 86,5%, Spannweite: 77,1% - 100%) und dem 

parenchymatösen Kompartiment (Median: 100%, Spannweite: 88,2% - 100%).  

Verglich man die Tumoren mit den tumorfreien Geweben, war der prozentuale Anteil der 

FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen in jedem Kompartiment des jeweiligen Tumorgewebes 

höher als im entsprechenden tumorfreien Gewebe. Die absoluten Anzahlen der CD3+FOXO1+ 

Zellen in jedem Kompartiment waren in den Tumoren in den allermeisten Fällen höher. In der 

Tabelle 5.3.2.1 sind die absoluten Anzahlen (Summe aus 10 HPFs) der CD3+FOXO1+ Zellen 

in jedem Kompartiment für alle quantitativ analysierten Nierenzellkarzinome und tumorfreien 

Gewebe aufgeführt. In der Tabelle 5.3.2.2 sind die prozentualen Anteile der CD3+FOXO1+ 

Zellen in den drei Kompartimenten in den Nierenzellkarzinomen und in den tumorfreien 

Geweben aufgeführt. In der Abbildung 5.3.2.2 sind die prozentualen Anteile der FOXO1+ 

Zellen in den CD3+ Zellen des jeweiligen Kompartiments in den Nierenzellkarzinomen und in 

den tumorfreien Geweben graphisch dargestellt. Im Anhang (Kapitel 8.2) sind die absoluten 

Anzahlen (Summe aus 10 HPFs) der CD3+ Zellen und der CD3+FOXO1- Zellen in den 

verschiedenen Kompartimenten für alle quantitativ analysierten Gewebe aufgeführt. 
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Gewebe 

CD3+FOXO1+ Zellen aus 10 HPF (Spannweite der absoluten 

Zellanzahl pro HPF) 

Intravaskulär Perivaskulär Parenchymatös 

T90  2 (0-1) 80 (2-17) 41 (0-15) 

T105  4 (0-1) 172 (9-26) 209 (9-32) 

 NN105 1 (0-1) 25 (0-5) 8 (0-3) 

T114  8 (0-2) 38 (0-9) 37 (1-10) 

 NN114 3 (0-1) 6 (0-2) 2 (0-1) 

T118  5 (0-2) 116 (6-25) 96 (2-15) 

 NN118 7 (0-3) 18 (0-4) 8 (0-2) 

Tabelle 5.3.2.1. Absolute Anzahlen der CD3+FOXO1+ Zellen in den verschiedenen 

Kompartimenten in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+FOXO1+ Zellen in jedem Kompartiment ermittelt. Anschließend 

wurden für jedes Kompartiment die Anzahlen der CD3+FOXO1+ Zellen aus 10 HPFs des Gewebes 

addiert und die Summen wurden in die Tabelle eingetragen. 

 

Gewebe 

% der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen des jeweiligen 

Kompartiments (Spannweite) 

Intravaskulär Perivaskulär Parenchymatös 

T90  0,0 (0-100) 19,1 (7,4-31,8) 23,3 (0-35) 

T105  16,7 (0-100) 27,8 (18,8-66,7) 34,8 (17,4-63,3) 

 NN105 0,0 (0-50) 22,9 (0-33,3) 0,0 (0-33,3) 

T114  8,3 (0-100) 29,9 (0-57,1) 28,6 (14,3-35,3) 

 NN114 0,0 (0-100) 0,0 (0-8,3) 0,0 (0-33,3) 

T118  50,0 (0-100) 62,1 (29,6-100) 55,2 (22,2-83,3) 

 NN118 25 (0-100) 13,5 (0-37,5) 11,8 (0-50) 

RCC  12,5 (0-50) 28,9 (19,1-62,1) 31,7 (23,3-55,2) 

 NN 0,0 (0-25) 13,5 (0-22,9) 0,0 (0-11,8) 

Tabelle 5.3.2.2. Prozentualer Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen des jeweiligen 

Kompartiments in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+ Zellen und der CD3+FOXO1+ Zellen in jedem Kompartiment 

ermittelt. Anschließend wurde der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen des 

jeweiligen Kompartiments in jedem HPF ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs 

ausgewertet. Daraus wurde der Median der prozentualen Anteile in jedem Kompartiment für jedes 

Gewebe berechnet und in die Tabelle eingetragen. Aus den Werten der einzelnen Gewebe wurde der 

Median der prozentualen Anteile für alle Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und 

ebenfalls in die Tabelle (RCC bzw. NN) eingetragen. 
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Abbildung 5.3.2.2. Prozentualer Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen des jeweiligen 

Kompartiments in Nierenzellkarzinomen (A) und tumorfreien Geweben (B). 

Pro HPF wurde in jedem der drei Kompartimente die Anzahl der CD3+ Zellen und der CD3+FOXO1+ 

Zellen bestimmt. Daraus wurde der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen jedes 

Kompartiments ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. Aus diesen Werten 

wurde anschließend der Median der prozentualen Anteile für jedes Gewebe berechnet und in der y-

Achse dargestellt. Eine Gruppe von drei Symbolen, die durch eine Linie verbunden sind, gehört zum 

selben Patienten. Für die statistischen Analysen wurde der Kruskal-Wallis-Test in Kombination mit 

dem Mehrfachvergleiche-Test nach Dunn verwendet. Die Unterschiede zwischen den prozentualen 

Anteilen der Kompartimente sind sowohl für die Tumorgewebe als auch für die tumorfreien Gewebe 

nicht statistisch signifikant.  

 

Das Nierengewebe G120 wurde durch eine große Anzahl von CD3+ Zellen infiltriert. Die 

Abbildung 5.3.2.3 zeigt zwei exemplarische HPFs von G120 für die Färbung. Die Mehrzahl 

der CD3+ Zellen waren extravasiert, nur wenige T-Zellen befanden sich intravaskulär. Die 

meisten intravaskulären T-Zellen waren FOXO1-. Die CD3+FOXO1+ Zellen waren 

überwiegend perivaskulär und parenchymatös lokalisiert. Im Vergleich zur großen Anzahl von 

T-Zellen war jedoch der Prozentanteil der CD3+FOXO1+ Zellen niedrig. Die Mehrzahl der 

CD3+ Zellen waren im Tubulointerstitium lokalisiert (Abbildung 5.3.2.3, A und B). In den 

Glomeruli befanden sich wenige CD3+ Zellen und keine von diesen waren FOXO1+ 

(Abbildung 5.3.2.3, C und D). 
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Abbildung 5.3.2.3. Immunfluoreszenzfärbung des Gewebes G120 für CD3, FOXO1 und CD31. 

Abbildung vom Tubulointerstitium (A und B) und von einem Glomerulus (C und D). Die Bilder A) und 

B) sowie C) und D) zeigen das gleiche HPF. Sie sind jeweils eine Überlagerung aus 6 z-Ebenen (A und 

B) bzw. aus 4 z-Ebenen (C und D). Der Abstand zwischen den z-Ebenen beträgt 0,71 μm. In A) und C) 

werden die Fluoreszenzkanäle für CD3 (rot), CD31 (cyan) und DAPI (blau) gezeigt, der 

Fluoreszenzkanal für FOXO1 ist ausgeblendet. In B) und D) werden die Fluoreszenzkanäle für CD3 

(rot), FOXO1 (grün) und CD31 (cyan) gezeigt, der Fluoreszenzkanal für DAPI ist ausgeblendet. In A) 

und B) sind eine intravaskuläre FOXO1- T-Zelle (1), eine perivaskuläre FOXO1+ T-Zelle (2), zwei 

perivaskuläre FOXO1- T-Zellen (Pfeil), eine parenchymatöse FOXO1+ T-Zelle (3) sowie auch 

parenchymatöse FOXO1- T-Zellen (4) markiert. In C) und D) sind zwei perivaskuläre FOXO1- T-Zellen 

(Pfeile) im Glomerulus markiert. 

  



67 
 

6 Diskussion 

Das Nierenzellkarzinom ist als ein immunogener Tumor beschrieben, in welchem man 

regelmäßig ein T-Zellinfiltrat nachweisen kann. Trotzdem können die tumorinfiltrierenden 

Immunzellen in den allermeisten Fällen die Progression der Erkrankung nicht verhindern. 

Paradoxerweise sind Immunzellinfiltrate im klarzelligen Nierenzellkarzinom, im Gegensatz zu 

vielen anderen soliden Tumoren, mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Webster et al. 

2006), was wiederum auf die eingeschränkte Fähigkeit der Immunzellen hinweist, das 

Tumorwachstum zu kontrollieren (Figel et al. 2011). 

