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EINLEITUNG 1 

1 Einleitung 

1.1 Charakteristika und Therapie des Nierenzellkarzinoms 

Das Nierenzellkarzinom (NZK) umfasst eine heterogene Gruppe von Tumoren, deren 

Ursprung in epithelialen Nierentubuluszellen liegt1. Es gehört mit ca. 2 % der 

Gesamtkrebsdiagnosen und ca. 400.000 neuen Fällen im Jahr 2018 zu den 10 häufigsten 

Krebsarten weltweit2,3. Dabei sind das klarzellige4 (ca. 70-80 %), papilläre5 (ca. 10-15 %) und 

chromophobe NZK6 (ca. 3-5 %) die häufigsten Subtypen des NZK7,8 (Abbildung 1). Im Jahr 

2013 wurde die histopathologische Klassifizierung durch die Internationale Gesellschaft für 

Urologische Pathologie modifiziert und die Diagnostik von folgenden fünf neuen 

Tumorentitäten empfohlen: tubulozystisches NZK, NZK assoziiert mit einer erworbenen 

zystischen Nierenerkrankung, klarzelliges papilläres NZK, Translokations-assoziiertes NZK 

und hereditäre Leiomyomatose-assoziertes NZK3,9. Die Einteilung in Tumorgrade (Grading) 

erfolgt beim klarzelligen und papillären NZK aufgrund der Eosinophilie sowie der nukleolären 

Prominenz für Grad 1-3, während Grad 4 durch nukleäre Anaplasie (Riesenzellen, 

sarkomatoide Differenzierung und/oder rhabdoide Morphologie) gekennzeichnet ist9,10. Die 

Tumorklassifikation (Staging) erfolgt nach dem TNM-System (Tumor, Node, Metastasis), 

wobei nach Größe und Ausbreitung des Tumors (T) sowie dem Vorhandensein von örtlichen 

Lymphknotenmetastasen (N) und/oder Fernmetastasen (M) unterschieden wird11.  

Das metastasierende klarzellige Nierenzellkarzinom (kzNZK) geht mit der höchsten 

Mortalitätsrate und der schlechtesten Prognose beim NZK einher12,13. Eine Reihe 

Krebsgenomuntersuchungen zeigten eine starke intra-14-16 und intertumorale17 Heterogenität 

des kzNZK, welche die Behandlung zusätzlich erschwert18. Lokal abgegrenzte NZK werden 

mittels partieller oder radikaler Nephrektomie entfernt19. Eine weitere Möglichkeit der 

Tumorentfernung stellt die Ablation dar20. Trotz der Tumorresektion entwickeln etwa 30 % der 

Patienten Metastasen, die mit einer hohen Mortalitätsrate assoziiert sind und zahlreiche 

weitere zielgerichtete Therapien erfordern21-23. Die Hauptrisikofaktoren, ein NZK zu entwickeln 

sind neben dem steigenden Alter24, Übergewicht, Bluthochdruck und Rauchen auch 

übermäßiger Alkoholkonsum, chronische Nierenerkrankungen, Nierenzysten und Diabetes25-

27. Männer sind häufiger betroffen sind als Frauen (2:1)28,29. Trotz der Fortschritte der letzten 

Jahrzehnte in der Behandlung des metastasierenden NZK mit Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-

2) und Interferon  (IFN)30, Stammzelltransplantation, antitumorale Antikörpertherapie, 

Tumorvakzinierungen oder Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) z. B. mit Sunitinib, 

Pazopanib und Sorafinib sowie mTOR-Inhibitoren wie Temsirolismus und Everolismus lag die 

5-Jahres-Überlebensrate in fortgeschrittenen Tumorstadien (Stadium 4) bei unter 20 %12. Erst 

mit der Zulassung der sogenannten „Checkpoint-Inhibitoren“ (CI) z. B. Nivolumab (anti-

Programmed cell death protein 1 (PD-1) Antikörper) nach vorheriger anti-angiogener TKI-

Therapie (zugelassen seit 2015) und der Kombinationstherapie aus Nivolumab und Ipilimumab 
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(anti-cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) Antikörper) in den letzten Jahren 

konnte ein Ansprechen von bis 60 % der Grad 4 NZK erreicht werden. Sowohl nach der 

„Leitlinie für Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzellkarzinoms“(08/2020), als auch 

nach der „Society for Immunotherapy of Cancer“ richtet sich die empfohlene Therapie des 

metastasierenden NZK mit TKI und/oder CI nach dem Risikoprofil des Patienten (günstiges 

Risiko: keine Risikofaktoren, intermediäres Risiko: 1-2 Risikofaktoren, ungünstiges Risiko: >2 

Risikofaktoren), wobei je nach Risikomodell Faktoren wie z. B. ein niedriger Hämoglobinwert, 

eine erhöhte Serumkalziumkonzentration sowie erhöhte Neutrophilen- und 

Trombozytenanzahl (International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium 

Score) einbezogen werden31-34. 

 

Abbildung 1: Klassifizierung des Nierenzellkarzinoms (NZK).  

Ca. 75 % aller NZKs gehören zum klarzelligen Subtyp (a). Das papilläre NZK tritt in 15 % aller Fälle 
auf und wird in den basophilen (b) und eosinophilen (c) Subtyp unterteilt. Das chromophobe NZK 
repräsentiert mit ca. 5 % den dritthäufigsten Subtyp (d). Hämatoxylin-Eosin-Färbung, verändert nach 
Hsieh et al., 20173. 
 

1.2 Molekulare Pathogenese des NZK 

NZK treten hauptsächlich sporadisch auf. Nur bei etwa 3-5 % aller NZK ist ein hereditäres 

Syndrom wie z. B. das Von Hippel-Lindau-Syndrom, welches durch eine Keimbahnmutation 

im Von Hippel-Lindau (VHL)-Tumorsuppressorgen ausgelöst wird, oder das Birt-Hogg-Dubé-

Syndrom ursächlich35. Derzeit sind 11 Gene bekannt (BAP1, FLCN, FH, MET, PTEN, SDHB, 

SDHC, SDHD, TSC1, TSC2 und VHL) deren Mutation an der Progression des NZK beteiligt 

sind17,36-40. Bei sporadischen kzNZK kommt es mit einer Häufigkeit von ca. 80 % zu einem 

Funktionsverlust des VHL-Tumorsuppressorgens durch Mutationen, Deletionen in der 

Chromosom 3p25-Region oder epigenetischer Genstilllegung41-47. Ursprünglich wurden zwei 

Isoformen des Proteins identifiziert. Mit 213 Aminosäuren (AS) besitzt das Volllängen-Protein 

ein Molekulargewicht von 24 kDa, während bei der kürzeren 18 kDa-Isoform die ersten 53 AS 

aufgrund eines alternativen Translationsstart fehlen48-50. Beide Isoformen sind biologisch aktiv 

und können über die Bindung von Elongin B und C sowie Cullin 2 einen E3-

Ubiquitinligasekomplex bilden, welcher zur Ubiquitinierung und zum proteasomalen Abbau 
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des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF) führt51-55. Zusätzlich wurde eine dritte VHL-Isoform 

mit unbekannter Funktion beschrieben. 

Der Verlust der VHL-Proteinfunktion z. B. durch Mutationen führt zu einer konstitutiven 

Stabilisierung von HIF, was die Transkription einer Reihe von Zielgenen wie dem vaskulären 

endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) oder der Carboanhydrase IX (CA9)56-58 (Abbildung 

2) aktiviert. In Zellen mit funktionellem VHL wird der HIF-Abbau durch Hypoxie verhindert, 

indem die Prolylhydroxylasen (PHD) mit sinkendem Sauerstoffgehalt durch 

Konformationsänderung inaktiviert werden59-64. Da in Tumoren fortschreitender Größe die 

Versorgung mit Sauerstoff über die Blutgefäße schlechter wird, findet häufig in Karzinomen 

ohne VHL-Verlust ebenfalls eine partielle reversible HIF-Stabilisierung statt65. 

 

 

Abbildung 2: VHL- und Hypoxie-abhängige Funktion des Hypoxie-induzierbaren Faktors.  
Unter Normoxie wird der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF) an zwei Prolylresten hydroxyliert (a). Damit 

kann das Von Hippel-Lindau-Protein (VHL) an HIF binden und einen E3-Ubiquitinligasekomplex mit 
Elongin B, Elongin C und Cullin 2 rekrutieren. Durch die Ubiquitinierung von HIF wird der 
Transkriptionsfaktor im 26S-Proteasom abgebaut. Dabei beträgt die HIF-Halbwertszeit etwa fünf 

Minuten (b). Unter hypoxischen Bedingungen sind die Prolylhydroxylasen inaktiv, so dass HIF in den 

Zellkern transloziert. Im Zellkern dimerisiert HIF mit der HIF-Untereinheit, um mit verschiedenen 
Cofaktoren, wie z. B. p300 oder dem CREB-bindenden Protein (CBP), an ein spezifisches DNA-Motiv 
das Hypoxia-responsive element (HRE), mit der Konsensussequenz ACGTGC zu binden, wodurch die 
Transkription verschiedener Zielgene gestartet wird (c). Liegt in der Zelle kein funktionelles VHL vor, 

wird HIF wie unter sauerstoffarmen Bedingungen nicht abgebaut und die Transkription der HIF-
Zielgene ist konstitutiv aktiv. Verändert nach Befani und Liakos66. 
 

Trotz allem reicht der alleinige funktionelle Verlust von VHL nicht aus, die kzNZK-Entstehung 

zu initiieren, was darauf schließen lässt, dass eine weitere genetische oder epigenetische 

Prädisposition vorliegen muss, um ein kzNZK hervorzurufen (two-hit Modell)67-70. In den letzten 
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Jahren identifizierten großangelegte Krebsgenomprojekte neue kzNZK-Mutationen z. B. im 

Polybromo 1- (PRBM1), SET domain containing 2- (SETD2) und BRCA1-assoziiertes Protein 

1 (BAP1)-Gen (Abbildung 3), welche für Chromatin- und Histon-regulierende 

Tumorsuppressorproteine codieren und in der Nähe des VHL-Gens auf dem Chromosom 3p21 

lokalisiert sind36,38,39,71. Nach VHL ist PRBM1 ist das am häufigsten mutierte Gen im kzNZK. 

Im Mausmodell führt die renale Kodeletion von VHL und PBRM1 zu bilateralen, multifokalen 

kzNZK72. Weiterhin wurde beim kzNZK eine negative Korrelation zwischen PBRM1-

Mutationen und BAP1-Mutationen nachgewiesen. Jedoch sind Tumore mit BAP1-Mutationen 

mit einem höheren Tumorgrad, gesteigerter Aggressivität und einer kürzeren 

Patientenüberlebensrate im Vergleich zu PBRM1-defizienten Tumoren assoziiert. Darüber 

hinaus weisen BAP1-defiziente Tumore eine höhere mechanistic target of Rapamycin complex 

1 (mTORC1)-Aktivierung auf73. Während z. B. PBRM1-Mutationen subtypspezifisch 

ausschließlich beim papillären NZK mit einem kürzerem Patientenüberleben verbunden sind, 

wurde für alle NZK-Subtypen eine gesteigerte DNA-Hypermethylierung (CpG-Insel-

Methylator-Phänotyp), CDKN2A-Mutationen und eine gesteigerte Typ-2-T-Helferzell-mediierte 

Immunantwort nachgewiesen, was jeweils mit einer schlechteren Prognose einherging71,74. 

 

Abbildung 3: Häufigkeit mutierter Gene im kzNZK.  
Die Genarray-Daten des Krebsgenomatlas (The Cancer Genome Atlas, TCGA) zeigen die zehn am 
häufigsten mutierten Gene aus 537 untersuchten kzNZK (Projekt TCGA-Kidney Renal Clear Cell 
Carcinoma, Stand 04.10.2020). Die Gene VHL, PBRM1, TTN, SETD2 und BAP1 sind auf dem 
Chromosom 3p lokalisiert. 

 

VHL ist nicht ausschließlich am proteasomalen Abbau von HIF beteiligt, sondern besitzt 

zusätzlich weitere proteolytische und nicht-proteolytische Funktionen, die allerdings noch nicht 

vollständig charakterisiert sind75. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass VHL die Ubiquitinierung 

und den Abbau des onkogenen Proteins Scm-like with four malignant brain tumor domains 1 

(SFMBT1) steuert76. Zusätzlich sind HIF-unabhängige VHL-Funktionen bekannt, wie die 
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Regulation des Tumorsuppressors p53, die Beteiligung an der DNA-Reparatur und des 

Abbaus von oxidativem Stress77-80. 

 

1.3 Der Transkriptionsfaktor HIF 

HIF steuert 1-5 % der humanen Gene direkt oder indirekt und ist damit in zahlreiche Vorgänge 

der Tumorentstehung wie Metastasierung, Invasion, Zellüberleben, Tumorangiogenese und 

Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) involviert81.  

HIF1α und HIF2α binden an ein identisches DNA-Motiv (Abbildung 2) und besitzen eine 

Aminosäureübereinstimmung von 48 %82. Es unterscheiden sich aber partiell ihre 

Proteininteraktionspartner und Zielgene (Tabelle 1). Die HIF-Expression stellt nicht nur im 

NZK, sondern ebenfalls in zahlreichen anderen soliden Tumoren, einen wichtigen 

prognostischen Faktor dar, welcher mit einer schlechten Patientenprognose einhergeht83. 

Dabei werden Tumore, welche ausschließlich HIF2 exprimieren (H2-Tumor) von Tumoren, die 

eine Überexpression von HIF1 und HIF2 (H1H2-Tumore) besitzen, unterschieden83. 

Im Gegensatz zum Brustkrebs ist im NZK HIF1α häufig nicht exprimiert, während HIF2α die 

Funktionen des Transkriptionsfaktors übernimmt84,85. Eine HIF2α-Überexpression wurde 

bereits in einer Vielzahl von Tumorentitäten, einschließlich des nichtkleinzelligen 

Lungenkarzinoms86, des Endometriumkarzinoms87, des Plattenepithelkarzinoms88, des 

Astrozytoms89, des Kolorektalkarzinoms90 und des Gallenblasenkarzinoms91, beschrieben, 

wobei die HIF2α-Expression dieser vaskularisierten Tumore mit der Expression angiogener 

Faktoren wie VEGF korreliert.  

Tabelle 1: Charakteristika von HIF1 und HIF2. 

Eigenschaft HIF1α HIF2α 

Hydroxylierung Prolylrest 402 und 564 Prolylrest 405 und 531 

Regulation HAF, FIH-1, Hsp70, Hsp90 FIH-1, Hsp90 

Proteininteraktion HNF-4 Ets1, Elk1, NEMO 

Expression Ubiquitär 

Begrenzt auf Endothelium, 

Leber, Hirn, Niere, Lunge und 

Herz 

Pathophysiologie Assoziiert mit Brustkrebs Assoziiert mit Nierenzellkarzinom 

Elk, ETS like-1 protein; Ets, E26 transformation-specific; FIH, HIF-inhibierender Faktor; HAF, Hypoxie-
assoziierter Faktor; HNF, Hepatozytärer nuklearer Faktor; Hsp, Hitzeschockprotein; NEMO, NFκB-
essentieller Modulator. Zusammengefasst nach Befani und Liakos, 201866. 
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1.4 Der Transkriptionsfaktor CREB 

Neben VHL und HIF spielt der Transkriptionsfaktor Cyclic adenosin monophosphate (cAMP)-

response element-binding protein 1 (CREB), welcher die Expression von zahlreichen Genen 

reguliert, in der Progression des NZK eine Rolle. Zusätzlich wird die adaptive Reaktion des 

Sauerstoffverlustes (Hypoxie) im Tumorgewebe durch HIF und CREB gesteuert.  