Die in den letzten Jahren neu zugelassenen Therapien, wie der PD-1-Inhibitor Nivolumab, 

weisen eine akzeptable Toxizität auf und haben das Gesamtüberleben von Patienten mit 

metastasiertem Nierenzellkarzinom signifikant verbessert (Merza und Bilusic 2017). Obwohl 

das Nierenzellkarzinom gutes Ansprechen auf Immuntherapien zeigt, sind dauerhafte, 

komplette Remissionen der fortgeschrittenen Erkrankung unter den aktuell vorhandenen 

Behandlungsansätzen selten (Merza und Bilusic 2017). Aus diesem Grund ist die Entwicklung 

neuer Therapien für das Nierenzellkarzinom immer noch notwendig.  

Das Protein der B7-Familie V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4 (VSIG4), 

auch complement receptor immunoglobulin (CRIg) oder Z39Ig genannt, stellt ein potenzielles 

Ziel solcher Therapien dar. Publizierte Daten legen nahe, dass VSIG4 neben seiner 

antiinfektiösen Wirkung als Komplementrezeptor (Helmy et al. 2006; He et al. 2013) auch die 

Proliferation und die Aktivierung der T-Zellen mindestens so stark wie PD-L1 und PD-L2 

inhibieren kann (Vogt et al. 2006). Der genaue Mechanismus dieser Hemmung bleibt jedoch 

unklar. VSIG4 ist in einigen Tumoren hochreguliert und mit einer schlechteren Prognose 

assoziiert, wie beispielweise bei den WHO-Grad-III- und -IV-Gliomen (Xu et al. 2015), bei 

dem multiplen Myelom (Roh et al. 2017), beim Ovarialkarzinom (Byun et al. 2017) und bei 

bestimmten Formen des Kolonkarzinoms (Menyhart et al. 2019). Ob VSIG4 auch eine Rolle 

bei der Entstehung und dem Wachstum des Nierenzellkarzinoms spielt, wurde bisher nicht 

erforscht. 

Bisherige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom angereicherten CD209+CD14+ ercDC, die zum Immunescape des 

klarzelligen Nierenzellkarzinoms beitragen und mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind 

(Figel et al. 2011; Noessner et al. 2012), VSIG4 auf mRNA-Ebene stark exprimieren (Brech 

2015). So wurde die in dieser Arbeit untersuchte Hypothese formuliert, dass ercDC ihre 

Immunescape-Effekte über VSIG4 ausführen könnten. Es wurde postuliert, dass VSIG4+ 

ercDC im klarzelligen Nierenzellkarzinom über den Kontakt mit T-Zellen die Expression von 

FOXO1 in den T-Zellen induzieren und so zum Zellzyklus-Arrest der T-Zellen führen. FOXO1 

ist der Transkriptionsfaktor des Zellzyklus-Arrest-assoziierten Proteins p27KIP1 (Dijkers et al. 

2000; Medema et al. 2000), das in den nierenzellkarzinominfiltrierenden T-Zellen stark 

exprimiert wird (Prinz et al. 2012). Dass VSIG4 in vitro die Hochregulation von p27KIP1 in den 

T-Zellen und ihren Zellzyklus-Arrest induzieren kann, wurde bereits gezeigt (Jung et al. 2012). 
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6.1 Histologischer Nachweis von VSIG4 im Nierenzellkarzinom 

Um diesen Hypothesen nachzugehen wurde als Erstes geprüft, ob VSIG4 auf Proteinebene im 

Nierenzellkarzinom vorhanden ist. Dazu wurde ein Immunfluoreszenz-Protokoll zur 

Untersuchung der Expression des VSIG4-Proteins im Kryogewebe etabliert. Der verwendete 

Antikörper gegen VSIG4 ist im Rahmen des Forschungsprojektes „The Human Protein Atlas“ 

für Immunhistochemiefärbungen orthogonal validiert (The Human Protein Atlas). Es wurde 

nämlich gezeigt, dass die mithilfe des in dieser Arbeit verwendeten Antikörpers in 

Immunhistochemiefärbungen nachgewiesene Expression des VSIG4-Proteins mit der VSIG4-

RNA-Expression in 36 Geweben weitgehend übereinstimmt (The Human Protein Atlas). Dies 

weist darauf hin, dass der Antikörper gegen VSIG4 in Immunhistochemiefärbungen 

zuverlässig einzusetzen ist. Jedoch gibt es einige Unterschiede zwischen dem in dieser Arbeit 

angewendeten Protokoll und den histologischen Arbeitsmethoden bei dem Projekt „The 

Human Protein Atlas“. Beim „The Human Protein Atlas“ wurden fixierte und in Paraffin 

eingebettete Gewebe verwendet und es musste dementsprechend die Hitze-induzierte 

Epitoprückgewinnung verwendet werden (The Human Protein Atlas). Die Gewebe in dieser 

Arbeit waren nur kryokonserviert, so musste es keine Epitoprückgewinnung angewendet 

werden. Aus diesem Grund sollten die mittels Immunfluoreszenz analysierten Gewebe auch 

noch mit anderen Methoden untersucht werden und die Ergebnisse sollten anschließend 

miteinander verglichen werden, um sicherzustellen, dass die etablierte VSIG4-

Immunfluoreszenzfärbung die VSIG4+ Zellpopulation in ihrer Gesamtheit erfassen kann. Eine 

Methode, die eine besonders detaillierte und sensitive Untersuchung auf Einzelzellebene 

erlaubt, ist die Durchflusszytometrie. So wurden die Tumorgewebe T105, T114 und T118 von 

unserer Arbeitsgruppe mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Messungen und ihre 

Auswertung wurden von Dr. rer. nat. Dorothee Brech durchgeführt und zur Verfügung gestellt. 

Mittels Durchflusszytometrie wurde gezeigt, dass die Mehrzahl der ercDC in diesen drei 

Tumoren VSIG4+ sind, was im Einklang mit den Ergebnissen der 

Immunfluoreszenzuntersuchungen dieser Arbeit steht. Die ausführlichen Ergebnisse der 

Durchflusszytometriemessungen werden im Anhang (Kapitel 8.3) aufgeführt. Trotzdem bietet 

die Methode der Immunfluoreszenz von Gewebeschnitten einen erheblichen Vorteil gegenüber 

der Durchflusszytometrie an. Die Immunfluoreszenz erlaubt die in situ Analyse der Expression 

der untersuchten Marker im Gewebeverband, was bei der Durchflusszytometrie, wo 

Zellsuspensionen gefärbt werden, nicht möglich ist. So konnte in dieser Arbeit mittels 

Immunfluoreszenz die FOXO1-Expression in den T-Zellen im Kontakt mit VSIG4+ Zellen und 

die Lokalisation der CD3+FOXO1+ Zellen in Bezug auf das Gefäßsystem analysiert werden. 

Diese Untersuchungen können mittels Durchflusszytometrie nicht durchgeführt werden. 

Mit der Immunfluoreszenzfärbung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms wurde zum ersten Mal 

gezeigt, dass das VSIG4-Protein von Immunzellen im Nierenzellkarzinom exprimiert wird. Die 

Nierenzellkarzinomzellen exprimierten kein VSIG4. Die Expression des VSIG4-Proteins im 

humanen, gesunden Nierengewebe ist nicht beschrieben (Helmy et al. 2006; Vogt et al. 2006). 

Außerdem waren die Endothelzellen VSIG4-. Dies steht im Einklang mit dem bisher 

beschriebenen Expressionsmuster des VSIG4-Proteins, nach dem das VSIG4-Protein 

ausschließlich von in vitro zu Makrophagen differenzierten Monozyten und von 

Gewebsmakrophagen (Helmy et al. 2006; Vogt et al. 2006; Gorgani et al. 2011) aber nicht von 
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Endothelzellen (Guo et al. 2010; Liao et al. 2014) oder von Tumorzellen (Liao et al. 2014) 

exprimiert wird. 

6.2 Expression von VSIG4 in CD209+ Zellen 

Bisherige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die ercDC VSIG4 auf mRNA-

Ebene stark exprimieren (Brech 2015). Jedoch war bisher nicht erforscht, ob das VSIG4-

Protein von den ercDC im Nierenzellkarzinom exprimiert wird. Um dies zu untersuchen, 

wurden Nierenzellkarzinomgewebe mit Antikörpern gegen VSIG4, CD209 und CD45 gefärbt. 

Außerdem wurden tumorfreie Gewebe aus der tumortragenden Niere der Patienten und 

Gewebe aus einer Niere mit chronisch-vernarbender interstitieller Entzündung des 

Nierenparenchyms mit der gleichen Dreifachfärbung gefärbt, um eventuelle tumorspezifische 

Unterschiede festzustellen. 

Die Auszählung der Zellpopulationen der Tumorgewebe ergab, dass die Mehrzahl der VSIG4+ 

Zellen (67,4%) CD209+ war. Gleichzeitig exprimierten die meisten CD209+ Zellen (91,3%) 

VSIG4. Die ercDC werden jedoch als CD209+CD14+ Zellen definiert (Figel et al. 2011). 

CD209 wird aber nicht nur auf unreifen interstitiellen DC, sondern auch auf bestimmten 

Makrophagenpopulationen exprimiert (Garcia-Vallejo und van Kooyk 2015). So kann es nicht 

automatisch angenommen werden, dass die VSIG4+CD209+ Zellen ercDC sind. Da aber die 

meisten CD209+ Zellen im Nierenzellkarzinom ercDC sind (Figel et al. 2011), kann es 

abgeleitet werden, dass die meisten VSIG4+CD209+ Zellen in den untersuchten Tumoren 

ercDC waren und folgend dass das VSIG4-Protein von den meisten ercDC exprimiert wurde. 

Dass die Mehrzahl der ercDC VSIG4+ war, wurde für die Gewebe T105, T114 und T118 

mittels Durchflusszytometrie bestätigt (siehe Kapitel 8.3). So wurde zum ersten Mal die 

Expression des VSIG4-Proteins auf ercDC nachgewiesen. Bisher wurde das VSIG4-Protein 

nur auf in vitro zu Makrophagen differenzierten Monozyten und auf Gewebsmakrophagen, 

aber nicht auf DC nachgewiesen (Helmy et al. 2006; Vogt et al. 2006; Guo et al. 2010). Hier 

muss jedoch erwähnt werden, dass die ercDC Ähnlichkeiten mit Makrophagen aufweisen. 

Obwohl die ercDC kardinale DC-Funktionen wie Antigenkreuzpräsentation ausüben (Figel et 

al. 2011), exprimieren sie Makrophagenmarker (CD14) (Figel et al. 2011) und sind bei 

Transkriptionsanalysen in dem Kontinuum des mononukleär-phagozytären Systems eher auf 

der Seite der Makrophagen zu positionieren (Brech 2015). Bei den molekularen Mechanismen, 

die die Expression von VSIG4 in ercDC im klarzelligen Nierenzellkarzinom regulieren, kann 

das proinflammatorische Zytokin IL-6 eine wichtige Rolle spielen. IL-6 stimuliert in vitro die 

VSIG4-Expression in Makrophagen auf mRNA- und Proteinebene (Munawara et al. 2017). 

Gleichzeitig ist IL-6 zusammen mit IL-8 notwendig für die Induktion des ercDC-Phänotyps in 

vitro und wird stark im Nierenzellkarzinom exprimiert (Figel et al. 2011). 

In der VSIG4+CD209- Zellpopulation waren die meisten Zellen CD45+. CD45 wird auf allen 

Leukozyten exprimiert (Rheinländer et al. 2018). So waren die meisten VSIG4+ Zellen in den 

Tumorgeweben CD209+ (67,4%) oder CD209-CD45+ (30,6%) und folgend Leukozyten. Die 

VSIG4+CD209-CD45+ Zellen können bespielweise Makrophagen sein, deren Population in der 

Durchflusszytometrie zum Teil VSIG4+ war (siehe Kapitel 8.3) oder auch T-Zellen, die 

vereinzelt positiv für VSIG4 waren (siehe Kapitel 5.3.1). Weitere Forschung ist notwendig, um 

diese Zellen näher zu charakterisieren. Weiterhin ist die Identität der vereinzelten 
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VSIG4+CD209-CD45- Zellen in den Tumorgeweben ebenfalls nicht klar. Das VSIG4-Protein 

wurde bisher ausschließlich auf Leukozyten nachgewiesen. Da aber CD45 in unterschiedlichen 

Zelllinien und auf Zellen innerhalb der gleichen Zelllinie unterschiedlich stark exprimiert 

werden kann (Stelzer et al. 1993), ist es nicht auszuschließen, dass es sich bei diesen Zellen um 

Leukozyten mit herunterreguliertem CD45 handelte, welche aufgrund der niedrigen Sensitivität 

der immunhistologischen Fluoreszenzfärbung nicht als CD45+ detektiert werden konnten. 

In den tumorfreien Geweben der tumortragenden Nieren war die Verteilung der VSIG4+ und 

CD209+ Subpopulationen der in den Tumoren ähnlich: die meisten VSIG4+ Zellen (84,1%) 

waren CD209+ und die meisten CD209+ Zellen (94,6%) waren VSIG4+. In den tumorfreien 

Geweben gab es keine VSIG4+CD209-CD45- Zellen. Im Gegensatz zu den 

Nierenzellkarzinomen sind die meisten CD209+ Zellen in den tumorfreien Geweben CD14- 

und folgend keine ercDC (Figel et al. 2011). So wird weitere Forschung benötigt, um die 

VSIG4+ Zellen der tumorfreien Gewebe bestimmten Zellpopulationen einzuordnen. 

Der Vergleich der Zellpopulationen in den Tumorgeweben und den tumorfreien Geweben 

zeigte, dass der prozentuale Anteil der CD209+ Zellen in der VSIG4+ Zellpopulation in den 

tumorfreien Geweben höher war. Weiterhin war der prozentuale Anteil der VSIG4+ Zellen in 

der CD209+ Zellpopulation in den Tumorgeweben und in den tumorfreien Geweben ähnlich. 

Jedoch war die absolute Anzahl der VSIG4+CD209+ Zellen, der VSIG4+CD209-CD45+/- Zellen 

und der CD209+VSIG4- Zellen in den Tumorgeweben höher. So gab es mehr VSIG4+ und 

CD209+ Zellen in den Tumoren als in den tumorfreien Geweben. Dass die 

Nierenzellkarzinome mehr CD209+ Zellen als die tumorfreien Gewebe der tumortragenden 

Nieren beinhalten, wird in der Literatur beschrieben (Figel et al. 2011). Als die Ergebnisse aus 

allen Tumorgeweben und aus allen tumorfreien Geweben zusammengefasst und miteinander 

verglichen wurden, waren die Unterschiede zwischen den Zellpopulationen nicht signifikant. 

Das kann daran liegen, dass eine kleine Anzahl von Proben untersucht wurde. Deshalb ist die 

Analyse von mehr Patientenproben notwendig, um eventuelle signifikante Unterschiede der 

untersuchten Zellpopulationen zu detektieren. 

Der Unterschied in der Expression von VSIG4 zwischen Tumorgewebe und tumorfreiem 

Gewebe trifft auch auf andere Proteine der B7-Familie, zu welcher das VSIG4-Protein gehört, 

zu. Das PD-L1-Protein wird im Kolonkarzinomgewebe stärker exprimiert als im umgebenden 

tumorfreien Gewebe (Wu et al. 2019). Obwohl die den Tumor umgebenden tumorfreien 

Gewebe in Studien häufig als gesunde Kontrollproben benutzt werden, wurde in 

Transkriptionsanalysen gezeigt, dass sie sich von normalen, gesunden Geweben unterscheiden 

(Aran et al. 2017). Deswegen kann die Untersuchung der Expression des VSIG4-Proteins im 

normalen Nierengewebe, im Gegensatz zu dem hier untersuchten tumorfreien Gewebe der 

tumortragenden Niere, hilfreich sein, um weitere Einblicke in die biologische Funktion von 

VSIG4 zu gewinnen. Beispielweise ist es möglich, dass das VSIG4-Protein im gesunden 

Nierengewebe nicht exprimiert wird aber im klarzelligen Nierenzellkarzinom hochreguliert 

wird, was für eine Rolle von VSIG4 bei dem Immunescape des Tumors sprechen würde. Ein 

ähnliches Expressionsmuster zeigt das PD-L1-Protein, das in einigen Tumorgeweben stark 

exprimiert wird, in gesunden Geweben außer Makrophagen aber nicht (Dong et al. 2002). 

Zudem wurde Gewebe aus einer Niere mit chronisch-vernarbender interstitieller Entzündung 

des Nierenparenchyms stark von VSIG4+ Zellen infiltriert. Viele davon waren auch CD209+. 

Die Mehrzahl der VSIG4+ Zellen, der CD209+ Zellen und der CD45+ Zellen waren im 
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Tubulointerstitium lokalisiert. In den Glomeruli befanden sich vereinzelte 

VSIG4+CD209+CD45+ Zellen und wenige VSIG4-CD209-CD45+ Zellen. Zu der VSIG4-

CD209-CD45+ Zellpopulation gehören die CD3+ T-Zellen, die in den Glomeruli der Niere mit 

der chronisch-vernarbenden interstitiellen Entzündung des Nierenparenchyms ebenfalls 

nachgewiesen wurden (siehe Abschnitt 5.3.1). 