Die Aktivierung des CREB-Proteins erfolgt über die Phosphorylierung der Serinseitenketten 

durch Kinasen der Zellsignalwegskomponenten, wobei die Phosphorylierung des Serinrestes 

133 am besten charakterisiert ist92,93. Der aktivierte Transkriptionsfaktor transloziert in den 

Zellkern und bildet ein Homodimer oder Heterodimer (ATF-1, CREM)94. Gleichzeitig interagiert 

das Dimer, ebenfalls wie HIF (Abbildung 2), mit CBP sowie einer Histonacetyltransferase zu 

einem Transkriptionsinitiationskomplex. Dabei wird ein spezifisches DNA-Element mit der 

Konsensussequenz TGACGTCA, genannt cAMP-responsive element (CRE), gebunden, um 

die CREB-abhängige Gentranskription zu initiieren95,96. Mittels spezifischer Modifikation und 

zellulärer Lokalisation steuert CREB eine Reihe zellulärer Prozesse, wie die Proliferation und 

das Zellüberleben, und treibt in Tumoren die maligne Transformation voran97-100. In zahlreichen 

Studien wurde gezeigt, dass eine verstärkte Aktivierung von CREB bei akuter myeloischer 

Leukämie101,102, nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen103,104, Leberzellkarzinomen105, 

Brustkrebs106, und Melanomen107 die Tumorprogression fördert. In Xenograft-Modellen des 

Leberzellkarzinoms wurde die Hypoxie-induzierte Ausbildung der tumorversorgenden 

Blutgefäße sowohl durch shRNA-mediierte verminderte Expression von CREB als auch von 

HIF reduziert108. 

Weiterhin wurde eine verstärkte CREB-Phosphorylierung am Serinrest 133 sowie eine erhöhte 

CREB-Expression in kzNZK-Zelllinien und -Geweben nachgewiesen109,110. Die Reduktion der 

CREB-Expression mittels siRNA bzw. die Hemmung der Phosphorylierung führte in vitro zu 

verringertem Wachstum, weniger Migration und Invasion sowie zur Herunterregulation von 

Matrixmetallopeptidasen110,111, deren Expression mit der Fähigkeit zur Metastasierung 

assoziiert sind112,113. Die Hemmung der CREB-Phosphorylierung unterdrückte das NZK-

Wachstum im Mausmodell nahezu komplett109. Zusätzlich zeigten in vivo Daten, dass eine 

verstärkte CREB-Expression mit einer höheren Überlebensrate von NZK-Patienten 

einhergeht114. 

 

1.5 Veränderungen des Metabolismus im Tumor 

1.5.1 Der „Warburg Effekt“ 

Bereits in den 1920er Jahren beobachtete Otto Warburg, die Fähigkeit von Tumorzellen den 

Metabolismus zur aeroben Glykolyse umzustellen115-118. Der sogenannte „Warburg Effekt“, 

welcher mit einer hohen Laktatproduktion der Zellen einhergeht, unterscheidet Tumorzellen 

von gutartigen Zellen, deren Glukoseverbrauch unter atmosphärischen 
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Sauerstoffbedingungen durch die Inhibierung der Glykolyse gehemmt ist (Pasteur-Effekt). 

Dieser Effekt wurde mittels Positronenemissionstomographie (PET) bewiesen, wobei die 

Methode mit einer über 90-prozentigen Sensitivität und Spezifität heute noch zur Detektion 

von Metastasen eingesetzt wird119. Die Energiegewinnung gesunder Zellen über die oxidative 

Phosphorylierung (OXPHOS) produziert 18-mal mehr ATP, als die aerobe Glykolyse, welche 

zu einem hohen Glukoseverbrauch und einer verstärkten Produktion reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) der Tumorzellen führt120. Weiterhin wurde beschrieben, dass die 

Überexpression des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH), erhöhte Glutaminolyse und 

mitochondriale Dysfunktionen zum „Warburg Effekt“ in Tumoren beiträgt. Glykolyse-Enzyme 

wie Triosephosphatisomerase (TPI1), Enolase (ENO) 1 und Pyruvatkinase M (PKM) 2 werden 

verstärkt im NZK exprimiert121,122. Eine Reihe von Onkogenen wie HER-2/neu bzw. der Verlust 

von Tumorsuppressorgenen wie VHL sind assoziiert mit einer Aktivierung des 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K/Proteinkinase B)-Signalweges. Diese Aktivierung führt 

zur Translokation von vesikulären Glukosetransportern zur Zelloberfläche, aktiviert das Enzym 

Hexokinase (HK), inhibiert die Glykogensynthase-Kinase 3 (Gsk3) und erreicht damit die 

Glukoseabhängigkeit der Zellen. Aufgrund dessen wird die Proteinkinase B (Akt) ebenfalls als 

„Warburg-Kinase“ bezeichnet123. Zusätzlich wurde erst kürzlich gezeigt, dass die 

Herunterregulation von Proteinen der Atmungskette wie das Ubiquinol-Cytochrome C 

Reductase Hinge Protein, welches den Elektronentransfer im Komplex III der 

Elektronentransportkette beeinflusst, zur Verstärkung des „Warburg Effekts“ im NZK 

beiträgt124. 

Zahlreiche HIF-Zielgene sind in den Zellmetabolismus involviert und beeinflussen die 

Glykolyse, Laktatproduktion, Angiogenese, Metastasierung und den Eisenmetabolismus. Zu 

diesen Zielgenen gehören z. B. Glukosetransporter (GLUT1), glykolytische Enzyme (HK, 

Aldolase A, ENO1, PKM2) und die LDHA sowie der Laktattransporter MCT481,125. Durch die 

verstärkte Laktatproduktion und –sekretion kommt es bei VHL-defizienten oder hypoxischen 

Tumorzellen zu einer Ansäuerung (Azidose) des extrazellulären Raums bzw. des 

Tumormikromilieus, wobei dieser Effekt durch die Anreicherung von Protonen (H+) verstärkt 

wird. Zusätzlich führt die verstärkte Akt-Aktivierung zur Azidose123. 

Zusammenfassend wird der „Warburg Effekt“ in Tumorzellen durch verschiedene Onkogene, 

Hypoxie und Verlust von Tumorsuppressorgenen ausgelöst (Tabelle 2) und verschafft dem 

Tumor bessere Bedingungen zur verstärkten Proliferation, Angiogenese, Invasion und 

Metastasierung. Außerdem beeinflusst der Laktatspiegel und der extrazelluläre pH-Wert die 

tumorale Immunantwort126. 

 



EINLEITUNG 8 

Tabelle 2: Einfluss verschiedener Onkogene und Tumorsuppressorgene auf den 

Zellmetabolismus. 

Onkogen Tumorentität Auswirkung Referenz 

PI3K Eierstock-, Magen-

Kolonkarzinom, 

CPT1A 

GLUT1 

127, 132 

Akt Eierstock-, 

Brustkarzinom 

FASN 

Aktiviert mTOR 

128 

HER-2/neu Brustkarzinom FASN 

ACC 

Aktiviert mTOR 

129 

Tyrosinkinasen Mehrere Entitäten, 

 z. B. NZK 

Inaktivieren PKM2 130 

K-RAS Pankreas-, 

Kolonkarzinom 

GLUT1 

Glutamin 

131 

MYC Burkitt Lymphom, 

kzNZK 

PDK1 

Glutaminolyse 

132 

Tumorsuppressor Tumorentität Auswirkung Referenz 

VHL kzNZK HIF-Abbau 133 

p53 Mehrere Entitäten, 

 z. B. Kolonkarzinom 

TIGAR PGAM 134-136 

PTEN Prostatakarzinom Inhibiert PI3K 133 

FH Papilläres NZK Inhibiert PHD 137 

SDH Phäochromozytom Inhibiert PHD 137 

, verstärkte Expression; , verminderte Expression; ACC, Acetyl-CoA-Carboxylase alpha; CPT1A, 
Carnitin-Palmityltransferase 1A; FASN, Fettsäuresynthase; FH, Fumerathydratase; HIF, Hypoxia-
inducible factor; K-RAS, Kirsten Rat sarcoma; kzNZK, klarzelliges Nierenzellkarzinom; mTOR, 
mechanistic target of Rapamycin; PGAM, Phosphoglucomutase; PHD, Prolylhydroxylasen; PKM, 
Pyruvatkinase M; PI3K, Phosphoinositol-3-Kinase; PTEN, Phosphatase- und Tensinhomolog; SDH, 
Succinatdehydrogenase; TIGAR: TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator; VHL, Von Hippel-
Lindau. 
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1.5.2 Auswirkungen des „Warburg Effekts“ auf die Immunantwort 

Die Auswirkungen der Stoffwechselveränderungen im Tumor auf die Umgebung sind vielfältig. 

Einerseits wird durch die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF die Expression und 

Sekretion von VEGF und die Laktatakkumulation verstärkt, was zur Neubildung von 

Blutgefäßen und damit zur besseren Versorgung des Tumors mit Glukose und Nährstoffen 

führt (Abbildung 4a). Andererseits ist der Tumorstoffwechsel mit verminderten Arginin-, 

Tryptophan-, Glutamin- und Glukosespiegel im Mikromilieu assoziiert (b). Diese 

Nährstoffreduktion, die Akkumulation von Laktat und die Azidose wirken hemmend auf die 

Proliferation und Aktivität von Immunzellen. In Makrophagen wird die Glykolyse und die 

OXPHOS vermindert, während es bei T-Zellen zur Reduktion der Interferon (IFN)-Produktion 

kommt. Oxidative Tumorzellen werden durch die verstärkte Sezernierung von Laktat und 

Wachstumsfaktoren der glykolytischen Zellen zur Proliferation angeregt (c)138-140. Die 

Wechselwirkungen der malignen Zellen mit dem Mikromilieu führen zu einem Vorteil bei der 

Metastasierung, Proliferation und Hemmung der Apoptose des Tumors138,140. 

Nachdem die Mechanismen der Tumorzellen, der Erkennung durch das körpereigene 

Immunsystem (z. B. durch die Herunterregulation von MHC-Molekülen141,142 oder der 

Expression von HLA-G143,144) zu entgehen in den letzten Jahren besser aufgeklärt wurden, hat 

das Interesse an zielgerichteten Immuntherapien zur Krebsbekämpfung stark zugenommen. 

Zahlreiche Studien zeigten, dass das Tumormikromilieu die Effektivität von onkologischen 

Therapien beeinflusst126,140. Das Tumorstroma besteht aus verschiedenen Zellpopulationen 

wie z. B. T- und Natürliche Killer (NK)-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen, Fibroblasten 

und Endothelzellen. Tumor-infiltrierende lymphatische (TIL) Zellen können abhängig von ihrer 

Dichte und Aktivität das Tumorwachstum kontrollieren und sind in höherer Dichte mit einer 

besseren Prognose assoziiert. Für das NZK ist eine Korrelation des verstärkten 

Glukosestoffwechsels im Tumor mit einer geringeren CD8-positiven T-Zell-Infiltration 

beschrieben145,146. In weiteren Studien wurde die Modulation der Immunzellfunktion durch 

Laktat in Assoziation mit verstärkter Tumorprogression und Metastasierung gezeigt147,148. 

Laktat verstärkt die IL-23-Produktion in Monozyten und Makrophagen, induziert eine M2-

Polarisation in Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) und inhibiert die Aktivität von T- sowie 

NK-Zellen149,150. Für Melanom-Patienten wurde ein Zusammenhang zwischen der LDHA-

Expression, T-Zellaktivität, IFN-Expression der TIL und dem damit verbundenen verstärkten 

Tumorwachstum sowie einer immunsuppressiven Wirkung von Laktat nachgewiesen151. 
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Abbildung 4: Einfluss des „Warburg Effektes“ auf das Tumormikromilieu. 
, verstärkt; , vermindert; IFN, Interferon; OXPHOS, oxidative Phosphorylierung; NK-Zellen, natürliche 
Killerzellen; VEGF, vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor. 
 

1.6 Identifizierung von intra- und extrazellulären Biomarkern des NZK 

In den letzten Jahren führte eine Reihe von Microarray-45, Proteom-74 und Genomanalysen71 

zur Identifizierung einer Vielzahl von differentiell exprimierten Genen und Proteinen in NZK-

Läsionen im Vergleich zu gesunden Nierenepithelzellen, die mit der Metastasierung und dem 

Überleben der Patienten korrelierten152-154. Dies waren z. B. Komponenten des Zytoskeletts 

sowie der Signaltransduktionswege, der Zellproliferation und -motilität, der 

Expressionskontrolle, der Immunantwort und am Zellmetabolismus beteiligte Gene/Proteine. 

Besonders vielversprechend erwiesen sich Serumbiomarker für das metastasierende NZK wie 

C-reaktives Protein, VEGF, ALDOA, CA9, Tissue Inhibitor of Metalloproteinase (TIMP) 1, RAS 

p21 und IL-6153,155-159. Ebenfalls wurde zirkulierende Tumor-DNA (VHL, BAP1 und PRBM1) 

detektiert160. Weiterhin wurden Tumorstammzellmarker, vor allem Zelloberflächenproteine wie 

C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4), CD105, CD133 und CD44, als prognostische oder 

therapeutische Marker diskutiert161. 

Durch die zunehmende Bedeutung der Modulation des Tumormikromilieus wurde die 

Zusammensetzung von extrazellulären Membranvesikeln (Exosomen, EV) und anderen 

sekretierten tumoralen Proteinen untersucht. Für das NZK wurde eine Vielzahl von 

exosomalen Proteinen wie z. B. CA9 und HLA-G sowie mRNA von VEGF, MMP2 und MMP9 

identifiziert. Zusätzlich konnten zahlreiche Mikro-RNA (miR) wie die miR-183, deren 

Expression mit der Metastasierung, Angiogenese und der Herunterregulation der 

Immunantwort im NZK assoziiert war, in Exosomen nachgewiesen werden162. Die 

extrazelluläre Abgabe von Exosomen beeinflusst die Immunantwort163 und die 
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Tumormetastasierung164, wodurch EV, welche aus den meisten Körperflüssigkeiten isoliert 

werden können, als Quelle für potentielle diagnostische Biomarker des NZK gelten165-167.  

Im NZK gehen metabolische Veränderungen mit einer erhöhten Expression von Glykolyse- 

und Glutaminolyse-Enzymen sowie einer verminderten Expression verschiedener an der 

Atmungskette sowie an der Glukoneogenese beteiligter Enzyme einher. Dabei sind die 

metabolischen Alterationen abhängig vom Tumorgrad168. Ebenfalls wurden subtypspezifische 

differenzielle metabolische Signaturen detektiert, welche das kzNZK und das papilläre NZK 

vom chromophoben unterscheiden71,169. 