Die biologische Rolle dieser CD209+ Zellen ist bisher nicht gut erforscht. Mit der Ausnahme 

der ercDC im klarzelligen Nierenzellkarzinom gibt es keine Information aus experimentellen 

Studien zur biologischen Rolle der DC in der humanen Niere (Noessner et al. 2011). Viele 

inflammatorische Nierenerkrankungen zeigen eine starke Infiltration mit CD209+ Zellen. In 

Gewebeproben aus Nieren mit Glomerulonephritis (Lupus nephritis und nekrotisierende 

Glomerulonephritis) gibt es eine starke Infiltration mit CD209+ Zellen, die im 

Tubulointerstitium und nicht in den Glomeruli lokalisiert sind (Segerer et al. 2008). In 

Nierenbiopsien von Patienten mit ANCA-assoziierten Vaskulitiden werden CD209+ 

Zellinfiltrate sowohl im tubulointerstitiellen Raum als auch in den Glomeruli nachgewiesen 

(Wilde et al. 2009). Im normalen Nierengewebe hingegen sind die CD209+ Zellen im 

Tubulointerstitium der Nierenrinde lokalisiert (Woltman et al. 2007; Segerer et al. 2008). 

CD209+ Zellen sind in den Glomeruli der gesunden Niere nicht nachzuweisen (Segerer et al. 

2008). Im normalen Nierengewebe sind alle CD209+ Zellen auch positiv für CD1c, welches ein 

Marker für myeloische DC ist (Woltman et al. 2007).  

Die biologische Funktion der VSIG4+ Zellen in dem in dieser Arbeit untersuchten 

inflammatorischen Nierengewebe ist ebenfalls unklar. Das VSIG4-Protein besitzt 

antiinflammatorische Wirkungen. Es kann durch Hemmung der C3- und C5-Konvertasen den 

alternativen Aktivierungsweg des Komplementsystems inhibieren (Katschke et al. 2007) und 

wirkt hemmend auf die Proliferation und Aktivierung der T-Zellen (Vogt et al. 2006). In einem 

Mausmodell von renaler Inflammation und tubulointerstitieller Fibrose zeigten die VSIG4+/+ 

Mäusen eine verminderte renale Infiltration von CD4+ und CD8+ T-Zellen im Vergleich zu 

VSIG4-/- Mäusen (Li et al. 2014). In einem Mausmodell von systemischem Lupus 

erythematodes verminderte die Behandlung mit einem VSIG4-Fusionprotein (CRIg-Fc) die 

Immunzellinfiltration der Nieren (Lieberman et al. 2015). Ob und durch welche Mechanismen 

VSIG4 antiinflammatorisch im Rahmen von inflammatorischen Erkrankungen der humanen 

Niere wirkt, muss weiter erforscht werden. 

6.3 FOXO1-Expression in T-Zellen im Kontakt mit VSIG4 

Um die Hypothese zu prüfen, dass die VSIG4+ ercDC durch den Kontakt mit T-Zellen im 

klarzelligen Nierenzellkarzinom die Expression von FOXO1 in den T-Zellen induzieren und so 

durch die Induktion von Zellzyklus-Arrest inhibierend auf die T-Zellen wirken, wurden 

Nierenzellkarzinomgewebe und tumorfreie Gewebe mit Antikörpern gegen VSIG4, FOXO1 

und CD3 gefärbt. 

Die Auszählung der Zellen ergab, dass eine Minderzahl der CD3+ Zellen in den 

Tumorgeweben (29,4%) FOXO1+ war. In den FOXO1+ T-Zellen war FOXO1 in dem Zellkern 

lokalisiert, was auf ein aktives Protein hinweist. Ungefähr die Hälfte der CD3+FOXO1+ Zellen 

in den Tumorgeweben (44,9%) war im Kontakt mit VSIG4+ Zellen. Der Anteil der FOXO1+ 

Zellen in den CD3+ Zellen mit VSIG4-Kontakt (28,7%) war ungefähr gleich mit dem Anteil 
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der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen ohne VSIG4-Kontakt (28,1%). In den tumorfreien 

Geweben war der Anteil der FOXO1+ Zellen in den T-Zellen niedriger (12%). Wie in den 

Tumorgeweben war in den tumorfreien Geweben die Hälfte der CD3+FOXO1+ Zellen (50%) 

im Kontakt mit VSIG4+ Zellen. Der Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen mit 

VSIG4-Kontakt (9,1%) und der Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen ohne VSIG4-

Kontakt (6,3%) waren niedriger im Vergleich zu den Tumorgeweben. Weiterhin waren die 

Kontakte zwischen CD3+ Zellen und VSIG4+ Zellen in den tumorfreien Geweben (4,5/HPF) 

weniger als in den Tumoren (10,3/HPF). Als die Ergebnisse aus allen Tumorgeweben und aus 

allen tumorfreien Geweben zusammengefasst und miteinander verglichen wurden, waren die 

Unterschiede zwischen den Zellpopulationen nicht signifikant. Das kann daran liegen, dass 

eine kleine Anzahl von Proben untersucht wurde. 

Folgend kann es nicht ausgeschlossen werden, dass die VSIG4+ ercDC die Expression von 

FOXO1 in den T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom induzieren. Beim Testen dieser 

Hypothese können auch andere Untersuchungsmethoden als die Immunfluoreszenz hilfreich 

sein. Ein Kontakt zwischen einer antigenpräsentierenden Zelle und einer T-Zelle dauert häufig 

eine Stunde oder länger (Grakoui et al. 1999; Friedl und Gunzer 2001). Durch diesen Kontakt 

werden molekulare Veränderungen in der T-Zelle induziert, die mehrere Stunden lang 

weiterbestehen (Malissen 1999). Entsprechend ist es wahrscheinlich, dass die durch einen 

Kontakt mit VSIG4+ ercDC induzierte FOXO1-Expression auch nach dem Ende des 

Zellkontaktes in den T-Zellen nachweisbar ist. Dann wären diese T-Zellen im Rahmen dieser 

Arbeit den FOXO1+ T-Zellen ohne VSIG4-Kontakt zugeordnet, obwohl VSIG4-T-Zell-

Kontakte ursächlich für die FOXO1-Expression wären. Um diese Möglichkeit abzuklären, 

sollten Nierenzellkarzinomgewebe mittels Lebendgewebe-Mikroskopie untersucht werden. 

Obwohl die organspezifische Anatomie und Physiologie der Niere ihre Untersuchung mittels 

Intravitalmikroskopiemethoden erschweren, gab es in den letzten Jahren wichtige Fortschritte 

in Intravitalimaging-Technologien wie die Multiphotonmikroskopie, die die in vivo 

Untersuchung von Immunzellen in der Niere von Tieren ermöglicht haben (Finsterbusch et al. 

2017). 

Von großem Interesse ist auch der genaue Mechanismus der Interaktion zwischen VSIG4+ 

Zellen und T-Zellen. Ein hemmender VSIG4-Rezeptor auf der Oberfläche der T-Zellen konnte 

bisher nicht identifiziert werden (Zang und Allison 2006). Eine weitere Hypothese besagt, dass 

VSIG4 auf VSIG4+ Zellen und CR1/CR3 auf der T-Zell-Oberfläche dieselben C3b- oder iC3b-

Moleküle binden und so ein Signal entsteht, dass die T-Zellen inhibiert (Zang und Allison 

2006). Ob diese Hypothese stimmt und wie dieser Mechanismus zu FOXO1-Aktivierung 

führen kann, muss noch untersucht werden. In einem Mausmodell von Ischämie-Reperfusion-

Verletzung der Niere führte die Applikation des Komplementinhibitors CRIg/FH zur 

verstärkten Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in den Nierenzellen (Hu et al. 2018). 

Faktor H (FH) und CRIg inhibieren den alternativen Aktivierungsweg des 

Komplementsystems (Hu et al. 2018). Die Komplementaktivierung ist in der Pathogenese der 

Ischämie-Reperfusion-Verletzung der Niere beteiligt, so zeigte eine Behandlung mit dem 

Komplementinhibitor CRIg/FH nephroprotektive Effekte durch Aktivierung des PI3K/AKT-

Signalweges in den Nierenzellen (Hu et al. 2018). Die Aktivierung des PI3K/AKT-

Signalweges führt zum Transport des FOXO1-Proteins aus dem Zellkern ins Zytoplasma und 

so zu seiner Inaktivierung (Coomans de Brachène und Demoulin 2016). Die Beobachtungen 
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zur Wirkung von VSIG4 auf den PI3K/AKT-Signalweg stammen jedoch aus einem 

Mausmodell und beziehen sich nicht auf die Immunzellen, sondern auf die Nierenzellen. So 

bleibt unklar, ob und durch welchen Mechanismus VSIG4 die Expression von FOXO1 in T-

Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom induziert. Es ist zudem möglich, dass VSIG4 durch 

FOXO1-unabhängige Mechanismen die Progression des klarzelligen Nierenzellkarzinoms 

fördern kann. Ein solcher Mechanismus kann die Induktion der Expression der Matrix-

Metalloprotease 9 (MMP-9) in den VSIG4+ ercDC sein. Die Matrix-Metalloproteasen sind 

essenziel für Tumorentstehung und -wachstum. Besonders die Funktion der MMP-9 ist 

aufgrund der Beteiligung an etlichen Mechanismen der Tumorprogression wie Angiogenese, 

Zellwachstum, Metastasierung und Apoptoseregulation dabei maßgeblich (Kessenbrock et al. 

2010). Das auf Makrophagen exprimierte VSIG4-Protein induzierte in vitro die Expression der 

MMP-9 in diesen Makrophagen (Lee et al. 2006). Die beschriebene Produktion hoher Mengen 

von MMP-9 von den ercDC (Figel et al. 2011) kann folgend durch VSIG4 induziert werden. 

Falls der Kontakt mit VSIG4+ ercDC nicht verantwortlich für die FOXO1-Expression in allen 

FOXO1+ T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom ist, entsteht die Frage, welche andere 

Faktoren die FOXO1-Expression in den T-Zellen induzieren. Ein möglicher Mechanismus ist 

die beobachtete hochregulierte DGK-α-Expression in den CD8+ T-Zellen im 

Nierenzellkarzinom, die als mögliche Ursache die ständige Antigenpräsentation an den TIL hat 

und möglicherweise zu der verminderten Aktivierung von AKT beiträgt (Prinz et al. 2012). 

Dieser Mechanismus alleine scheint jedoch nicht ausreichend zu sein, um die insuffiziente 

antitumorale Wirkung der T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom zu erklären (Prinz et al. 

2012). Weiterhin ist FOXO1 ein Transkriptionsfaktor von PD-1 (Staron et al. 2014). In 

„erschöpften“ (Englisch: exhausted) T-Zellen im Rahmen einer chronischen viralen Infektion 

ist FOXO1 notwendig für die Aufrechterhaltung der PD-1-Expression, während PD-1 zur 

FOXO1-Aktivierung mittels Hemmung der PI3K/AKT-Achse beiträgt (Staron et al. 2014). Ob 

dies auch für die tumorinfiltrierenden CD8+ T-Zellen gilt, die häufig funktionell ähnlich mit 

den erschöpften CD8+ T-Zellen im viralen System sind, ist unklar. In vielen Patienten mit 

klarzelligem Nierenzellkarzinom wird jedoch PD-1 auf den TIL exprimiert und seine 

Expression ist in einigen Studien mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert (Hara et 

al. 2017; Ueda et al. 2018; Kahlmeyer et al. 2019). So ist es möglich, dass PD-1 

mitverantwortlich für die FOXO1-Expression in den nierenzellkarzinominfiltrierenden T-

Zellen ist und FOXO1 auch über die PD-1-Achse die Progression des klarzelligen 

Nierenzellkarzinoms fördert. 

Ob die Expression von FOXO1 in den nierenzellkarzinominfiltrierenden T-Zellen ihre 

antitumorale Wirkung inhibiert, kann von den Ergebnissen dieser Arbeit nicht automatisch 

angenommen werden. In dieser Arbeit wurden keine Experimente durchgeführt, um die 

zytotoxische Wirkung oder die biologische Funktion der FOXO1+ T-Zellen zu untersuchen. 

Weiterhin wurde von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass Defizite in der Aktivierung von 

Signalmolekülen distal des TZR, wie beispielweise die fehlende AKT-Aktivierung, für die 

verminderte zytotoxische Aktivität der CD8+ TIL im klarzelligen Nierenzellkarzinom 

mitverantwortlich sind (Prinz et al. 2012). Eine verminderte Aktivierung von AKT führt zur 

verminderten Inaktivierung von FOXO1 (Coomans de Brachène und Demoulin 2016). Zudem 

führt die in vitro Behandlung von CD8+ TIL aus Nierenzellkarzinomgewebe mit IL-2 zu 

vermindertem Niveau vom p27KIP1 und zu verstärkten zytotoxischen Reaktionen dieser Zellen 
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(Prinz et al. 2012). Diese Ergebnisse in Kombination mit dem in situ Nachweis von FOXO1 im 

Zellkern von TIL sprechen für eine hemmende Wirkung von FOXO1 auf die antitumorale 

Aktivität der T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom. Allerdings wurde in dieser Arbeit 

nicht untersucht, in welchen Subpopulationen der T-Zellen FOXO1 exprimiert wurde. 

Aufgrund der technischen Limitation, die eine Kombination von mehr als drei Markern nicht 

ermöglichte, wurde die Kombination von VSIG4 mit FOXO1 und CD3 gewählt und auf die 

Unterscheidung zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen verzichtet. So kann ohne Weiteres nicht 

ausgeschlossen werden, dass die nachgewiesenen FOXO1+ T-Zellen keine CD8+ T-Zellen 

waren. Das kann von Bedeutung für die biologischen Effekte der FOXO1-Expression sein, 

weil verschiedene T-Zell-Subpopulationen unterschiedliche Wirkung auf die Tumorzellen 

haben. So sind die CD8+ T-Zellen die wichtigsten anti-Tumor-Effektorzellen (Palucka und 

Coussens 2016), aber auch die CD4+ TH1-Zellen können antitumorale Effekte haben (Quail 

und Joyce 2013). Andere CD4+ T-Zellen wie die FOXP3+ Treg und die TH2-Zellen sind primär 

tumorfördernd (Quail und Joyce 2013). Weiterhin kontrolliert FOXO1 die Generierung von 

Treg durch die Induktion der Expression von FOXP3 (Kerdiles et al. 2010; Ouyang et al. 

2010). Im klarzelligen Nierenzellkarzinom stellen die FOXP3+ Zellen einen kleinen Anteil der 

T-Zellen dar (Siddiqui et al. 2007; Figel et al. 2011) und sind in situ selten im Kontakt mit 

ercDC (Figel et al. 2011). So ist es sehr wahrscheinlich, dass mindestens ein Teil der T-Zellen 

im Kontakt mit VSIG4+ Zellen CD8+ Antitumor-Zellen waren, die möglicherweise durch die 

Expression von FOXO1 inhibiert wurden.  

Die Rolle der FOXO-Proteine in der antitumoralen Immunität bleibt weitgehend unklar (Luo 

und Li 2018). Diese Arbeit ist eine der ersten, die die Expression von FOXO-

Transkriptionsfaktoren in tumorinfiltrierenden Immunzellen untersucht hat. Weitere Forschung 

ist nötig, um die Rolle der FOXO-Proteine in der Tumorimmunologie zu beleuchten. 

In dieser Färbung wurden außerdem sowohl in den Tumorgeweben als auch in den tumorfreien 

Geweben vereinzelte VSIG4+CD3+ Zellen nachgewiesen. Die Expression von VSIG4 auf T-

Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom wurde ebenfalls mittels Durchflusszytometrie 

bestätigt (siehe Kapitel 8.3). So wurde zum ersten Mal das VSIG4-Protein auf T-Zellen 

nachgewiesen. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass das VSIG4-Protein auf T-Zellen aus 

dem Blut (Helmy et al. 2006; Vogt et al. 2006) und auf T-Zellen in der Leber von Patienten mit 

chronischer Hepatitis B nicht exprimiert wird (Guo et al. 2010). Es ist nicht klar, ob die 

VSIG4+ T-Zellen ausschließlich in Tumorgeweben und peritumoralen tumorfreien Geweben zu 

finden sind, welche biologische Funktionen sie aufweisen oder wie die Expression von VSIG4 

in den T-Zellen reguliert wird. 

6.4 Lokalisation der FOXO1+ und FOXO1- T-Zellen in Bezug auf das 

Gefäßsystem 

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die T-Zellen im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom in ihrer Mehrzahl extravasiert sind (Masouris 2016). Die extravasierten 

CD8+ T-Zellen zeigten eine verminderte Ausstattung mit dem zytotoxischen Protein Perforin 

im Vergleich zu den intravaskulären CD8+ T-Zellen (Masouris 2016). Die verminderte 

zytotoxische Ausstattung der extravaskulär liegenden CD8+ T-Zellen scheint durch das 

Tumormilieu bedingt zu sein (Masouris 2016). So wurde die Hypothese formuliert, ob die 
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verminderte zytotoxische Ausstattung der extravasierten T-Zellen auf die Expression von 

FOXO1 in diesen Zellen zurückgeführt werden könnte, während die intravaskulären T-Zellen 

durch fehlende FOXO1-Expression und folgend durch bessere zytotoxische Ausstattung 

charakterisiert wären. Dies würde die FOXO1-Expression als einen inhibierenden 

Mechanismus der T-Zell-Aktivität im klarzelligen Nierenzellkarzinom bestätigen. 