Einige dieser putativen molekularen Marker wurden vergleichend zu bestehenden 

prognostischen Parametern analysiert oder in bestehende Prognosescores integriert und 

zeigten eine Verbesserung der Prognosebewertung71,170,171. Jedoch wurde bisher keiner dieser 

Marker in der Klinik etabliert, da Studien zur unabhängigen oder prospektiven Validierung 

fehlen.  
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2 Ziele der Arbeit 

Der zelluläre Stoffwechsel hat sich als kritische Determinante für die Lebensfähigkeit und 

Funktion sowohl von NZK-Zellen als auch der Zellen des Tumormikromilieus herausgestellt. 

Um den enormen anabolen Bedarf aufrechtzuerhalten, unterscheidet sich der 

Tumormetabolismus stark von dem somatischer Zellen. Der tumorale Stoffwechsel führt zu 

einer Mikroumgebung, die häufig sauer, hypoxisch und/oder verarmt an kritischen Nährstoffen 

ist, welche von Immunzellen benötigt werden. In diesem Zusammenhang kann der veränderte 

Tumorstoffwechsel zur Verminderung der immunvermittelten Tumorerkennung führen. Der 

direkte Einfluss von VHL, CREB und Hypoxie auf den Tumormetabolismus sowie das 

Tumormikromilieu war zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Dissertation weitgehend 

unbekannt. Von daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit das VHL-, CREB- und 

Hypoxie-abhängige Expressionsprofil im NZK und onkogentransformierten Zellmodellen 

mittels Microarray- und/oder Proteomanalysen charakterisiert werden, die Auswirkungen auf 

den Zellmetabolismus untersucht und die funktionelle Bedeutung dieser Prozesse sowie ihr 

Einfluss auf die antitumorale Immunantwort aufgeklärt werden. Dabei wurden folgende 

Forschungsschwerpunkte bearbeitet: 

 

i. Charakterisierung der Transkriptmengen, des Gesamtproteoms und Sekretoms in 

VHL-negativen und VHL-positiven NZK-Zelllinien unter Normoxie und Hypoxie, 

ii. Identifizierung und Validierung von VHL-, HIF-, CREB-, und Hypoxie-abhängigen am 

Metabolismus beteiligten Genen/Proteinen,  

iii. Einfluss von VHL-Defizienz, CREB-Überexpression und Sauerstoffreduktion auf 

spezifische Vorgänge und Komponenten des Energiestoffwechsels,  

iv. Einfluss definierter Komponenten des Sekretoms auf die Immunantwort. 

 

Diese Studien sollten nicht nur zu einem besseren Verständnis der Rolle des 

Tumorenergiestoffwechsels und der Biologie von CREB, HIF und VHL in diesem Prozess 

führen, sondern ebenfalls dessen Einfluss auf die Immunantwort charakterisieren und NZK-

Kandidatentumormarker identifizieren, welche zur Etablierung prognostischer bzw. 

therapeutischer Strategien genutzt werden können. Das Verständnis der unterschiedlichen 

Stoffwechselbedürfnisse der verschiedenen Zellen, bietet die Möglichkeit, die Funktion der 

Immunzellen gezielt zu regulieren. Die Charakterisierung des Tumorstoffwechsels könnte 

metabolische Schwachstellen und somit langfristig Ansätze für eine verbesserte 

Immuntherapie aufdecken. 
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3 Beschreibung der publizierten Manuskripte 

3.1 „Distinct von Hippel-Lindau gene and hypoxia-regulated alterations in gene and 

protein expression patterns of renal cell carcinoma and their effects on 

metabolism“ 

 

Sandra Leisz, Kristin Schulz, Susanne Erb, Peter Oefner, Katja Dettmer, Dimitrios 

Mougiakakos, Ena Wang, Francesco M. Marincola, Franziska Stehle, Barbara Seliger 

 

Oncotarget (2015), 6(13):11395-406 

 

Das Wissen über die molekularen Mechanismen der zellulären Anpassung an den 

Funktionsverlust des VHL-Proteins und die tumorale Hypoxie im NZK hat in den letzten Jahren 

zugenommen. Jedoch gab es bisher nur wenige Informationen über die Überschneidungen 

und Unterschiede in der Gen-/Proteinexpression beider Prozesse. Ziel dieser Studie war es 

daher, VHL- und Hypoxie-regulierte Veränderungen im Stoffwechsel des humanen NZK 

mittels Transkriptom- und Proteomanalysen zu untersuchen. Die Auswirkung der VHL- und 

Hypoxie-regulierten veränderten Gen-/Proteinexpressionsmuster auf den zellulären 

Stoffwechsel wurde durch die Bestimmung der Glukoseaufnahme, der Laktatsekretion, des 

extrazellulären pH-Wertes, der Laktatdehydrogenase-Aktivität, des Aminosäuregehaltes und 

des ATP-Spiegels analysiert. Unter Verwendung von VHL-/VHL+-NZK-Zellen, welche unter 

normoxischen und hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden, konnten VHL-abhängige, HIF-

abhängige sowie VHL-/HIF-unabhängige Signaturen in den Gen- und 

Proteinexpressionsmustern identifiziert und anschließend in anderen NZK-Zelllinien validiert 

werden. Etwa 30 % der unter diesen unterschiedlichen Bedingungen differenziell exprimierten 

Gene/Proteine waren am zellulären Stoffwechsel beteiligt, was mit einem veränderten 

Metabolismus sowie mit VHL-abhängigen Veränderungen des intrazellulären 

Aminosäuregehaltes einherging. Zusammenfassend zeigt die Studie Überschneidungen, aber 

auch Unterschiede in der Expression, welche durch VHL-Funktionalität und Hypoxie 

kontrolliert werden, und demonstriert damit Unterschiede in der metabolischen Umschaltung 

des NZK. Weiterhin wurden potentielle neue Markerproteine für das VHL-defiziente oder 

hypoxische NZK identifiziert. 
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Beiträge der Autoren: Sandra Leisz hat das Manuskript zusammen mit Barbara Seliger 

konzipiert und geschrieben sowie folgende Experimente durchgeführt: Zellkultur und Hypoxie-

Inkubation, 2D-Gelanalysen mit anschließender Proteinidentifizierung, Expressionsanalysen 

(qPCR, Western Blots (WB)), sämtliche Stoffwechselanalysen mit Ausnahme der 

Aminosäuremessung, die gesamte Auswertung der Analysen inklusive der statistischen 

Auswertung. Franziska Stehle und Kristin Schulz waren an der Etablierung und Durchführung 

der 2D-Gelelektrophorese sowie an der Proteinidentifizierung beteiligt. Susanne Erb hat das 

Zellsystem und die Hypoxie-Analysen etabliert. Peter Oefner und Katja Dettmer haben die 

Aminosäuremessung durchgeführt. Dimitrios Mougiakakos hat den „Seahorse Analyzer“ und 

die für die Messung benötigten Verbrauchsmaterialien zur Verfügung gestellt. Francesco 

Marincola und Ena Wang haben die Microarray-Analyse durchgeführt. 
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3.2 „VHL-dependent alterations in the secretome of renal cell carcinoma: Association 

with immune cell response?“ 

 
Franziska Stehle, Sandra Leisz, Kristin Schulz, Nicolle Schwurack, Nico Weber, Chiara 

Massa, Jana Kalich, Corinna Fahldieck, Barbara Seliger 

 

Oncotarget (2015), 6(41):43420-37 

 

Proteine der extrazellulären Matrix modulieren die Interaktion zwischen Tumor, Stroma und 

Immunzellen innerhalb der Tumormikroumgebung und können damit ein immunsuppressives 

Tumormikromilieu aufbauen. Um die Sekretom-vermittelte, VHL-mediierte Interaktion 

zwischen Tumorzellen und T-Lymphozyten zu bestimmen, wurden periphere mononukleäre 

Blutzellen (Peripheral blood mononuclear cells, PBMC) von gesunden Spendern entweder in 

konditioniertem Medium einer VHL-defizienten NZK-Zelllinie (786-0 VHL-) bzw. den VHL-

transfizierten Zellen dieser NZK-Zelllinie (786-0 VHL+) oder direkt mit einer der beiden 

Zelllinien kokultiviert. Dabei wurde bei 786-0 VHL+-konditioniertem Medium eine höhere T-Zell-

Proliferation festgestellt. Durch die Anwendung eines quantitativen proteombasierten 

Ansatzes mittels differentieller Gelelektrophorese und anschließender Massenspektrometrie 

wurden 14 Proteine identifiziert, die im Sekretom der 786-0 VHL--Zellen im Vergleich zu den 

786-0 VHL+-Zellen differentiell exprimiert vorlagen. Alle identifizierten Proteine waren an 

tumorassoziierten biologischen Funktionen, einschließlich der Immunantwort, beteiligt. 

Funktionelle Studien zur verstärkten Superoxiddismutase 2 (SOD2)-Sekretion zeigten, dass 

diese ein Regulator der T-Zell-Aktivierung und des Zelltods ist. Die Inkubation der T-Zellen mit 

solublem SOD2 führte ebenfalls zu einer verminderten T-Zellaktivierung und IL-2-Sekretion, 

was auf eine kritische Rolle der extrazellulären SOD2-Spiegel für die T-Zellproliferation und -

aktivierung hinweist. Folglich konnten diese Daten erstmals eine direkte Assoziation des VHL-

Verlustes mit der Reduktion der T-Zellaktivität nachweisen. 
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Beiträge der Autoren: Sandra Leisz war an der Etablierung der Hypoxie-Experimente, der 

Proteinidentifizierung, der mRNA-Validierung und am Schreiben des Manuskriptes beteiligt. 

Franziska Stehle hat das Manuskript zusammen mit Barbara Seliger konzipiert und 

geschrieben. Kristin Schulz hat die enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) 

durchgeführt und war an der Proteinidentifizierung beteiligt. Nico Weber hat die 2D-

Gelelektrophorese des Sekretoms im Rahmen seiner Diplomarbeit durchgeführt. Nicolle 

Schwurack führte im Rahmen ihrer Bachelorarbeit die T-Zellanalysen durch. Chiara Massa 

beteiligte sich an der Etablierung der ELISA-Experimente. Corinna Fahldieck und Jana Kalich 

haben die FACS- und WB-Analysen durchgeführt.  
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3.3 „Hypoxia-mediated alterations and their role in the HER-2/neu-regulated CREB 

status and localization“ 

 

André Steven, Sandra Leisz, Katharina Sychra, Bernhard Hiebl, Claudia Wickenhauser, 

Dimitrios Mougiakakos, Rolf Kiessling, Carsten Denkert, Barbara Seliger 

 

Oncotarget (2016), 7(32):52061-52084 

 

Der Transkriptionsfaktor CREB ist an der Entwicklung von HER-2/neu-überexprimierenden 

murinen und humanen Tumoren beteiligt. Dabei wurde der Zusammenhang zwischen der 

HER-2/neu-vermittelten CREB-Aktivierung, der posttranslationalen Modifikation und 

Lokalisation von CREB und Veränderungen im zellulären Metabolismus aufgrund einer 

veränderten Tumormikroumgebung bisher nicht untersucht. In der vorliegenden Studie wurde 

gezeigt, dass das shRNA-vermittelte Silencing von CREB in HER-2/neu-transformierten Zellen 

zu einer verminderten Tumorbildung führte, sowie mit einer reduzierten Angiogenese und der 

Zunahme nekrotischer und hypoxischer Bereiche im Tumor einherging. In HER-2/neu-

transformierten Zellen wurde durch Hypoxie die Phosphorylierung von CREB am Serin 133, 

aber nicht am Serin 121 induziert. Dies war verbunden mit einer Hochregulation der Hypoxie-

induzierbaren Gene GLUT1 und VEGF, erhöhter Zellmigration und Matrix-Metalloproteinase-

vermittelter Invasion. Die Behandlung der HER-2/neu+-Zellen mit 

Signaltransduktionsinhibitoren, welche insbesondere die HER-2/neu-vermittelten Signalwege 

hemmten, konnte die Hypoxie-gesteuerte CREB-Aktivierung revertieren. Zusätzlich zu den 

Veränderungen in der Phosphorylierung verursachte Hypoxie in HER-2/neu+-Zellen eine 

transiente Ubiquitinierung und small ubiquitin-like modifier(SUMO)ylierung von CREB sowie 

eine Kolokalisation des nukleären CREB in der mitochondrialen Matrix. Eine mitochondriale 

Lokalisation von CREB wurde ebenfalls in hypoxischen Bereichen von HER-2/neu-positiven 

Mammakarzinomen nachgewiesen, was in vitro mit einem veränderten 

Genexpressionsmuster, einer veränderten Aktivität und einem veränderten Metabolismus der 

Mitochondrien assoziiert war und zu einer erhöhten Atmungsrate, oxidativen Phosphorylierung 

sowie einem erhöhten mitochondrialen Membranpotential führte. Diese Daten weisen darauf 

hin, dass die HER-2/neu-vermittelte CREB-Aktivierung, welche durch eine hypoxische 

Tumormikroumgebung verursacht wird, auf verschiedenen Ebenen zum neoplastischen 

Phänotyp von HER-2/neu-transformierten Zellen beiträgt. 
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Beiträge der Autoren: Sandra Leisz hat die extrazelluläre Flussmessung durchgeführt und 

ausgewertet. Weiterhin war sie an der Durchführung der Mausexperimente, der Etablierung 

der Hypoxie-Versuche, der ATP- und LDH-Messung und dem Schreiben des Manuskriptes 

beteiligt. André Steven hat gemeinsam mit Barbara Seliger das Projekt konzipiert und das 

Manuskript geschrieben. André Steven hat die gesamten Experimente mit Ausnahme der 

immunhistochemischen (IHC) Untersuchungen und der extrazellulären Flussmessung mit dem 

„Seahorse Analyzer“ durchgeführt. Katharina Synchra, Claudia Wickenhauser und Carsten 

Denkert führten die IHC-Analysen durch und stellten das humane Tumormaterial zur 

Verfügung. Bernhard Hiebl war an den Mausexperimenten beteiligt. Dimitrios Mougiakakos 

stellte den „Seahorse Analyzer“ sowie das Verbrauchsmaterial für die extrazelluläre 

Flussmessung zur Verfügung. Rolf Kiessling stellte die humanen HER-2/neu-Zellmodelle zur 

Verfügung. 
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3.4 „Linking CREB function with altered metabolism in murine fibroblast-based model 

cell lines” 

 

André Steven, Sandra Leisz, Claudia Wickenhauser, Kristin Schulz, Dimitrios Mougiakakos, 

Rolf Kiessling, Carsten Denkert, Barbara Seliger 

 

Oncotarget (2017), 8(57):97439-97463 

 

CREB ist häufig in Tumoren unterschiedlicher Histologie überexprimiert und verstärkt aktiviert, 

was zu erhöhter Proliferation, Migration, Invasion, Angiogenese sowie reduzierter Apoptose 

der Tumorzellen führt. Für die deregulierte Expression sind sowohl transkriptionelle als auch 

posttranskriptionelle Regulationsmechanismen ursächlich. Die vorliegende Studie zeigt, dass 

deregulierte CREB-Expressionsspiegel und -Aktivierung mit Veränderungen im zellulären 

Metabolismus assoziiert sind. Mittels vergleichender Proteomanalyse wurde ein differentielles 

Expressionsmuster, der am zellulären Stoffwechsel beteiligten Proteine bei CREB-

herunterregulierten HER-2/neu-transfizierten Zellen identifiziert. Dies war mit einem 

verminderten GLUT1-Expressionsniveau, reduzierter Glukoseaufnahme und reduzierter 

Expression glykolytischer Enzyme im Vergleich zu HER-2/neu+-Zellen verbunden. Weiterhin 

führte die Hypoxie-induzierte CREB-Aktivierung zu Veränderungen des Stoffwechsels in HER-

2/neu-transfizierten Zellen. Der verminderte pH-Wert im Zellkulturüberstand von HER-2/neu+-

Zellen war mit einer verstärkten intrazellulären LDH-Expression und Laktatsekretion assoziiert, 

wobei sich eine Reversion des Effektes durch die Herunterregulation von CREB zeigte. 