Um diese Hypothese zu prüfen, wurden Nierenzellkarzinomgewebe und tumorfreie Gewebe 

mit Antikörpern gegen CD3, FOXO1 und CD31 gefärbt. Die T-Zellen wurden entsprechend 

ihrer Lokalisation zur Vaskulatur in drei Kategorien eingeteilt: intravaskulär, perivaskulär und 

parenchymatös. Die Auszählung der Zellen ergab wie bereits vorher gezeigt, dass die meisten 

T-Zellen in den Tumorgeweben extravaskulär lokalisiert waren. In den tumorfreien Geweben 

befanden sich die meisten T-Zellen ebenfalls extravaskulär. In den Tumorgeweben und in den 

tumorfreien Geweben war die Mehrzahl der T-Zellen in jedem der drei Kompartimente 

FOXO1-. Nur in dem Tumor T118 waren die meisten T-Zellen sowohl perivaskulär als auch 

parenchymatös FOXO1+. Jedoch war der prozentuale Anteil der FOXO1- Zellen in den CD3+ 

Zellen in jedem untersuchten Tumor intravaskulär am höchsten, während der prozentuale 

Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen perivaskulär und parenchymatös höher war als 

intravaskulär. Verglich man die Tumoren mit den tumorfreien Geweben, dann war der 

prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in den CD3+ Zellen in jedem Kompartiment des 

jeweiligen Tumorgewebes höher als im entsprechenden tumorfreien Gewebe. Die absoluten 

Anzahlen der CD3+FOXO1+ Zellen in jedem Kompartiment waren in den Tumoren in den 

allermeisten Fällen höher. Die Unterschiede zwischen den prozentualen Anteilen der 

Kompartimente waren sowohl für die Tumorgewebe als auch für die tumorfreien Gewebe nicht 

statistisch signifikant. Das kann daran liegen, dass eine kleine Anzahl von Proben untersucht 

wurde. 

Folgend waren die CD3+ Zellen häufiger FOXO1+ in den Tumorgeweben als in den 

tumorfreien Geweben. Weiterhin waren die CD3+ Zellen häufiger FOXO1+ im perivaskulären 

und parenchymatösen Kompartiment als im intravaskulären Kompartiment. Diese Ergebnisse 

könnten die postulierte hemmende Wirkung von FOXO1 auf die T-Zellen im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom bestätigen. Trotzdem ist die Untersuchung von mehr Patientenproben 

notwendig, um festzustellen, ob die Unterschiede der Zellpopulationen zwischen den 

Kompartimenten statistisch signifikant sind. Dass FOXO1 in den T-Zellen in den tumorfreien 

Geweben weniger exprimiert wurde als in den T-Zellen in den Nierenzellkarzinomen, war zu 

erwarten. Die Aktivierung von AKT, die zur Inaktivierung von FOXO1 führt, ist in den 

nierenzellkarzinominfiltrierenden CD8+ T-Zellen im Vergleich zu den CD8+ T-Zellen im 

peritumoralen tumorfreien Gewebe vermindert (Prinz et al. 2012). Dies spricht dafür, dass 

diese Veränderungen durch das Tumormikromilieu verursacht wurden. Eine Komponente des 

Tumormikromilieus, die für die Induktion der FOXO1-Expression in den extravasierten T-

Zellen im Nierenzellkarzinom verantwortlich sein kann, sind die VSIG4+ ercDC. 

Wie vorher bei der Untersuchung von VSIG4, wurde bei der Färbungskombination mit 

FOXO1 und CD31 der CD3-Antikörper verwendet und somit ebenfalls nicht untersucht, ob es 

sich bei den FOXO1+ T-Zellen um CD8+ T-Zellen handelte. In dieser Arbeit waren ungefähr 

30% der perivaskulären und der parenchymatösen T-Zellen in den Tumorgeweben FOXO1+. 

Ca. 55% der T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom sind CD8+ (Figel et al. 2011; 

Geissler et al. 2015). Zudem sind ca. 84% der CD8+ T-Zellen im perivaskulären und 
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parenchymatösen Kompartiment im klarzelligen Nierenzellkarzinom negativ für Perforin, was 

für eine verminderte zytotoxiche Aktivität dieser Zellen spricht (Masouris 2016). So scheint es 

mindestens plausibel, dass ein Teil der extravasierten CD8+Perforin- T-Zellen auch FOXO1+ 

ist. Um dies sicherzustellen, sind jedoch weitere Experimente notwendig. 
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7 Zusammenfassung 

Das Nierenzellkarzinom ist als ein immunogener Tumor beschrieben, der stark von 

Immunzellen infiltriert wird. Trotzdem können die tumorinfiltrierenden Immunzellen sein 

Wachstum nicht beherrschen. Das gute Ansprechen des Nierenzellkarzinoms auf 

Immuntherapien zeigt wiederum, dass die Modulation des Immunsystems zur Induktion einer 

effektiven antitumoralen Immunantwort ein vielversprechender Behandlungsansatz für das 

Nierenzellkarzinom ist. 

Das Protein der B7-Familie V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4 (VSIG4), 

auch complement receptor immunoglobulin (CRIg) oder Z39Ig genannt, stellt ein potenzielles 

neues Ziel solcher Therapien dar. VSIG4 inhibiert die Proliferation und die Aktivierung der T-

Zellen. Weiterhin exprimieren die im klarzelligen Nierenzellkarzinom angereicherten 

CD209+CD14+ ercDC VSIG4 stark auf mRNA-Ebene. Die ercDC tragen zum Immunescape 

des klarzelligen Nierenzellkarzinoms bei und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert. 

So wurde die erste Hypothese dieser Arbeit formuliert, dass ercDC ihre Immunescape-Effekte 

über VSIG4 ausführen. Es wurde postuliert, dass die VSIG4+ ercDC im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom über den Kontakt mit T-Zellen die Expression von FOXO1 in den T-

Zellen induzieren und so zum Zellzyklus-Arrest der T-Zellen führen. FOXO1 ist der 

Transkriptionsfaktor des Zellzyklus-Arrest-assoziierten Proteins p27KIP1, das in den 

nierenzellkarzinominfiltrierenden T-Zellen stark exprimiert wird. 

Zudem zeigten die extravasierten T-Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom im Gegensatz 

zu den intravaskulären T-Zellen eine verminderte Ausstattung mit dem zytotoxischen Protein 

Perforin. Folgend wurde die zweite Hypothese dieser Arbeit formuliert, dass die verminderte 

antitumorale Wirkung der extravasierten T-Zellen auf die Expression von FOXO1 in diesen 

Zellen zurückzuführen ist, welches die Bereitstellung des Perforins negativ beeinflusst. Die 

intravaskulären T-Zellen, welche Perforin enthalten, sollten dagegen durch fehlende FOXO1-

Expression charakterisiert sein.  

Um diese Hypothesen zu prüfen, wurde mittels Immunfluoreszenz und konfokaler 

Laserrastermikroskopie die Expression des VSIG4-Proteins im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom analysiert. Weiterhin wurde mittels Immunfluoreszenz und konfokaler 

Laserrastermikroskopie die Expression des FOXO1-Proteins in den T-Zellen im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom hinsichtlich der Lokalisation der T-Zellen in Bezug auf die VSIG4+ Zellen 

und das Gefäßsystem untersucht. Diese Arbeit war eine der ersten, die die Expression von 

FOXO-Transkriptionsfaktoren in tumorinfiltrierenden Immunzellen untersucht hat. 

Nach der Etablierung der Immunfluoreszenzfärbung für VSIG4 wurden zum ersten Mal 

VSIG4+ Zellen im klarzelligen Nierenzellkarzinom nachgewiesen. Die weitere Untersuchung 

der Expression des VSIG4-Proteins zeigte, dass das VSIG4-Protein in den 

Nierenzellkarzinomgeweben fast ausschließlich auf Leukozyten exprimiert wurde. Die 

Endothelzellen waren negativ für VSIG4. Vereinzelt gab es VSIG4+ T-Zellen. Die meisten 

VSIG4+ Zellen waren jedoch positiv für den myeloischen Marker CD209 und die CD209+ 

Zellen exprimierten in ihrer Mehrzahl VSIG4. Da die meisten CD209+ Zellen im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom ercDC sind, war die Mehrzahl der nachgewiesenen VSIG4+CD209+ Zellen 

ercDC. So wurde zum ersten Mal die Expression des VSIG4-Proteins auf ercDC 
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nachgewiesen. In den tumorfreien Geweben der tumortragenden Nieren war die Anzahl der 

VSIG4+ Zellen geringer als in den Tumorgeweben. 

Die Untersuchung der Expression des FOXO1-Proteins in den T-Zellen im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom hinsichtlich der Lokalisation der T-Zellen in Bezug auf die VSIG4+ Zellen 

zeigte, dass eine Minderzahl der T-Zellen positiv für FOXO1 war. FOXO1 war im Zellkern 

lokalisiert, was auf ein aktives Protein hinweist. Die Mehrzahl der FOXO1+ T-Zellen war nicht 

im Kontakt mit VSIG4+ Zellen. Die T-Zellen im Kontakt mit VSIG4+ Zellen und die T-Zellen 

ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen exprimierten fast gleich häufig FOXO1. In den tumorfreien 

Geweben der tumortragenden Nieren war der Anteil der FOXO1+ Zellen in der T-

Zellpopulation niedriger als in den Tumorgeweben, während der Anteil der Zellen mit VSIG4-

Kontakt in der FOXO1+ T-Zellpopulation dem entsprechenden Anteil in den Tumorgeweben 

ungefähr gleich war. Folgend bleibt es unklar, ob die VSIG4+ ercDC die Expression von 

FOXO1 in den T-Zellen in den Tumorgeweben induzierten. 

Die Untersuchung der Expression des FOXO1-Proteins in den T-Zellen im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom hinsichtlich der Lokalisation der T-Zellen in Bezug auf das Gefäßsystem 

zeigte, dass die Mehrzahl der T-Zellen sowohl intravaskulär als auch perivaskulär und 

parenchymatös FOXO1- war. In den FOXO1+ T-Zellen war das FOXO1-Protein im Zellkern 

lokalisiert, was auf ein aktives Protein hinweist. Der prozentuale Anteil der FOXO1+ Zellen in 

der T-Zellpopulation war perivaskulär und parenchymatös höher als intravaskulär. In den 

tumorfreien Geweben der tumortragenden Nieren war der prozentuale Anteil der FOXO1+ 

Zellen in der T-Zellpopulation in allen drei Kompartimenten niedriger als in den 

Tumorgeweben. Diese Ergebnisse deuten auf ein vermehrtes Vorkommen von FOXO1 in T-

Zellen des Nierenzellkarzinoms hin. FOXO1 könnte an der Inaktivierung der T-Zellen im 

Nierenzellkarzinom mitbeteiligt sein. 
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8 Anhang 

8.1 Anzahl der VSIG4+ Zellen, der CD3+ Zellen, der CD3+ Zellen in Kontakt 

mit VSIG4+ Zellen und der CD3+FOXO1+ Zellen in und ohne Kontakt mit 

VSIG4+ Zellen ermittelt aus der Immunfluoreszenzfärbung für VSIG4, 

FOXO1 und CD3 

Gewebe 

VSIG4+ 

Zellen 

/HPF 

(Spannweite) 

CD3+ Zellen 

/HPF 

(Spannweite) 

CD3+ Zellen 

mit VSIG4-

Kontakt 

/HPF 

(Spannweite) 

CD3+FOXO1+ 

Zellen mit 

VSIG4-

Kontakt 

/HPF 

(Spannweite) 

CD3+FOXO1+ 

Zellen ohne 

VSIG4-

Kontakt 

/HPF 

(Spannweite) 

T90  34,5 (28-54) 48 (22-79) 9,5 (6-18) 2,5 (0-9) 9,5 (4-17) 

T105  81 (49-124) 149,5 (54-238) 42,5 (14-72) 7,5 (1-30) 8,5 (3-32) 

 NN105 25 (16-56) 11,5 (4-74) 4 (2-17) 1 (0-2) 1 (0-3) 

T114  46 (29-57) 25 (7-34) 10 (2-13) 4,5 (1-6) 4 (1-12) 

 NN114 23 (13-39) 19 (8-37) 4,5 (1-14) 1 (0-2) 1 (0-4) 

T118  63,5 (34-91) 29 (12-51) 10,5 (3-15) 3 (0-6) 4,5 (2-8) 

 NN118 21 (11-33) 10,5 (5-18) 4,5 (1-7) 0,5 (0-4) 0,5 (0-2) 

RCC  
54,75 (34,5-

81) 

38,5 (25-

149,5) 

10,25 (9,5-

42,5) 
3,75 (2,5-7,5) 6,5 (4-9,5) 

 NN 23 (21-25) 11,5 (10,5-19) 4,5 (4-4,5) 1 (0,5-1) 1 (0,5-1) 

Tabelle 8.1.1. Absolute Anzahl (Median/HPF) der VSIG4+ Zellen, der CD3+ Zellen, der CD3+ 

Zellen in Kontakt mit VSIG4+ Zellen und der CD3+FOXO1+ Zellen in und ohne Kontakt mit 

VSIG4+ Zellen in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben.  

Pro HPF wurde die Anzahl der VSIG4+ Zellen, der CD3+ Zellen, der CD3+ Zellen in Kontakt mit 

VSIG4+ Zellen, der CD3+FOXO1+ Zellen in Kontakt mit VSIG4+ Zellen und der CD3+FOXO1+ Zellen 

ohne Kontakt mit VSIG4+ Zellen ermittelt. Es wurden für jedes Gewebe n=10 HPFs ausgewertet. 

Daraus wurde der Median pro HPF der jeweiligen Zellpopulation für jedes Gewebe berechnet und in 

die Tabelle eingetragen. Aus den Werten der einzelnen Gewebe wurde der Median der Zellanzahl pro 

HPF für alle Tumoren und für alle tumorfreien Gewebe bestimmt und ebenfalls in die Tabelle (RCC 

bzw. NN) eingetragen. 
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8.2 Anzahl der CD3+ Zellen und der CD3+FOXO1- Zellen in den 

verschiedenen Kompartimenten ermittelt aus der Immunfluoreszenzfärbung 

für CD3, FOXO1 und CD31 

Gewebe 

CD3+ Zellen aus 10 HPFs (Spannweite der absoluten Zellanzahl 

pro HPF) 

Intravaskulär Perivaskulär Parenchymatös 

T90  11 (0-3) 410 (16-97) 156 (3-47) 

T105  15 (0-3) 580 (22-89) 646 (24-95) 

 NN105 8 (0-2) 125 (6-24) 46 (1-10) 

T114  22 (0-6) 128 (5-26) 132 (6-33) 

 NN114 12 (0-4) 214 (3-41) 57 (0-18) 

T118  10 (0-2) 200 (6-39) 163 (7-23) 

 NN118 21 (0-5) 119 (5-30) 56 (2-18) 

Tabelle 8.2.1. Absolute Anzahl (Summe aus 10 HPFs) der CD3+ Zellen in den verschiedenen 

Kompartimenten in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+ Zellen in jedem Kompartiment ermittelt. Anschließend wurden 

für jedes Kompartiment die Anzahlen der CD3+ Zellen aus 10 HPFs des Gewebes addiert und die 

Summen in die Tabelle eingetragen. 

 

Gewebe 

CD3+FOXO1- Zellen aus 10 HPFs (Spannweite der absoluten 

Zellanzahl pro HPF) 

Intravaskulär Perivaskulär Parenchymatös 

T90  9 (0-3) 330 (12-80) 115 (3-32) 

T105  11 (0-3) 408 (13-67) 437 (15-76) 

 NN105 7 (0-2) 100 (6-19) 38 (1-7) 

T114  14 (0-5) 90 (3-17) 95 (4-23) 

 NN114 9 (0-3) 208 (3-41) 55 (0-17) 

T118  5 (0-2) 84 (0-19) 67 (3-10) 

 NN118 14 (0-3) 101 (5-26) 48 (1-16) 

Tabelle 8.2.2. Absolute Anzahl (Summe aus 10 HPFs) der CD3+FOXO1- Zellen in den 

verschiedenen Kompartimenten in Nierenzellkarzinomen und tumorfreien Geweben. 

Pro HPF wurde die Anzahl der CD3+FOXO1- Zellen in jedem Kompartiment ermittelt. Anschließend 

wurden für jedes Kompartiment die Anzahlen der CD3+FOXO1- Zellen aus 10 HPFs des Gewebes 

addiert und die Summen in die Tabelle eingetragen. 
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8.3 Analyse der Tumorgewebe T105, T114 und T118 mittels 

Durchflusszytometrie 

Gewebe 
% der VSIG4+ Zellen 

in den ercDC 

% der VSIG4+ Zellen 

in den Makrophagen 

% der CD3+ Zellen 

in den VSIG4+ Zellen 

T105 78,3 70,5 5,55 

T114 59,2 28,6 1,19 

T118 78,6 45,6 10,9 

Tabelle 8.3.1. Analyse der Tumorgewebe T105, T114 und T118 mittels Durchflusszytometrie. 