Darüber hinaus ging die Hypoxie-mediierte erhöhte CREB-Phosphorylierung am Serinrest 133 

mit einer verminderter ERK-Aktivität und der verstärkten Aktivierung der Proteinkinase B 

einher. Zusätzlich wurde gezeigt, dass CREB die Entgiftung von ROS durch die verstärkte 

Katalase-Expression fördert und somit die mitochondriale Aktivität unter oxidativem Stress 

schützt. Diese Daten charakterisieren den Zusammenhang zwischen der CREB-Funktion und 

dem veränderten Stoffwechsel in HER-2/neu-transformierten Zellen. Somit könnten die 

veränderten Stoffwechselwege einen therapeutischen Ansatz für die Behandlung von 

Patienten mit HER-2/neu-überexprimierenden Tumoren darstellen. 
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Beiträge der Autoren: Sandra Leisz hat die extrazelluläre Flussmessung und die 

massenspektrometrischen Proteinidentifizierung durchgeführt. Außerdem war sie am 

Schreiben des Manuskriptes beteiligt. André Steven hat gemeinsam mit Barbara Seliger das 

Projekt konzipiert und das Manuskript geschrieben. André Steven hat die Experimente mit 

Ausnahme der 2D-Gel-Analysen und der extrazellulären Flussmessung durchgeführt. Kristin 

Schulz realisierte die 2D-Gel-Analysen. Claudia Wickenhauser, Rolf Kiessling und Carsten 

Denkert waren am Schreiben des Manuskriptes beteiligt. Dimitrios Mougiakakos stellte den 

„Seahorse Analyzer“ sowie das Verbrauchsmaterial für die extrazelluläre Flussmessung zur 

Verfügung. 

 

 

Tabelle 3: Darstellung des prozentualen Eigenanteils der zusammengefassten 

Manuskripte. 

Manu-

skript 

Journal Erscheinungs

-jahr 

Impact 

Factor* 

Eigenanteil 

Experimenteller 

Anteil (%) 

Anfertigung des 

Manuskriptes (%) 

1 

Oncotarget 

2015 5,008 ca. 90 % ca. 85 % 

2 2015 5,008 ca. 20 % ca. 20 % 

3 2016 5,168 ca. 30 % ca. 30 % 

4 2017 4,849 ca. 20 % ca. 20 % 

Bei Oncotarget handelt es um ein Peer Review Open Access Journal mit den Schwerpunkten Onkologie 
und Zellbiologie. *, übernommen von der Datenbank Journal Citation Reports und scijournal.org (Impact 
Factor 2017). 
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4 Manuskripte 

4.1 „Distinct von Hippel-Lindau gene and hypoxia-regulated alterations in gene and 

protein expression patterns of renal cell carcinoma and their effects on 
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4.2 „VHL-dependent alterations in the secretome of renal cell carcinoma: Association 

with immune cell response?“ 
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5 Diskussion 

Das Institut für Medizinische Immunologie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

beschäftigt sich seit vielen Jahren mit dem Vergleich des Proteoms von NZK-Zelllinien mit 

Zelllinien von korrespondierendem Nierenepithel dieser Patienten121,122,172-177. Etwa 80 % der 

kzNZK weisen dabei einen Funktionsverlust des Tumorsuppressors VHL durch 

Promotormethylierung, Missense-Mutationen oder Deletionen in der Chromosom 3p-Region 

auf, was mit einem verminderten Abbau des sauerstoffabhängigen Transkriptionsfaktors HIF 

und der verstärkten Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB einhergeht. Die 

vorangegangen 2D-Gel-Analysen des Instituts und anderer Arbeitsgruppen zeigten bereits, 

dass im NZK häufig Proteine des Zellmetabolismus dereguliert vorliegen121,122,173,176,178,179. Die 

angefertigte Dissertation sollte deshalb den Einfluss der VHL-Funktion und Hypoxie sowie der 

Transkriptionsfaktoren HIF und CREB auf die Veränderungen im Zellmetabolismus in 

verschiedenen in vitro-Modellsystemen untersuchen. In Abbildung 5 sind die wesentlichen 

Untersuchungen der zusammengefassten Manuskripte schematisch dargestellt. In den 

folgenden Abschnitten werden die publizierten Ergebnisse mit der aktuellen Literatur diskutiert. 
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Abbildung 5: Schematische Übersicht der publizierten Untersuchungen zu den VHL-, Hypoxie-, 
und CREB-abhängigen Veränderungen im Zellmetabolismus. 
AS, Aminosäure; ATP, Adenosintriphosphat; CREB, Cyclic adenosin monophosphate response 

element-binding protein 1; GAP, Glycerinaldehyd-3-phosphat; FS, Fettsäure; ROS, reactive oxygen 

species; TCA, tricarbonic acid; VHL, Von Hippel-Lindau-Protein. Die durchgeführten Analysen zur 

Untersuchung der    VHL-Defizienz,     Hypoxie oder …..CREB-Überexpression wurden jeweils farbig 

markiert. 

 

5.1 Diskrepanz und Konvergenz des VHL-, CREB-, und Sauerstoff-gesteuerten 

Expressionsmusters 

In vorangegangenen Studien der VHL-abhängigen Expressionsveränderungen im NZK wurde 

hauptsächlich die Destabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF, welche als Hauptfunktion 

von VHL beschrieben ist, untersucht. Häufig wird dabei der Verlust des funktionellen VHL-

Proteins mit einem „pseudohypoxischen“ Zustand gleichgesetzt67. Die Ergebnisse der 

Manuskripte 1 und 2 zeigen jedoch, dass der Verlust des funktionellen VHL-Proteins nicht mit 

hypoxischen Verhältnissen gleichzusetzen ist. Unter den verwendeten Bedingungen wurden 
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662 Transkripte identifiziert, welche sauerstoffunabhängig durch VHL reguliert vorlagen 

(Manuskript 1). Dabei waren das Transkript Nidogen 2 (NID2) mit einer 60-fachen Reduktion 

und die Rat sarcoma (RAS)-assoziierte GTPase (RAB)31 mit einer 25-fach gesteigerten 

Expression am stärksten VHL-abhängig reguliert. RAB31-Überexpression ist bisher als 

prognostischer Marker für Brust-180,181, Magen-182, Pankreas183- und Leberzellkrebs184 bekannt 

und mit einem reduzierten metastasenfreien Überleben sowie mit einem kürzeren 

Gesamtüberleben der Patienten assoziiert. Somit könnte RAB31 ein wichtiges HIF-

unabhängig reguliertes Zielprotein in der Therapie des NZK darstellen. 

Das Glykoprotein NID2 bildet eine der ubiquitären Hauptkomponenten der Basallamina und 

fungiert als Verbindungsprotein zwischen dem Laminin- und dem Kollagennetzwerk185. Dabei 

zeigen Nidogen-Knock out-Mäuse keine Veränderungen in der Nierenbasallamina186. Weitere 

Arbeiten haben den Promotor des NID2-Gens bei Magenkrebs bis zu 95 % methyliert 

nachgewiesen, was zu einer stark verminderten Expression im Tumor führt187. Eine mittels 

TCGA-Daten erstellte Kaplan-Meier Überlebenskurve188 (Anhang Abbildung 1A) zeigt, dass 

eine niedrige NID2-Expression mit einem kürzeren Patientenüberleben im kzNZK assoziiert 

ist (p=0,009). Da NID2 in das humane Serum sezerniert wird, stellt dieses Protein einen 

zukunftsweisenden Marker für die Prognostik und Diagnostik des VHL-defizienten kzNZK dar. 

Dieses Ergebnis wird zusätzlich durch die Tatsache unterstützt, dass NID2 bereits als 

diagnostischer Marker für Leberzellkrebs dient189. 

Weiterhin wurden 194 VHL-unabhängige Hypoxie-regulierte Zielgene identifiziert, was darauf 

hinweist, dass die Inkubation unter Hypoxie zusätzlich HIF-unabhängig gesteuerte Funktionen 

aufweist, die in die Betrachtungen der Krankheits- bzw. Tumorentwicklung einbezogen werden 

sollten. Manuskript 3 zeigt unter Hypoxie eine verstärkte Phosphorylierung des 

Transkriptionsfaktors CREB am Serinrest 133, aber nicht am Serinrest 121. Das dieser 

Zustand HIF-bedingt ist, wurde mittels eines HIF1-Inhibitors untersucht. Diese Daten 

beweisen, dass die Hypoxie-Induktion mittels HIF-Stabilisierung zusätzlich indirekt weitere für 

die Tumorentwicklung essentielle Transkriptionsfaktoren wie CREB aktiviert. CREB spielt 

unter anderem eine Rolle in der Progression zahlreicher Tumorentitäten100,101,103-105,107,190 wie 

auch des kzNZK111,191. Zusätzlich wurde bereits in anderen Arbeiten gezeigt, dass eine HIF1-

Stabilisierung die CREB-Aktivierung verstärkt93,192-194. Außerdem interagiert HIF direkt mit dem 

CREB-bindenden Protein (Abbildung 2). Die Ergebnisse des Manuskriptes 3 zeigen, dass 

neben der erhöhten CREB-Aktivierung durch Phosphorylierung am Serinrest 133 ebenfalls die 

Lokalisation, Ubiquitinierung und SUMOylierung des Proteins unter hypoxischen Bedingungen 

verändert ist. Weiterhin ist die Hyperphosphorylierung von CREB unter Hypoxie beschrieben, 

welche zum proteasomalen Abbau des Transkriptionsfaktors führt195. Unter Sauerstoffmangel 

ist CREB bis zu 30 % außerhalb des Zellkerns lokalisiert, wobei dies mit einer gesteigerten 

mitochondrialen Lokalisation und einer verstärkten Bindung zum D-Loop der mitochondrialen 
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DNA einhergeht (Manuskript 3). Zusätzlich wurde bereits gezeigt, dass CREB unter Hypoxie 

die zelluläre Invasivität steuert194. Zusammenfassend lassen diese Daten darauf schließen, 

dass es eine große Konvergenz im VHL-Defizienz-, Hypoxie– und CREB-gesteuerten 

Expressionsmuster gibt. Ebenfalls existieren unabhängig voneinander regulierte Prozesse, 

welche in den folgenden Abschnitten detailierter betrachtet werden sollen. 

Mittels 2D-Gel-Analysen wurde die VHL-, CREB-, und Hypoxie-gesteuerte Proteinsignatur in 

verschiedenen Zellsystemen untersucht (Manuskript 1, Manuskript 2, Manuskript 4). Dabei 

zeigte sich, dass die prominenteste Gruppe der beeinflussten Proteine funktionell am 

Zellmetabolismus beteiligt ist (VHL 30 %, Hypoxie 38 %, CREB 35 %).  

Nur wenige der differentiell exprimierten metabolischen Enzyme konnten als HIF2-Zielgene 

identifiziert werden. Im NZK ist häufig HIF1 nicht exprimiert, während HIF2 die tumorigene 

Entwicklung der Zellen vorantreibt. Die verwendete kzNZK-Zelllinie besitzt ebenfalls keine 

HIF1-Expression. Da die HIF-Ubiquitinierung und der damit verbundene proteasomale 

Abbau des HIF-Proteins gleichermaßen durch VHL-Defizienz oder Hypoxie gehemmt wird, 

wurden die HIF2-Zielgene durch die konträre Expression nach VHL-Transfektion versus 

Hypoxie-Inkubation nachgewiesen. Eines dieser identifizierten HIF2-Zielgene, welches am 

Zellmetabolismus beteiligt ist, stellt die Transglutaminase (TGM) 2 dar (Manuskript 1, 

Supplementary table 6). Diese Protein-Glutamin-γ-Glutamyltransferase wurde bereits von 

Wykoff et al. als Hypoxie- und VHL-abhängig differentiell exprimiert beschrieben196. Die 

Transglutaminasefunktion der TGM2 katalysiert den Transfer eines Acylrestes von 

proteingebundenen Glutaminresten auf primäre Amine. Wenn an dieser Reaktion neben der 

γ-Glutamylgruppe der Aminosäure Glutamin auch die ε-Aminofunktion eines 

proteingebundenen Lysinrestes beteiligt ist, kommt es zu einer intra- oder intermolekularen 

Vernetzung von Proteinen durch Ausbildung einer Isopeptidbindung197. Die TGM stellt damit 

stabile Querverbindungen innerhalb oder zwischen Proteinen her, welche nicht durch 

Proteasen gespalten werden können198. Die Gewebsglutaminase TGM2 hat außerdem nicht 

nur die Funktion der posttranslationalen Proteinmodifikation, sondern ebenfalls zahlreiche 

weitere intra- und extrazelluläre Funktionen199,200 (Abbildung 6). Dabei liegt das 

calciumabhängige Enzym normalerweise inaktiv im Zytoplasma vor und wird durch Stress, 

Trauma oder Entzündungsprozesse aktiviert201. TGM2 kann zusätzlich im Zellkern, in der 

Plasmamembran oder im extrazellulären Raum lokalisiert sein198,202. Entzündungsprozesse 

spielen häufig in der Tumorentwicklung, Invasion und Metastasierung eine progressive 

Rolle203,204. Dabei geht eine gesteigerte TGM2-Expression in Tumorzellen mit erhöhter 

Metastasierung, Therapieresistenz und kürzerem Patientenüberleben einher, was bereits für 

verschiedene Tumorentitäten, wie das Pankreaskarzinom205, Brust-206, Ovarial-207 und nicht-

kleinzelligem Lungenkrebs208 sowie das maligne Melanom209, Glioblastom210 und NZK211,212, 

beschrieben wurde. Die Auswertung von TCGA-Daten weisen auf ein verringertes Überleben 
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von kzNZK-Patienten mit hoher TGM2-Expression hin (Kaplan-Meier Überlebenskurve, 

Anhang Abbildung 1B). TGM2 steuert außerdem die epithelial-mesenchymale Transition 

(EMT)213-215. Ku et al. zeigten, dass die Induktion der TGM2-Expression den 

Tumormetabolismus mittels Reduktion der Aconitase-Expression im NZK beeinflusst216. Die 

mitochondriale Aconitase katalysiert im TCA-Zyklus die Umwandlung von Citrat zu Aconitat. 

Citrat dient ebenfalls der Fettsäure- bzw. Cholesterol-Biosynthese (Kapitel 5.5). Weiterführend 

wird die TGM2 in seiner geschlossenen GTP-gebundenen Form bereits als 

Tumorstammzellmarker beschrieben217. 