Die Messungen und ihre Auswertung wurden von Dr. rer. nat. Dorothee Brech durchgeführt und zur 

Verfügung gestellt.  

Gewebe-Zellsuspensionen wurden, wie in anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (Brech 2015) 

beschrieben, aus den RCC-Geweben hergestellt und anschließend mittels Durchflusszytometrie 

(Oberflächenfärbung) untersucht. Für die Oberflächenfärbung der RCC-Gewebe-Zellsuspensionen 

wurden 2 x 105 – 8 x 105 Zellen verwendet. Diese wurden zuvor unter dem Mikroskop als potentielle 

Leukozyten innerhalb der Gewebe-Zellsuspension bestimmt. Die Gewebe-Zellsuspension wurde in ein 

5 ml-FACS-Röhrchen überführt, mit 500 μl PBS-EDTA-Puffer versetzt und für 10 min bei 1200 rpm 

zentrifugiert. Danach wurde der Überstand vollständig entfernt und das Zellpellet in 30 μl PBS-EDTA-

Puffer aufgenommen. Die zugegebene Antikörpermenge wurde individuell angepasst. Hierbei wurden 

sowohl die Anzahl lebender Leukozyten, die Gesamtanzahl lebender Zellen sowie die Gesamtanzahl 

toter Zellen berücksichtigt. Folgende Antikörper wurden verwendet: CD45-PeCy7 (Maus IgG1, Klon: 

HI30, Hersteller: BD Biosciences), CD11c-APC (Maus IgG1, Klon: B-1y6, Hersteller: BD 

Biosciences), CD3-PB (Maus IgG1, Klon: UCHT1, Hersteller: BD Biosciences), CD209-PE (Maus 

IgG2b, Klon: DCN46, Hersteller: BD Biosciences), CD14-PerCPCy5.5 (Maus IgG1, Klon: 61D3, 

Hersteller: eBioscience), VSIG4 (unmarkiert, Kaninchen, Klon: polyklonal, Hersteller: Abcam) 

zusammen mit Anti-Kaninchen-A488 (Ziege, Klon: Polyklonal, Hersteller: Thermo Fisher Scientific). 

Zusammen mit dem entsprechenden Volumen der Antikörper wurde, je nach Zellzahl, 1 - 3 μl des 

Lebend/tot-Farbstoffs „near-IR fluorescence reactive dye“ (Hersteller: Thermo Fisher Scientific) 

zugegeben. Dieser fixierbare Lebend/Tot-Farbstoff dringt in tote Zellen ein, verbindet sich dort mit 

freien Aminen und bewirkt eine Anfärbung der Zellen, so dass diese durch die starke Fluoreszenz von 

den lebenden Zellen unterschieden werden können. Es folgte eine 25-minütige Inkubation bei 4°C im 

Dunkeln, danach wurde mit 500 μl PBS-EDTA-Puffer gewaschen und für 10 min bei 1200 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Zellpellet je nach Größe und Zellzahl in 0,4 – 1 ml 

PBS-EDTA-Puffer aufgenommen. Um störende größere Gewebepartikel zu entfernen, wurde die 

Gewebe-Zellsuspension durch ein Zellsieb (Porengröße: 70 μm) filtriert. Danach schloss sich eine 5-

minütige Inkubation bei Raumtemperatur mit 200 U/ml DNase I an, um eine Verstopfung des 

Durchflusszytometers durch DNA-Fäden und darin verklumpte Zellen zu verhindern. Die Proben 

wurden am LSR II-Durchflusszytometer (Hersteller: BD Biosciences) analysiert. (Brech 2015) 

Die Auswertung erfolgte mit der Software „FlowJo“ (Hersteller: TreeStar Inc). Im ersten Schritt 

wurden die CD45+ Leukozyten ausgewählt. Anschließend wurden die lebenden Zellen und die 

Einzellzellen ausgewählt. Innerhalb dieser Population wurden die myeloischen CD11c+ Zellen 

eingegrenzt. Anschließend wurden innerhalb der myeloischen Zellen die CD209+CD14+ ercDC und die 

CD209-CD14+ Makrophagen ausgewählt. Innerhalb der CD11c- Zellen wurden die CD3+ T-

Lymphozyten ausgewählt. (Brech 2015). Innerhalb der eingegrenzten ercDC und Makrophagen wurde 

der prozentuale Anteil der VSIG4+ Zellen ermittelt. Innerhalb der VSIG4+ Zellen wurde der prozentuale 

Anteil der CD3+ Zellen ermittelt. 
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10 Abkürzungen 

ANCA antineutrophile zytoplasmatische Antikörper (anti-neutrophil 

cytoplasmic antibodies) 

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance) 

APZ antigenpräsentierende Zelle 

B7-H1 B7 Homolog 1 

BSA bovines Serumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

CCL5 C-C chemokine ligand 5 

CCR7 C-C chemokine receptor type 7 

ccRCC klarzelliges Nierenzellkarzinom (clear cell renal cell carcinoma) 

CXCL10 C-X-C motif chemokine 10 

CD Differenzierungscluster (cluster of differentiation) 

cDC konventionelle (conventional) dendritische Zelle 

Cdk Zyklin-abhängige Kinase (cyclin dependent kinase) 

CR1 Komplementrezeptor 1 (complement receptor 1) 

CR3 Komplementrezeptor 3 (complement receptor 3) 

CRIg complement receptor immunoglobulin 

CT Computertomographie 

CTL zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T Lymphocytes) 

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

DAMPs danger-associated molecular patterns 

DAPI 4΄,6-Diamidin-2-Phenylindol 

DC dendritische Zelle (dendritic cell) 

DC-SIGN dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-

integrin 

DKG-α Diacylglycerol-Kinase α 

DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 

EMT epithelial-mesenchymale Transition 

ercDC in Nierenzellkarzinom angereicherte dendritische Zellen (enriched-in-

renal-carcinoma dendritic cells) 

ERK Extracellular signal-Regulated Kinase 

FH Faktor H 

FOXO Forkhead-Box-O 

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (granulocyte 
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macrophage colony-stimulating factor) 

HCC hepatozelluläres Karzinom (hepatocellular carcinoma) 

HIF Hypoxie-induzierter Faktor 

HPF Hauptgesichtsfeld (high-power field) 

huCRIg(L) humanes langes CRIg-Protein 

huCRIg(S) humanes kurzes CRIg-Protein 

IFN-γ Interferon-γ 

Ig Immunglobulin 

IKK IκB-Kinase 

IL-x Interleukin-x 

JNK C-Jun N-terminal kinase 

LMP1 latent membrane protein 1 

LT-α Lymphotoxin-alpha 

M-CSF Monozytenkolonien-stimulierender Faktor (macrophage colony-

stimulating factor) 

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 

MMP Matrixmetalloprotease 

moDC Monozyten-abgeleitete dendritische Zelle 

mRNA messenger ribonucleic acid 

MRT Magnetresonanztomographie 

Mst1-Kinase mammalian Ste20-like kinase 1 

mTOR mechanistic Target of Rapamycin 

muCRIg murines CRIg 

NF-κB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

NK-Zelle natürliche Killerzelle 

PAMPs pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated 

molecular patterns) 

PBS phosphatgepufferte Salzlösung 

PD-1 programmed cell death protein 1 

pDC plasmazytoide dendritische Zelle 

PD-L1 programmed cell death 1 ligand 1 

PD-L2 programmed cell death 1 ligand 2 

PECAM-1 Thrombozyten-Endothelzellen-Adhäsionsmolekül 1 

(platelet/endothelial cell adhesion molecule 1) 

PFA Paraformaldehyd 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 
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pRCC papilläres Nierenzellkarzinom 

PRRs pattern recognition receptors 

RCC Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma) 

ROI Bereich von Interesse (region of interest) 

ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 

SGK serum and glucocorticoid-regulated kinase 

TAM tumor-assoziierte Makrophagen 

TGF-β1 Transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor) -β1 

TH-Zellen T-Helferzellen 

TIDC tumorinfiltrierende dendritische Zellen 

TIL tumorinfiltrierende Lymphozyten 

TNF Tumornekrosefaktor 

Treg regulatorische T-Zellen 

TZR T-Zell-Rezeptor 

UICC Union for International Cancer Control 

VEGF vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial 

growth factor) 

VHL von-Hippel-Lindau 

VSIG4 V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4 

WHO Weltgesundheitsorganisation (world health organisation) 

z.B. zum Beispiel 
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