 

 

Abbildung 6: Funktionen der TGM2. 
TGM2 fördert oder hemmt verschiedene zelluläre oder extrazelluläre Funktionen abhängig von seiner 
Lokalisation und den Stressbedingungen. Verschiedene Entzündungs- oder Stresssignale erhöhen die 
TGM2-Expression (1). Unter Normalbedingungen (niedrige intrazelluläre Calciumkonzentration) liegt 
TGM2 in einer kompakten, katalytisch inaktiven Form vor. In dieser Form werden die katalytisch 
unabhängigen Funktionen der TGM2 direkt durch die Bindung von GTP und der damit assoziierten 
Aktivitäts-, Stabilitäts- und Funktionsänderung oder indirekt über die Induktion der Genexpression 
gesteuert (2). Extreme Stress- oder Traumabedingungen erhöhen die intrazelluläre 
Calciumkonzentration (3), was zur katalytischen Aktivierung von TGM2 führt (4). Katalytisch aktives 
TGM2 induziert die Vernetzung von zellulären Proteinen und begünstigt den Zelltod (5). In den 
extrazellulären Raum sezerniert, vernetzt katalytisch aktives TGM2 die Proteine der extrazellulären 
Matrix (EZM), was zu einer Stabilisierung und damit zur verstärkten Zelladhäsion bzw. –motilität führt 
(6). ROS, reaktive Sauerstoffspezies; TGF-β, Transforming growth factor β; NFκB, nuclear factor k-light-
chain-enhancer of activated B cells; GTP/GDP, Guanosintriphosphat /Guanosindiphosphat. Verändert 
nach Mehta et al., 2010218 
 

Konträre TGM2-Level wurden sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in der NZK-

Zelllinie 786-0 validiert (Abbildung 7). In weiteren Analysen zeigte sich eine Induktion der 

TGM2-mRNA in 7 NZK-Zelllinien nach Inkubation unter einer verminderten 
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Sauerstoffkonzentration (1 % O2, 24 h). Die verstärkte TGM2-Expression korrelierte mit der 

HIF2α-Proteinmenge bzw. der Fähigkeit zur Hypoxie-Induktion der Zellen (Abbildung 8). 

Zusätzlich konnte eine TGF--induzierbare Hochregulation sowie eine verstärkte Expression 

in Sunitinib-adaptierten Kolonkarzinomzelllinien und einer Melanomzelllinie (Daten nicht 

gezeigt) im Vergleich zu den Sunitinib-sensitiven Zellen nachgewiesen werden. Sunitinib ist 

ein TKI, welcher hauptsächlich gegen die Aktivität des VEGF- und PDGF-Rezeptors gerichtet 

und in der Therapie des metastasierenden NZK zugelassen ist. Interessanterweise zeigten 

Huang et al., dass Sorafinib, ein TKI mit ähnlichem Wirkspektrum, die Proliferation, Migration 

und Invasion von NZK-Zellen über die Reduktion der CREB-Phosphorylierung inhibiert219. 

Grundsätzlich steigert TGM2-Expression die HIF1α-Expression220 und die Phosphorylierung 

von CREB am Serinrest 133 über den Abbau der Serin-Threonin-Phosphatase PP2A-α, was 

zum Anschalten CREB-gesteuerter EMT-Gene wie der Matrixmetalloproteinase (MMP) 2 

führt221. Diese zusätzlichen Ergebnisse und die funktionelle Komplexität dieses Enzyms in der 

Tumorentstehung beweisen seine Eignung als zukünftiges therapeutisches Ziel im kzNKZ.  

A)          B) 

 
Abbildung 7: Validierung der TGM2-Transkript- und Proteinmenge unter Normoxie und Hypoxie. 
Mittels 2D-Gel Analysen wurde eine VHL-abhängig herunterregulierte TGM2-Proteinmenge detektiert 
(Manuskript 1). Zur Validierung der Ergebnisse wurde die TGM2-mRNA-Expression mittels quantitativer 
Echtzeit-PCR (qPCR) (A) sowie die Proteinmenge mittels Immunoblotanalysen (B) bestimmt. Dabei 
wurde die VHL-defiziente NZK-Zelllinie 786-0 mit einem Leervektor (Vektor) und einem VHL-
Überexpressionskonstrukt (VHL+) stabil transfiziert. Die VHL-negativen (786-0, Vektor) und VHL-
positiven (VHL+) NZK-Zellen wurden für 24 h unter Normoxie (21 % O2) oder Hypoxie (1 % O2) inkubiert 
und anschließend, wie im Material und Methodenteil des Manuskriptes 1 beschrieben, die mRNA-
Expression und das Protein detektiert. Die qPCR erfolgte mit spezifischen Primern (TGM2fwd, 
ATGGTCAACTGCAACGATGA; TGM2rev, GTCATGGGCCGAGTTGTAGT). Das Diagramm zeigt die 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten (A). Die 
Immunoblotanalysen erfolgten mit einem TGM2-spezifischen Antikörper (Cell Signaling, Frankfurt am 
Main, Deutschland). Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Replikat aus drei unabhängigen 
Experimenten (B). 
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Abbildung 8: Einfluss von Hypoxie und HIF2α-Proteinmenge auf die TGM2-mRNA-Expression. 
15 NZK-Zelllinien wurden für 24 h unter Normoxie und Hypoxie (1 % O2) inkubiert, die RNA der Zellen 
extrahiert und das TGM2-Transkriptlevel, wie in Abbildung 6 beschrieben, detektiert. Die Induzierbarkeit 
der HIF-Zielgene GLUT1 und VEGF wurde anhand der mindestens 1,5-fachen Induktion der 

Transkriptmengen unter Hypoxie bestimmt (HIF-Zielgene induzierbar: +, Induktion von GLUT1 und 

VEGF 1,5; -, keine Induktion oder 1,5). Die HIF2α-Proteinmenge wurde unter Normoxie mittels 

Immunoblotanalysen unter Verwendung eines HIF2α-spezifischen Antikörpers (Novus Biologicals, Bio-
Techne, Wiesbaden, Deutschland) analysiert (Daten nicht gezeigt; -, kein HIF2α-Protein detektierbar; -
/+; wenig Protein detektierbar; +, verstärkt HIF2α-Protein detektierbar). Dabei weist eine stabile HIF2α-
Proteinmenge und die fehlende Induktion der HIF2α -Zielgene (GLUT1, VEGF) unter Hypoxie auf eine 
defiziente VHL-Proteinfunktion hin. Eine Hochregulation der TGM2-Expression unter Hypoxie zeigen 7 
von 9 Hypoxie-induzierbare NZK-Zelllinien. Bei den Zelllinien, welche eine fehlende Induktion der 
HIF2α-Zielgene (GLUT1, VEGF) aufwiesen, war keine Hochregulation der TGM2-Expression 
detektierbar. Die Darstellung zeigt ein biologisches Replikat.  
 

Bis heute gibt es keinen therapeutisch zugelassenen TGM2-Inhibitor. Die Firma Zedira testet 

derzeit den reversiblen Inhibitor ZD1227 gegen Zöliakie in klinischen Studien222. In 

experimentellen Arbeiten mit verschiedenen TGM2-Inhibitoren wurde bereits ein antitumoraler 

Effekt nachgewiesen223. Dabei führte die Behandlung mit dem Inhibitor GK921 im Xenograft-

Modell zu einem reduzierten NZK-Wachstum, zur Stabilisierung von TP53 und zu einem 

synergistischem antitumoralen Effekt bei zusätzlicher Doxorubicin-Behandlung224. Der 

klinische Einsatz dieser TGM2-Inhibitoren ist aufgrund seiner unspezifischen Hemmung 

anderer Transglutaminasen kritisch222. Ebenfalls wurden bereits HIF-Inhibitoren in in vitro- und 

in vivo-Experimenten getestet. So wirkte der HIF-Inhibitor 2-Methoxyestradiol, welcher 

ebenfalls in Manuskript 4 verwendet wurde, synergistisch mit Sorafenib 

progressionshemmend auf Leberzellkarzinome im Tiermodell225. Zusätzlich wurden 
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Inhibitoren, welche die Dimerisierung von HIF2 mit HIF im Zellkern verhindern, gegen NZK-

Zellen getestet226,227. Der Inhibitor PT2385 befindet sich zurzeit in der klinischen Studie Phase 

I (NCT02293980) gegen das fortgeschrittene kzNZK. Eine weitere Möglichkeit der 

Hochregulation von TGM2 oder auch der HIF-Stabilisierung direkt entgegen zu wirken, wäre 

der Einsatz von siRNA oder miR. In siRNA-Studien sowohl gegen HIF2α als auch gegen TGM2 

wurde eine verminderte Proliferation und erhöhte Apoptose von NZK-Zellen detektiert228,229. 

Die Transfektion von NZK-Zellen mit der miR-1285 führte zum Abbau von TGM2, was mit der 

Hemmung der Proliferation einherging230. Zusätzliche eigene Analysen weisen auf eine VHL-

abhängige Regulation der miR-1285 hin (Daten nicht gezeigt). In den letzten Jahren wurden 

miR identifiziert, welche die posttranskriptionelle Regulation von VHL (miR-210, miR-224), 

HIF2 (miR-182-5p), HIF-Zielgene, wie VEGF (miR-17-5p) oder CA9 (miR-155), oder CREB 

(miR-22-3p, miR-26a-5p, miR-27a-3p, miR-221-3p) im NZK steuern231,232. Die Arbeitsgruppe 

von Carsten Müller-Tidow entwickelt seit einigen Jahren zunächst an der Martin-Luther-

Universität Halle-Wittenberg und später an der Ruprecht-Karls-Universität Heidelberg si- oder 

miR-gekoppelte therapeutische Antikörper, um Therapieresistenzen zu überwinden und 

zielgerichtete Tumortherapien zu entwickeln233,234. Zukunftsweisend wäre es ebenfalls für das 

kzNZK denkbar, siRNA/miR gegen HIF, CREB oder TGM2, wie z. B. die miR-1285, an einen 

Antikörper wie WX-G250 (Rencarex, Wilex), zu koppeln, um zielgerichtete Therapien zu 

verbessern und Therapieresistenzen zu überwinden. WX-G250 ist gegen das Protein CA9 

gerichtet, welches zu 95 % auf der Oberfläche von NZK-Zellen vorkommt235 und ebenfalls ein 

HIF-Zielgen darstellt81. Die Zulassung des Antikörpers scheiterte 2017 in der Phase III der 

klinischen Zulassungsstudien, weil der Antikörper singulär zu keiner Verlängerung des 

rezidivfreien Überlebens führte236. 

 

5.2 Der Einfluss von VHL, CREB und Hypoxie auf die Glykolyse 

Der zelluläre schrittweise Abbau von Monosacchariden (Glukose) wird als Glykolyse 

bezeichnet. In Manuskript 1 und 4 wurde einerseits gezeigt, dass der intrazelluläre 

Glukosetransport (2-fach) VHL-abhängig sowie durch CREB-Minderexpression erniedrigt 

wird. Dies geht mit der verringerten Expression des Glukosetransporters GLUT1 einher, 

welcher im NZK mit dem Tumorgrad, einer verminderten Infiltration von CD8-positiven T-Zellen 

und dem Patientenüberleben korreliert146,237. In der vorliegenden Arbeit wurden VHL-abhängig 

reduzierte Proteinmenge zahlreicher Glykolyseenzyme wie Aldolase (ALDOA), 

Triosephosphatisomerase (TPI) 1, Enolase (ENO) und Pyruvatkinase (PKM) nachgewiesen, 

während durch Hypoxie keine Hochregulation der Phosphoglyceratmutase (PGAM) 1 und 

PKM beobachtet wurde (Manuskript 1). Zusätzlich wurden durch verminderte CREB-

Expression die Glykolyseenzyme TPI1, ENO1, PGAM1, PKM und die Phosphoglyceratkinase 

(PKG)1 herunterreguliert detektiert (Manuskript 4). Umgekehrt kommt es daher in VHL-
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defizienten und CREB-aktiven Tumorzellen nicht ausschließlich zu einer erhöhten 

Glukoseaufnahme, sondern zur gesteigerten glykolytischen Aktivität, welche mittels 

extrazellulärer Flussmessung (Fluxanalyzer, Seahorse) detektiert wurde (Manuskript 1 und 4). 

Craven et al. zeigte in NZK-Primärzelllinien bereits 2006 eine vermehrte ALDOA-

Expression238. Weiterhin konnte eine gesteigerte Konzentration im Serum von NZK-Patienten 

nachgewiesen werden239. Die gesteigerte ALDOA-Expression ist mit einem kürzeren 

Gesamtüberleben157 und einem kürzeren rezidivfreien Überleben (Anhang Abbildung 1C) 

assoziert und geht in vitro mit einer gesteigerter Proliferation, Migration und Invasion von NZK-

Zellen einher240. ALDOA repräsentiert damit einen potentiellen Biomarker, welcher einerseits 

für die Detektion hypoxischer Tumorbereiche und anderseits bei Tumoren, welche mit einem 

Funktionsverlust des VHL-Proteins einhergehen, verwendet werden könnte. Für die 

Glykolyseenzyme ENO1 und TPI1 wurden zusätzlich erhöhte Proteinmengen im Sekretom der 

VHL-defizienten NZK-Zellen gefunden, was darauf schließen lässt, dass beide Enzyme in der 

Zusammensetzung des Tumormikromilieus (TME) eine Rolle spielen oder als prognostische 

Serummarker zur Erkennung des NZK dienen könnten (Manuskript 2). Die Expression von 

ALDOA und ENO1 wird von mehreren HRE im Promotorbereich gesteuert125. ENO1 wurde 

bereits als prognostischer und diagnostischer Faktor in verschiedenen Tumoren wie z. B. 

Magen-, Prostata-, Dickdarm- oder Brustkrebs identifiziert241, wobei das Enzym den Abbau der 

extrazellulären Matrix und damit die Migrationsfähigkeit der Tumorzellen steigert. Weiterhin 

stellt ENO1 eine potentielle Zielstruktur für gerichtete Immuntherapien dar. Für TPI1 ist bisher 

keine extrazelluläre Funktion bekannt. Allerdings wurde das Enzym als 

Tumorstammzellmarker sowie als prognostischer Faktor für Magenkrebs beschrieben242. 

In Manuskript 4 wurde gezeigt, dass das die verminderte Expression von CREB durch „Small 

hairpin“ RNA (shRNA) in einem Zellmodell der onkogenen Transformation zu einer 

verminderten glykolytischen Aktivität und zur verminderten Expression von Glykolyseenzymen 

wie TPI1, PGAM, ENO1 und PKM2 führt. Zusätzlich wurde auch eine reduzierte Enzymaktivität 

nachgewiesen. Dabei weisen die Promotorregionen jedes dieser Enzyme regulatorische CRE-

Elemente auf. Von daher kann angenommen werden, dass die erhöhte Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors CREB durch die Stabilisierung von HIF bei Hypoxie oder VHL-

Funktionsverlust zum metabolischen Umschalten der Tumorzellen zur verstärkten Glykolyse 

beiträgt. Das HIF-Stabilisierung zur verstärkten CREB-Phosphorylierung führt, wurde bereits 

für andere Tumorentitäten nachgewiesen93,192-194 und zusätzlich in Manuskript 3 gezeigt sowie 

in Manuskript 4 durch den Einsatz des HIF1-Inhibitors 2-Methoxyestradiol bestätigt.  

In den letzten Jahren wurde der Einfluss des Tumormetabolismus insbesondere der Glykolyse 

auf Immunzellen untersucht, da immer wieder neue Mechanismen bekannt werden, wie 

Tumorzellen der Erkennung des Immunsystems entgehen (immune escape-Mechanismen) 

und in Folge dessen ungehindert wachsen können243-246 oder nicht auf Therapien 
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ansprechen247,248. Cascone et. al zeigte beispielweise 2018, dass die Überexpression von 

Glykolysegenen, wie z. B. ALDOA und PGAM, im Tumor die T-Zellaktivität verringert, während 

die Hemmung der Glykolyse zur T-Zell-mediierten Erkennung des Tumors durch das 

Immunsystem führte112. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Umschalten des 

Metabolismus (durch VHL-Defizienz, Hypoxie oder CREB-Aktivierung) zur Glykolyse dem 

Entgehen der Tumorzellen vor der Erkennung des Immunsystems beiträgt, wie im Abschnitt 

5.7 diskutiert wird. Weiterhin wurde bereits ein therapeutischer Einsatz des Glykolyseinhibitors 

Dichloroacetat untersucht249-253. Dabei hat sich die Behandlung mit Dichloroacetat allerdings 

als immunzellhemmend erwiesen254-256. Zusätzlich zeigten Analysen mit Inhibitoren der 

Glukoseaufnahme (GLUT1-Hemmer) wie Resveratrol oder Apigenin (Flavon) antitumorale 

Effekte257,258. In Abbildung 9 sind die einzelnen Reaktionsschritte der Glykolyse schematisch 

dargestellt, wobei die durch VHL-Defizienz, Hypoxie und CREB-Überexpression regulierten 

Enzyme jeweils farbig hervorgehoben sind. 
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Abbildung 9: VHL-, CREB- und Hypoxie-abhängige differenziell exprimierte Enzyme der 
Glykolyse. 
Die Abbildung zeigt schematisch die Reaktionsschritte der Glykolyse, dabei wurden die regulierten 
Enzyme farbig markiert (     VHL-Defizienz,     Hypoxie, …..CREB-Überexpression). 
ALDOA, Aldolase; ENO, Enolase; HK, Hexokinase; PGAM, Phosphoglyceratmutase; PGK, 
Phosphoglyceratkinase; PKM, Pyruvatkinase M; TPI, Triosephosphatisomerase. 
 

5.3 Differentieller Einfluss von VHL, CREB und Hypoxie auf die Atmungskette und die 

mitochondriale Aktivität 

Die Untersuchungen des VHL-, CREB-, und Hypoxie-regulierten Proteinmusters zeigten nicht 

nur Änderungen in der Glykolyse, sondern ebenfalls im TCA-Zyklus, der oxidativen 

Phosphorylierung (OXPHOS) und der mitochondrialen Aktivität. Die OXPHOS ist ein 

effizienter Mechanismus zur Synthese von ATP aus ADP. Dabei erfolgt die 

Elektronentransportkette über vier Redoxkomplexe in der mitochondrialen Matrix. Komplex I 

(NADH-Dehydrogenase) reduziert mittels Elektronen aus NADH, während Komplex II 

(Succinatdehydrogenase) Succinat zu Fumarat mittels der Reduktion von Flavin-Adenin-
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Dinukleotid (FAD) zu FADH2 oxidiert259. Beides führt letztendlich zur Reduktion von Ubichinon 

zum Ubihydrochinon. Die Detektion der Succinatdehydrogenase (SDH)A-Proteinmenge zeigte 

eine zweifache VHL-abhängige Hochregulation (Manuskript 1). In Krebszellen kommt es 

häufig zu loss of function-Mutationen von SDHA, welche zur Ansammlung von Succinat 

(Onkometabolit) führen, sowie epigenetische Veränderungen induzieren, die zum malignen 

Phänotyp beitragen260-263. Dies weist darauf hin, dass die verminderte SDHA-Proteinmenge 

zur Malignität von VHL-defizienten Tumoren beitragen könnte, was weiterführend in 

funktionellen Untersuchungen überprüft werden sollte. Ebenfalls wurden VHL-abhängig 

höhere Proteinmengen des Komplex III (Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase) der OXPHOS 

nachgewiesen. Dieses Enzym katalysiert die Reduktion von Cytochrome-c und trägt 

entscheidend zur Erzeugung des Protonenkonzentrationsunterschieds zwischen der inneren 

und äußeren Mitochondrienmembran bei. Weiterhin wurde eine VHL-abhängige 

Hochregulation der Aconitase (ACO)1 nachgewiesen, welche unter Hypoxie reversibel war 

(Manuskript 1). Für die Reduktion der ACO1 durch VHL-Defizienz oder Hypoxie könnte die 

verstärkte Expression der TGM2 ursächlich sein (Kapitel 5.1). ACO1 katalysiert die 

Umwandlung von Citrat zu Aconitat im TCA-Zyklus. Die verminderte Expression der ACO1 

könnte zu einer Citratanreicherung führen, welche wiederum die Fettsäuresynthese induziert, 

wobei es zu den für das NZK typischen Lipidablagerungen kommt (Kapitel 5.5).  

Aufgrund dieser Ergebnisse scheint es nicht verwunderlich, dass VHL-defiziente Zellen eine 

verminderte respiratorische und mitochondriale (Dehydrogenase-) Aktivität zeigen (Manuskript 

1). Währenddessen führt die CREB-Minderexpression zu einer niedrigeren respiratorischen 

Reserve, zur verminderten Aktivität der OXPHOS (Manuskript 3) und zu einer verminderten 

Citratsynthaseproteinmenge (Manuskript 4), was darauf hinweist, dass Tumore mit einer 

erhöhten CREB-Expression/-Aktivität ebenfalls eine erhöhte mitochondriale Aktivität 

aufweisen. 

Verminderte mitochondriale Aktivität, wie sie bei VHL-Defizienz oder Sauerstoffreduktion 

nachgewiesen wurde (Manuskript 1), führt zu einer Aktivierung von CREB264 sowie zur 

verstärkten ROS-Freisetzung265 (Kapitel 5.6). Andererseits kam es zu einer stärkeren 

mitochondrialen Lokalisation von CREB unter Hypoxie (Manuskript 3). Um diese teilweise 

widersprüchlichen Daten aufzuklären, bedarf es weiterer Untersuchungen. 

 
5.4 VHL-abhängige Reduktion des Aminosäuremetabolismus 

Die Bestimmung des intrazellulären Aminosäurelevels zeigte eine Reduktion von bis zu 25 % 

durch Reversion der VHL-Funktionalität (Manuskript 1). Dabei war die Aminosäure (AS) Serin, 

welche eine funktionelle Rolle bei der Aktivierung von Kinasen durch die Phosphorylierung von 

Serinresten besitzt, 2,5-fach reduziert. In früheren Studien wurde gezeigt, dass Tumorzellen 

in der Lage sind exogenes Serin aufzunehmen266. Zusätzlich wurde eine signifikante 

Reduktion der Aminosäuremenge von Glycin, Methionin, Tryptophan, Alanin und Glutamin 
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detektiert (Manuskript 1). Ein Zusammenhang der Tumorzellproliferation mit dem 

intrazellulären Serin-, Glutamin- und Glycinlevel wurde bereits in anderen Arbeiten 

nachgewiesen267. Glutamin ist die am stärksten vertretene freie AS im Zellstoffwechsel und 

spielt neben der aeroben Glykolyse eine Schlüsselrolle im Vorantreiben des 

Tumorwachstums138. Glutamin wird auf vielen verschiedenen Wegen metabolisiert, um in 

proliferierenden Zellen Energie und Biomasse zur Membran- sowie DNA-Synthese zu 

erzeugen268,269. Weiterhin ist Glutamin an der NADPH-Regeneration und Erhaltung des 

Glutathionlevels und damit an der Neutralisierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 

beteiligt (Kapitel 5.6). Dementsprechend kann der Glutaminstoffwechsel bei aerober Glykolyse 

die Glukoseoxidation ersetzen270. Dieser Effekt wurde mittels isotopisch markiertem 13C-

Glutamin nachgewiesen271-273. Da sich die Glutaminolyse mit einem Teil des TCA-Zyklus 

überschneidet, verwenden stark proliferierende Zellen Glutamin (über die Metabolisierung zu 

Glutamat und anschließend -Ketoglutarat) als Energie- und Ammoniumquelle274. Dabei 

spielen die verstärkte Aufnahme, aber auch eine erhöhte Glutaminaseaktivität eine treibende 

Rolle275. Durch diese metabolische Flexibilität, welche die Glutaminolyse für den TCA-Zyklus 

ermöglicht, schaffen es Tumorzellen, während der Tumorprogression auf die sich ändernde 

Mikroumgebung zu reagieren131. Kappler et al. zeigte in verschiedenen Tumorzelllinien 

(Brustkrebs, Osteosarkom, Plattenepithelkarzinom), dass die HIF1-Aktivität durch den 

Glutaminmetabolismus (Glutaminolyse) und die damit verbundene zelluläre 

Ammoniumanreicherung unter normoxischen Bedingungen verstärkt wird, was mit einer 

gesteigerten Expression von HIF-Zielgenen wie CA9, erhöhter Proliferation und verringerter 

Alaninproduktion der Zellen einherging276,277. Außerdem wurde eine Reversion der HIF-

Stabilisierung durch die Behandlung der Zellen mit Acetylsalicylsäure, Ascorbat oder Ibuprofen 

unter Normoxie erreicht277. Ascorbat ist als Kofaktor der Prolinhydroxylasen bekannt278. Für 

das papilläre NZK und kzNZK ohne funktionellen VHL-Verlust wurde eine negative Korrelation 

der Ascorbatspiegel mit der Expression von HIF-Zielgenen nachgewiesen. Bei VHL-

defizienten kzNZK konnte keine Modulation der HIF-Aktivität gezeigt werden, da der HIF-

Abbau unabhängig von der Hydroxylierung gehemmt wird279. 

Weiterhin ist Glutamin am Nukleotidaufbau beteiligt und fungiert als Elektronendonor in der 

anaplerotischen Synthese von Aspartat275,280. Zusätzlich weist die verstärkte Expression der 

Guanosinmonophosphat (GMP)-Synthase durch VHL-Defizienz auf eine verstärkte Synthese 

von GMP mittels ATP-abhängiger Glutaminhydrolyse hin, welches zum Aufbau zum Nukleotid 

Guanosintriphosphat (GTP) oder der Base Guanosin beiträgt. GTP fungiert ähnlich wie ATP 

als Energieträger. Wobei eine erhöhte GTP-Konzentration eine funktionelle Bedeutung für die 

TGM2-Aktivität haben könnte (Abbildung 5, GTP-abhängige Funktion). Eine Aktivierung der 

Transkriptionsfaktoren MYC und mTOR, wie im NZK bereits gezeigt, führen zur verstärkten 

Glutamin- und Tryptophanaufnahme in Tumorzellen281-283. Folglich könnte die Reduktion des 
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intrazellulären Glutaminlevels in der Therapie des NZK einen hemmenden Effekt auf das 

Tumorzellwachstum haben. Dazu konnte Shroff et al. bereits zeigen, dass 

Glutaminaseinhibitoren, dass Tumorwachstum des kzNZK reduzieren284. Anderseits sind 

Glutamin und Tryptophan essentielle AS für die T-Zellfunktion285,286, was zur 

Immunsuppression führen könnte. 

 

5.5 Die Rolle von VHL und Hypoxie im Abbau und Transport von Fettsäuren 

Das kzNZK ist histologisch häufig durch lipid- und glykogenreiche Einlagerungen im 

Zytoplasma gekennzeichnet. Dabei wird die Fettsäuresynthese durch einen Citratüberschuss 

induziert287. Citrat wird einerseits über die Metabolisierung von Pyruvat über Acetyl-CoA im 

TCA-Zyklus angereichert, andererseits kann Citrat auch mittels Glutaminolyse (Kaptiel 5.4) 

produziert werden. Überschüssiges Citrat wird ins Zytosol transportiert und dort in 

zytosolisches Acetyl-CoA umgewandelt und anschließend zu Malonyl-CoA carboxyliert288. 

Fettsäuren dienen als Substrate für die Membransynthese, Energiespeicher und zur 

Produktion von Signalmolekülen. Du et al. beschreibt HIF-induzierte Lipidablagerungen, 

welche mit dem verminderten Fettsäureabbau und verminderten mitochondrialen 

Fettsäuretransport einhergehen289. Dabei inhibiert HIF die Expression der Carnitin-

Palmitoyltransferase 1A. Interessanterweise sind die beschriebenen zellulären 

Lipidablagerungen glukose-, aber nicht glutaminabhängig. 

Die Enoyl-CoA-Hydratase (ECHS1), welche am Fettsäureabbau beteiligt ist, wurde in der 

vorliegenden Arbeit als VHL-abhängig hochreguliert identifiziert (Manuskript 1). Der Abbau von 

Fettsäuren (β-Oxidation) in den Mitochondrien erzeugt Acetyl-CoA und die 

Reduktionsäquivalente NADH und FADH2, die mittels OXPHOS zur Herstellung von 

mitochondrialem ATP verwendet werden. In einer erst kürzlich erschienenen Studie wurde 

nachgewiesen, dass ECHS1 die Progression des NZK durch die verminderte Aktivierung des 

mTOR-Signalweges inhibiert290. Dabei führte ECHS1-Überexpression zur verminderten 

Proliferation und Migration der NZK-Zellen. Außerdem wurde mittels TCGA-Kidney Renal 

Clear Cell Carcinoma-Datenanalyse eine statistisch signifikante ECHS1-Minderexpression im 

NZK gezeigt. Folglich eignet sich ECHS1 sowohl als prognostischer Marker als auch als neues 

therapeutisches Zielprotein gegen das VHL-defiziente NZK. 

Im Gegensatz dazu ist eine differentielle Expression der fettsäurebindenden Proteine (FABP) 

im NZK seit vielen Jahren bekannt. In eigenen Arbeiten des Instituts für Medizinische 

Immunologie wurde bereits 2005 und 2009 die Hochregulation von FABP7 sowie verminderte 

Proteinmengen von FABP1 im NZK nachgewiesen122,175.  

FABP wirken als solubilisierende Moleküle und ermöglichen den Fettsäuretransport in 

verschiedene zelluläre Kompartimente. Damit steuern FABP zahlreiche zelluläre Prozesse wie 

z. B. die Proliferation oder die Inflammation. FABP7-Überexpression ist beim kzNZK mit einer 
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schlechteren Prognose assoziiert und erhöht die Proliferation von NZK-Zellen über die 

Aktivierung von STAT3 und ERK291. In der vorliegenden Arbeit wurde die FABP5-

Proteinmenge VHL-abhängig ca. 3-fach reduziert detektiert (Manuskript 1). FABP5 wurde 

bisher in Brust-, Prostata-, Leber- und Kolonkarzinomen hochreguliert beschrieben und steuert 

dabei den Transport von langkettigen Fettsäuren, welche als Liganden der Peroxisom-

Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) fungieren292,293. In Manuskript 3 wurde die CREB-

abhängige Hochregulation des PPARγ-Coaktivator 1α nachgewiesen, was ebenfalls zu einer 

Aktivierung des PPARγ-Signalweges beitragen könnte. Über die Aktivierung des PPAR-

Signalweges beeinflusst FABP5 die Proliferation und das Zellüberleben294,295. Außerdem 

führte die PPARβ/δ-Aktivierung zur Induktion der VEGF-Expression und somit zur verstärkten 

Angiogenese im Prostatakarzinom296. In Kolonkarzinomzellen war eine erhöhte FABP5-

Expression mit reduzierter p21-Aktivität, erhöhter MYC-Expression und verstärkter 

Invasionskapazität der Zellen assoziiert297. Weitere Untersuchungen müssen klären, ob sich 

FABP5, als prognostischer Faktor für das NZK eignet. Aufgrund der funktionellen Daten, die 

bereits für das Prostata- und Kolonkarzinom existieren, ist es wahrscheinlich, dass FABP5 

ebenfalls eine funktionelle Rolle in der Entwicklung des NZK hat und damit als neues 

therapeutisches Zielprotein in Frage kommt. Erst kürzlich zeigten Wu et al. mittels der 

Auswertung der zur Verfügung stehenden TGCA-Datenbank eine FABP5-Hochregulation im 

kzNZK und beschreiben FABP5 als ein wichtiges Onkogen, welches die Proliferation, Invasion 

und Migration im kzNZK fördert298,299. Weiterhin wurde die Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges als ursächlich für die FABP5-mediierte gesteigerte Proliferation von kzNZK-

Zellen identifiziert298,300. Die Behandlung von Prostatakarzinomzellen mit spezifischen FABP5-

Inhibitoren (SBFI-102, SBFI-103) und Docetaxel oder Cabazitaxel zeigten stärkere 

zytotoxische Effekte und eine stärkere Reduktion des Tumorwachstums in Balb/c-

Nacktmäusen im Vergleich zur singulären Behandlung mit den jeweiligen 

Chemotherapeutika301. Ebenfalls zeigte der FABP5-Inhibitor SBFI-26 antitumorigene 

Eigenschaften bei Prostatakarzinomzellen in vitro und in vivo302. Aufgrund dessen wäre es 

denkbar, dass die Hemmung des zellulären Fettsäuretransports einen positiven 

synergistischen Effekt bei der Behandlung des NZK haben könnte. Jedoch müsste dies 

zunächst in weiteren in vitro Experimenten überprüft werden. Insgesamt scheint das 

Umschalten der Tumorzellen vom Katabolismus zum Anabolismus die tumorigenen 

Eigenschaften wie z. B. verstärkte Zellteilung über den Aufbau von Nukleotiden und die 

verstärkte Membransynthese zu fördern. 

 

5.6 VHL-, CREB- und Hypoxie-abhängiger Abbau reaktiver Sauerstoffspezies 

Bereits 2003 konnte in einer Veröffentlichung des Instituts für Medizinische Immunologie 

erhöhte Proteinmengen von ROS-abbauenden detoxifizierenden Enzymen wie 
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Superoxiddismutase (SOD) und Thioredoxin (Trx) in NZK-Zelllinien nachgewiesen werden173. 

Weiterhin ist bereits beschrieben, dass die OXPHOS im NZK herunterreguliert wird, wobei 

NZK-Zellen bei geringen ROS-Konzentrationen bereits eine Apoptoseinduktion zeigten303. 

ROS sind chemische Sauerstoffradikale wie Superoxide (O2
−), Hydroxylradikale (OH·), 

Peroxylradikale (ROO·) und Alkoxylradikale (RO·) oder stabilere molekulare Oxidantien wie 

Wasserstoffperoxid (H2O2), Hydroperoxide (ROOH), Ozon und Hypochlorit-Anionen sowie 

angeregte Sauerstoffmoleküle304. Mitochondrien und zytosolische NADPH-Oxidasen 

produzieren O2
− aus der Elektronenreduktion des Sauerstoffs305. In den Mitochondrien geht 

dabei ein geringer Teil der Elektronen aus der Elektrontransportkette der OXPHOS direkt auf 

den Sauerstoff über. Vorwiegend sind der Komplex I und III der Atmungskette an der ROS-

Bildung beteiligt259, aber es ist ebenfalls die Entstehung mittels des Komplex II beschrieben306. 

O2
− reagiert durch die enzymatische Aktivität der SOD im Zytosol bzw. in der 

Mitochondrienmatrix zu H2O2, welches anschließend mittels Peroxiredoxinen (PRDX) zu 

Wasser umgewandelt wird. Dabei kommt es zu einer Oxidation der Cysteine im aktiven 

Zentrum der PRDX307. Danach erfolgt die Reduktion der Cysteine durch Trx, 

Thioredoxinreduktase (TXNR) und NADPH, um den Ausgangszustand der PRDX wieder 

herzustellen308. Glutathionperoxidasen (GPX) können ebenfalls H2O2 mittels Oxidation von 

reduziertem Glutathion (GSH) in Wasser umwandeln. Wobei oxidiertes Glutathion (GSSG) 

anschließend via Glutathionreduktase (GR) und NADPH wieder zu GSH reduziert wird309. Der 

dritte Weg, um die Zelle von H2O2 zu entgiften, ist die Katalaseaktivität in den Peroxisomen 

(Abbildung 10). Zur verstärkten Bildung von mitochondrialen ROS kommt es vor allem unter 

Hypoxie, Ischämie, der Gabe von Medikamenten und durch verschiedene 

pathophysiologische Zustände310. Grundsätzlich sind ROS ein Abfallprodukt, welches in 

höheren Konzentrationen zu Schäden an DNA, Proteinen und Lipiden und damit zum Zelltod 

führt. Geringe Mengen ROS widerum aktivieren intrazelluläre proliferative Signalwege und 

stabilisieren HIF303. In Tumorzellen induziert die Aktivierung von Onkogenen oder die 

Sauerstoffreduktion die Produktion von ROS, was die Tumorgenese fördert311,312. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine Hochregulation der SOD sowohl durch 

VHL-Defizienz (Manuskript 1) als auch durch CREB-Stilllegung (Manuskript 4). Weiterhin 

wurde bei VHL-Defizienz eine vermehrte extrazelluläre Sekretion der SOD2 beobachtet, 

welche mit einer Inhibition der T-Zellaktivierung und IL-2-Sekretion der T-Zellen einherging. 

Die Auswirkung der SOD2-Sekretion auf das TME wird in Abschnitt 5.7 diskutiert.  

Die intrazellulär erhöhten SOD2-Level führen nicht nur zu einem verstärkten Abbau von O2
− 

zu H2O2, sondern ebenfalls zu vermehrter Invasionskapazität, Proliferation und 

Apoptoseresistenz von Tumorzellen313. Von daher wird vermutet, dass die vermehrte 

Expression der SOD2 vorteilhaft für die Tumorprogression ist. Einerseits begünstigt der 

verstärkte Abbau der toxischen, reaktiven O2
− die Zellviabilität. Andererseits scheint die lokal 
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erhöhte ROS-Konzentration proliferative und invasive Signalwege der Tumorzellen zu 

aktivieren und immunsuppressiv (Kapitel 5.7) zu wirken. Eine hohe SOD2-Expression geht 

ebenfalls einher mit einem kürzeren rezidivfreien Patientenüberleben im kzNKZ (TCGA-Daten, 

Anhang Abbildung 1D) sowie einer erhöhten Expression in allen NZK-Subtypen und -

Metastasen im Vergleich zum Normalgewebe (NCBI-GEO-Daten, Anhang Abbildung 2). 

Weiterhin wurden VHL-abhängig die Peroxiredoxine PRDX1, PRDX2 und PRDX3 3- bis 4-

fach sowie Trx 6-fach hochreguliert (Manuskript 1) identifiziert. Eine höhere PRDX2-

Expression im NZK ist assoziiert mit einem niedrigeren Tumorgrad, weniger Metastasen und 

einer längeren Überlebenszeit der Patienten314. Durch CREB-Minderexpression ist das 

PRDX4-Proteinlevel etwa 4-fach erhöht, währenddessen das Katalase Proteinlevel ca. 3-fach 

und zusätzlich die Katalaseaktivität (Manuskript 4) reduziert ist. Folglich bauen VHL-defiziente 

oder CREB-überexprimierende Tumorzellen erhöhte H2O2-Konzentrationen nicht über die 

Peroxiredoxine ab, sondern vermutlich über den Katalase- oder den GPX-Weg (Abbildung 

10). Zusätzlich führte die Behandlung mit H2O2 zu einer transient verstärkten CREB-

Phosphorylierung, während die onkogentransformierten Zellen mit höherer CREB-Aktivität 

auch resistenter gegenüber der Zelltodinduktion bei höheren H2O2-Konzentrationen waren 

(Manuskript 3). Durch Behandlung mit einem HIF-Inhibitor sowie bei CREB-Minderexpression 

waren intrazellulär höhere ROS-Konzentrationen detektierbar (Manuskript 4). 

GSH führt mittels des Enzyms GPX zum Abbau von H2O2, wobei die GSH-Mengen im NZK im 

Vergleich zum gesunden Gewebe vermindert sind315. Eigene Studien zeigten einen erhöhten 

GSH-Spiegel durch VHL-Überexpression (Daten nicht gezeigt) oder CREB-Minderexpression 

(Manuskript 4). Die Ursachen dafür sind bisher ungeklärt. In der vorliegenden Arbeit wurde 

lediglich eine VHL-abhängige Hochregulation der Glutathion-S-Transferase P1 (GSTP1, 

Manuskript 1) und eine Hochregulation der Glutathionsynthetase (GSS) nach CREB-

Minderexpression in onkogentransformierten Zellen (Manuskript 4) bzw. eine VHL-abhängige 

Herunterregulation der GSS im Zellkulturüberstand (Manuskript 2) nachgewiesen. 

Hypothetisch könnte der verminderte Abbau von Glutamat zu GSH in Tumorzellen dazu 

dienen, Glutamat als Energiequelle für den TCA-Zyklus zu nutzen (Kapitel 5.4), was durch 

weitere Untersuchungen belegt werden müsste. Aus therapeutischer Sicht wird häufig 

angenommen, dass Antioxidantien durch den Abbau von ROS gegen Krebs schützen. Jedoch 

zeigen verschiedene Studien diskrepante Ergebnisse. Einige internationale Studien belegen 

sogar ein höheres Tumorrisiko durch antioxidative Substanzen243,316-318. Erst kürzlich 

untersuchte eine Studie mit 95 kzNZK-Patienten den Status antioxidativer Enzyme (SOD, 

Katalase, GPX, GST, GR, GSH und Malondialdehyd) nach einer Nephrektomie, wobei keine 

Korrelation mit dem 5-Jahres-Gesamtüberleben nachgewiesen werden konnte319. 
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Abbildung 10: VHL-, Hypoxie- und CREB-mediierter ROS-Abbau. 
Die Abbildung stellt schematisch den enzymatischen Abbau von Superoxiden (O2

-) und 
Wasserstoffperoxid (H2O2) dar. Die differentiell regulierten Enzyme und Metabolite sind farbig markiert 
(    VHL-Defizienz,    Hypoxie, .  CREB-Überexpression). Eine Hochregulation der Superoxiddismutase 
(SOD) 2-Proteinmenge wurde in den VHL-defizienten NZK-Zelllinie 786-0 detektiert. Zusätzlich wiesen 
die Überstände dieser Zellen eine höhere SOD2-Menge und Glutathionsyntethase (GSS) auf. VHL-
Defizienz führte zu weniger Peroxiredoxin (PRDX) 2- und 3-Protein. Im Gegensatz dazu wurde unter 
Hypoxie PRDX1 hochreguliert nachgewiesen. CREB-Überexpression zeigte in Onkogen-
transformierten Zellen erhöhte Katalase (Kat)- sowie verringerte (PRDX) 4-, GSS- und Glutathion 

(GSH)-Level. , erhöht; , reduziert; ADP/ATP, Adenosindiphosphat/Adenosintriphosphat; GCS, 
Glutamyl-Cystein-Synthetase, GPX, Glutathionperoxidase; GSSG, Glutathiondisulfid; NADP+/H,. 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidiert/reduziert); Trx, Thioredoxin; TXNR 
Thioredoxinreduktase. 
 

5.7 Die Auswirkung von VHL-Defizienz, verstärkte CREB-Aktivität oder Hypoxie auf 

das TME und die Zellen des Immunsystems 

Eine Konsequenz des „Warburg-Effektes“ ist eine Protonen- und Laktatanreicherung im 

TME320. Ein saures Mikromilieu des Tumors hat Einfluss auf eine Reihe von Immunzellen321. 

So werden T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen in Proliferation und Aktivität gehemmt 

(Tabelle 4), was dem Tumor einen selektiven Vorteil verschafft, der Erkennung des 

Immunsystems zu entgehen. Weiterhin geht ein niedriger pH-Wert des TME mit der Resistenz 

der Tumore gegen Chemo- und Radiotherapie322-326 sowie mit einer schlechteren 

Prognose327,328 und reduzierter Überlebenszeit nach Tumorresektion einher329,330. Zusätzlich 

sprechen Tumore mit saurem TME weniger auf Therapien mit Checkpoint-Inhibitoren, wie z. 

B. Ipilimumab, an331,332.  
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Tabelle 4: Auswirkung der Ansäuerung des TME auf Immunzellen. 

Immunzellen Effekt durch Ansäuerung des TME 

Effektor-T-Zellen Proliferation 151 

Zytokinproduktion 151 

Induktion von Treg 254,255 

Treg Immunsuppression 254,255 

NK-Zellen Zytokinproduktion IFNy, 333,334 

Granzym B 151 

Apoptose 151 

Makrophagen ICER 243 

Polarisation zu M2 TAMs243 

Produktion inflammatorischer Zytokine 335 

T-Zell-Aktivierung 256 

VEGF 149 

Dendritische Zellen T-Zell-Aktivierung 147,336 

IL-10 337 

, erhöht;  reduziert; ICER, Inducible cyclic adenosine monophosphate early repressor; IFN, 

Interferon; IL, Interleukin; NK-Zellen, natürliche Killerzellen; TAM, Tumor-assoziierte Makrophagen; Treg, 
regulatorische T-Zellen; VEGF, vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor; verändert nach Lacroix et 
al., 2018126 

 

Die in vitro-Untersuchungen in Manuskript 1 zeigten eine bis zu 55 % erniedrigte 

Laktatkonzentration und einen gesteigerten pH-Wert im Zellkulturüberstand nach 

Überexpression des funktionellen VHL-Proteins in drei verschiedenen kzNZK-Zelllinien. Die 

Reversion dieses Effektes war durch Inkubation der Zellen unter hypoxischen Bedingungen 

detektierbar. Intrazellulär zeigte sich eine verringerte LDH-Aktivität (bis 66 %) durch VHL-

Überexpression (Manuskript 1) oder verminderte CREB-Expression in Onkogen-

transformierten Zellen (Manuskript 4). Ebenfalls führte die shRNA-vermittelte CREB-

Reduktion zu einer verminderten extrazellulären Laktatkonzentration bzw. zu einem erhöhten 

pH-Wert (Manuskript 4). In vivo können intratumorale Laktatwerte bereits mit verschiedenen 

Methoden (PET, CEST-MRT, 1H-MRT) bestimmt werden338-343. Dabei erreichen Tumorzellen 

intrazelluläre Laktatlevel von bis zu 40 nmol/l151. Weiterhin können sich intratumoral mehrere 

Subpopulationen verschiedener glykolytisch aktiver Zellen bilden168. Dabei sezernieren (z. B. 

VHL-defiziente, hypoxische oder CREB-überexprimierende) anabole Tumorzellen verstärkt 

Laktat, während umliegende oxidative katabole Tumorzellen dieses als Energiequelle nutzen 

und in den TCA-Zyklus einbringen344(Abbildung 4). Folglich kommt es zu einer Kooperation 

heterogener Tumorzelltypen und damit zum stärkeren Vorantreiben der Tumorprogression 

(Abbildung 11), trotz der partiell schlechten Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und der 

ungeordneten tumorassoziierten Neovaskularisierung. Hypothetisch könnte die Versorgung 
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von anabolen Tumorzellen mit Laktat zusätzlich das Auswachsen von Tumorstammzellen 

(TSZ) begünstigen. Die Entstehung von TSZ, welche ebenfalls als tumorinitiierende Zellen 

bezeichnet werden, ist bisher nicht vollständig geklärt. Bei TSZ handelt es sich um eine 

Tumorzellsubpopulation, die eine hohe Proliferation und Tumorigenität aufweisen und 

vermutlich eine entscheidende Rolle bei der Entstehung, Progression, 

Chemotherapieresistenz, Rezidiv und Metastasierung des NZK spielen161. NZK-TSZ 

exprimieren Stammzellmarker wie CXCR4, CD105, CD133 und CD44 auf der 

Zelloberfläche345. Ob TSZ von einem glykolytischen Metabolismus profitieren ist bisher 

unklar346,347. Allerdings wurde bereits gezeigt, dass sowohl ruhende als auch proliferierende 

TSZ eine gesteigerte OXPHOS besitzen und den mitochondrialen oxidativen Metabolismus 

präferieren346. Folglich ist es denkbar, dass Tumorzellen mit anabolem Stoffwechsel die 

Versorgung von TSZ in hypoxischen Nischen des Tumor unterstützen. 

 

Abbildung 11: Interaktion zwischen heterogenen Tumorbereichen mit unterschiedlichem 
glykolytischen Phänotyp. 
Durch Aktivierung von Onkogenen bzw. Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen kommt es zur 
unkontrollierten Zellteilung (Hyperplasie) (1). Aufgrund der Volumenzunahme des Tumors sinkt 
einerseits die Versorgung mit Sauerstoff (O2) im Inneren. Andererseits können sich durch die genetische 
Instabilität der stark proliferierenden Tumorzellen weitere Tumorzellsubpopulationen ausbilden, die ein 
Umschalten des Metabolismus zur aeroben Glykolyse (Warburg Effekt) aufweisen. Durch die verstärkte 
Laktatsezernierung und die Ausschüttung des vaskulären epithelialen Wachstumsfaktors (VEGF) dieser 
anabolen Tumorzellen wird das umliegende oxigenierte katabole Gewebe mit Laktat als Energieträger 
versorgt und die Vaskularisierung des Tumors angeregt (2).Folglich können verschiedene 
Tumorregionen mit unterschiedlichen metabolischen Phänotypen miteinander interagieren und somit 
die Tumorprogression, Invasion und Metastasierung vorantreiben. Zusätzlich führt die Ansäuerung des 
Tumormikromilieus zur Inaktivierung von Immunzellen (Tabelle 4), was die Ausbreitung und Invasion 
des Tumors begünstigt (3). Verändert nach DeBerardinis und Chandel, 2016348. 
 

Die LDH-Aktivität in vivo kann im Serum sowie im Tumor bestimmt werden und dient beim 

Melanom als ein prognostischer Überlebensfaktor349. Dabei korreliert eine hohe LDH-Aktivität 

mit einer negativen Prognose (Gesamtüberleben, progressionsfreies Überleben, 

Therapieansprechen) bei Immuntherapien mit dem Cytotoxic T-lymphocyte-associated 

(CTLA)-4 Antikörper Ipilimumab und/oder dem Programmed cell death (PD)-1 Antikörper 
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Pembrolizumab350. Weiterhin gehen erhöhte LDH-Mengen ebenfalls bei anderen 

Tumorentitäten mit einer schlechteren Prognose einher351-353. siRNA-vermittelte LDHA-

Reduktion führte interessanterweise zur verminderten Expression des CREB-Zielgens MMP2 

und zur verminderten Migrations- und Invasionskapazität von Gliomzellen354. Zurzeit gibt es 

eine Reihe klinischer Studien, die die Kombination aus der Behandlung mit Checkpoint-

Inhibitoren und der Reduktion der Ansäuerung des TME untersuchen (NCT02968303, 

NCT02631447, NCT02902029)355. Es wurde bereits gezeigt, dass LDHA-defiziente Tumore 

langsamer in immunkompetenten Mäusen wachsen. Dieser Effekt konnte in T- und NK-Zell-

depletierten Mäusen revertiert werden151.  

Ebenfalls werden weitere Therapieoptionen, wie die Blockierung der Laktattransporter 

(NCT01791595, Phase I klinische Studie)356-358, der Protonenpumpen (z. B. durch 

Pantoprazol)359-361 oder der Carboanhydrasen362,363 untersucht, um eine pH-Wert-Reduktion 

des TME zu verhindern und damit eine Immunzellhemmung zu vermeiden. Für den Wirkstoff 

Diclofenac wurde gezeigt, dass dieser die Laktatproduktion der Tumorzellen reduziert. Dabei 

führte die Behandlung mit Diclofenac aber ebenfalls zur Hemmung der T-Zell-Aktivität254,255,336. 

Zusätzlich könnten Puffertherapien wie z. B. die Bicarbonattherapie zur pH-Wert-Stabilisierung 

im TME in Erwägung gezogen werden364,365. Folglich zeigen die Ergebnisse der vorliegenden 

Manuskripte, dass diese verschiedenen neuartigen Behandlungsoptionen gegen die 

Ansäuerung des TME zukünftig die Therapieeffizienz des VHL-defizienten, hypoxischen und 

CREB-überexprimierenden NZK entscheidend steigern und zur Überwindung von 

immuntherapeutischen Resistenzen beitragen könnten. 

Weiterhin wurde beschrieben, dass Hypoxie über die Stabilisierung von HIF zur 

Herunterregulation der MHC Klasse I-Antigenpräsentation und damit zur verminderten T-

Zellantwort führt366. Neben der pH-Wert-Reduktion und der verminderten Antigenpräsentation 

wird die Erkennung der Tumorzellen durch das Immunsystem durch tumorspezifische 

Proteinsezernierung in das TME beeinflusst. In Manuskript 2 wurde die VHL- und Hypoxie-

mediierte Proteinsezernierung mittels 2D-Gelelektrophorese untersucht. Dabei zeigte sich die 

differentielle Regulation einiger immunmodulatorischer Proteine, wie die VHL-abhängige 

Herunterregulation des antioxidativen Enzyms SOD2 und die verstärkte Sezernierung von 

Beta-2-Mikroglobulin (β2M), welches funktionell an der MHC Klasse I-Antigenpräsentation 

beteiligt ist. Zusätzlich wurde nachgewiesen, dass die Inkubation mit SOD2 zu einer 

verringerten Aktivität, Proliferation und IL-2-Sekretion von T-Zellen (PBMC) führt (Manuskript 

2). Folglich wäre SOD2 für VHL-defiziente NZK sowohl als prognostischer Marker sowie auch 

als Zielprotein für therapeutische Ansätze, z. B. mittels Entwicklung eines spezifischen 

Inhibitors, geeignet. 
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6 Zusammenfassung 

Während des letzten Jahrzehnts hat das Wissen über die molekularen Mechanismen der 

zellulären Anpassung an Hypoxie, über die Funktion des VHL-Proteins und der 

Transkriptionsfaktoren HIF und CREB im Metabolismus des NZK stark zugenommen. 

Trotzdem gab es zum Zeitpunkt der Erstellung, der in der Arbeit verwendeten Manuskripte, 

wenige Informationen über die Konvergenz und Diskrepanz in der Genexpression und 

Proteinsekretion dieser Prozesse. Ziel dieser Arbeit war es daher, VHL-, CREB- und Hypoxie-

regulierte Veränderungen im Tumormetabolismus mittels Transkriptom- und Proteom-

basierenden Strategien (Abbildung 5) zu untersuchen. Weiterhin wurde der Einfluss von VHL, 

CREB und Hypoxie auf den Zellstoffwechsel durch die Bestimmung der Glukoseaufnahme, 

der Laktatsekretion, des extrazellulären pH-Werts, der intrazellulären LDH-Aktivität, des AS-

Gehalts und der ATP-Mengen analysiert. Zusätzlich wurde das Sekretom einer VHL-negativen 

NZK-Zelllinie und der korrespondierenden VHL-positiven Überexpressionsvariante unter 

sauerstoffarmen und sauerstoffreichen Bedingungen verglichen.  

Zusammenfassend lassen sich folgende Erkenntnisse aus der vorliegenden Dissertation 

gewinnen: 

 

i) Sowohl VHL-Defizienz und Hypoxie als auch CREB-Überexpression führen zur 

Überexpression der Glykolyseenzyme, zu einer verstärkten zellulären glykolytischen Aktivität, 

erhöhter LDH-Aktivität und zu verstärkter Laktat- sowie Protonensekretion in den 

extrazellulären Raum („Warburg Effekt“). Somit wäre eine antiglykolytische Therapie oder eine 

Therapie, die die Laktatsekretion bzw. das Ansäuern des TME unterbindet in VHL-defizienten, 

hypoxischen oder CREB-überexprimierenden NZK vermutlich gleichermaßen wirksam. 

Zusätzlich wurde eine ausschließlich CREB-abhängige Expression der PKG sowie die 

Expression von Enzymen, die zwar VHL-abhängig, aber nicht Hypoxie-abhängig reguliert 

vorlagen (PGAM, PKM), nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wären TPI1 und ENO einerseits 

als therapeutische antiglykolytische Zielproteine besonders geeignet, weil beide Enzyme HIF-

abhängig (divergent exprimiert durch Hypoxie und VHL-Funktionalität) und CREB-abhängig 

reguliert werden. Andererseits stellen beide Enzyme neue prognostische Marker dar, da sie 

ebenfalls in höherer Menge im Sekretom der NZK-Zellen nachgewiesen wurden.  

 

ii) Im Gegensatz zur Glykolyse zeigen die Analysen der VHL-, CREB- und Hypoxie-

abhängigen mitochondrialen Aktivität Unterschiede: CREB-Überexpression führt zu einer 

erhöhten mitochondrialen Aktivität und zur verstärkten Expression der Citratsynthase, 

während es bei VHL-Verlust zu einer reduzierten mitochondrialen Aktivität und zur 

verminderten ACO1-Expression kommt. Zusätzlich waren bei VHL-Defizienz die Enzyme der 

Komplexe II und III der Atmungskette auf Proteinebene herunterreguliert. Unklar bleibt hier 
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inwiefern eine therapeutische Intervention der mitochondrialen Aktivität im NZK die 

Tumorprogression beeinflussen würde. Zwar scheint die Ansammlung von Succinat durch die 

reduzierte SDHA tumorigen zu wirken, jedoch wird den Tumorzellen durch die verminderte 

OXPHOS weniger ATP zur Verfügung gestellt.  

 

iii) Durch VHL-Defizienz und Hypoxie wird ACO1 vermindert exprimiert, was zu einer erhöhten 

Citratansammlung führt. Ebenfalls könnte die CREB-abhängige Hochregulation der 

Citratsynthase zur vermehrten Citratansammlung beitragen. Beide Vorgänge könnten 

ursächlich für die vermehrte Lipidansammlung im NZK sein, welche nachweislich zum 

malignen Phänotyp beiträgt. Zusätzlich wurde eine reduzierter Fettsäureabbau und erhöhter 

Fettsäuretransport in den VHL-defizienten NZK-Zellen nachgewiesen.  

 

iv) Sowohl VHL-Verlust als auch verstärkte CREB-Expression führen zu erhöhtem Abbau von 

ROS. Allerdings sind verschiedene Abbauwege ursächlich.  

 

v) Die VHL-Defizienz- und Hypoxie-bedingte SOD2-Hochregulation führt nicht ausschließlich 

zum intrazellulären ROS-Abbau, sondern gleichermaßen zur verstärkten Sekretion des 

Proteins. Sekretiertes SOD2 vermindert die T-Zell-Aktivierung, -Proliferation und -IL-2-

Sekretion. Aufgrund dessen ist SOD2 eine geeignete Zielstruktur für Therapieansätze, die zur 

gesteigerten tumoralen Immunantwort gegen das NZK führen könnten. 

 

vi) Aufgrund der funktionellen Bedeutung des Proteins TGM2 in der Tumorentwicklung und 

seiner Abhängigkeit von der HIF2α-Proteinmenge, stellt TGM2 sowohl einen neuen 

prognostischen Faktor als auch ein wichtiges putatives therapeutisches Ziel für das kzNZK 

dar. 

 

Ein schematischer Überblick über die Ergebnisse der VHL-, Hypoxie- und CREB-gesteuerten 

Änderungen im Zellmetabolismus ist in Abbildung 12 dargestellt. 
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7 Ausblick 

Trotz der Fortschritte der letzten Jahre in der Behandlung des metastasierenden NZK mit 

Zytokinen, Antikörpertherapien, Tumorvakzinierungen oder TKI liegt die 5-Jahres-

Überlebensrate fortgeschrittener Stadien bei unter 20 %. Dies zeigt die Unerlässlichkeit der 

Etablierung neuer Ansätze in der Therapie des NZK. Dazu ist es u. a. notwendig, die tumoralen 

Stoffwechselvorgänge und die Veränderungen der Genexpression durch den Verlust von 

Tumorsuppressoren wie VHL oder des Anschaltens von Transkriptionsfaktoren wie HIF und 

CREB oder auch Tumorstammzellmarkern wie TGM2 zu analysieren. Die vorliegende 

Dissertation trägt diesbezüglich zur Aufklärung bei und schafft Ansatzpunkte für die 

Entwicklung und Einsatzmöglichkeiten neuer oder bereits existierender Inhibitoren/Antikörper. 

Erst in den letzten Jahren (teilweise nach dem Erscheinen der Manuskripte) wurden zahlreiche 

klinische Studien zur Untersuchung der Wirksamkeit von Substanzen, welche gegen die 

metabolischen Veränderungen in Tumoren gerichtet sind, initiiert (siehe Diskussion). Für die 

Therapie des kzNZK wären vor allem Substanzen, die entweder direkt gegen das glykolytische 

Umschalten der Tumorzellen oder zumindest das Ansäuern des TME unterbinden von Vorteil, 

um die Wirkung von Immuntherapien zu verbessern und Therapieresistenzen zu vermeiden. 

Ebenfalls sollten TGM2-, TPI1- und SOD2-Inhibitoren gegen das kzNZK zur Unterstützung der 

konventionellen Therapie getestet werden. Zukünftig wäre auch eine personalisierte Therapie 

denkbar, welche auf der Bestimmung von prognostischen Markern wie ENO, TPI1, ALDOA 

oder SOD2 aus dem Patientenserum basiert. Allerdings müssten der Etablierung solcher 

Therapien eine Reihe weiterer klinischer Studien vorangehen, um die Sicherheit der Patienten 

zu gewährleisten. 
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13 Anhang 

 

Anhang Abbildung 1: Kaplan-Meier-Überlebenskurven 
Erstellt mit Kaplan-Meier Plotter 

 

Anhang Abbildung 2: SOD2-Expressionsanalyse 
Erstellt mit TNMplot.com 

 


