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1. Verzeichnis häufig verwendeter Abkürzungen 

 

Abkürzung Bedeutung 

APC Antigen-präsentierende Zellen 

BCG Bacillus Calmette-Guerin  

BPH Benigne Prostatahyperlasie 

CD Cluster of differentiation 

CTA Cancer testis antigen 

Cx Zystektomie 

DC Dendritische Zelle(n) / dendritic cell(s) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyriboneukleinsäure 

ELISpot Enzyme linked Immunospot Technique 

FOXP3 Forkhead-Box-Protein P3 

IDO Indoleamine 2,3-Dioxygenase 

IFNγ Interferon γ 

HCC Hepatozelluläres Karzinom 

HIV Human Immunodeficiency Virus 

HLA Human Leukocyte Antigen 

Ig Immunglobulin 

IL  Interleukin 

MHC major histocompatibility complex 

PD-1 Programmed death - Ligand 1-Rezeptor 

PD-L1 Programmed death - Ligand 1 

SLP Syntehtic lon peptide(s) 

TAA Tumorantigen (tumor assoiciated antigen) 

TC T-Zellen(n) 

Tcon Konventionelle T-Zellen (alle T-Zellen außer Treg) 

Teff Effektor-T-Zellen  

TGF-β Tumor growth factor β 

TIL Tumor infiltrating lymphocyte(s) 

TNFα Tumornekrosefaktor α 
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Treg Regulatorische T-Zellen(n) 

TURB transurethraler Elektroresektion der Blase 

TURP transurethraler Elektroresektion der Prostata 

UC Urothelkarzinom 
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2. Einleitung 

2.1 Das Urothelkarzinom und seine Therapie 

Das Urothelkarzinom (UC) ist in Europa der sechsthäufigste maligne Tumor. Männer erkranken 

ungefähr dreimal häufiger als Frauen, beim Mann stellt es die vierthäufigste Tumorerkrankung 

dar (European-Cancer-Observatory, 2012). 

Das UC stellt vor Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen mit 90% den größten Anteil 

maligner Tumoren der ableitenden Harnwege dar. Neben Nierenbecken, Ureter und Urethra tritt 

es am häufigsten in der Harnblase auf. Es werden papilläre (exophytisch wachsende) von soliden 

(flachen) Tumoren unterschieden. Risikofaktoren sind vor allem Zigarettenrauch (vierfach 

erhöhtes Risiko) und aromatische Amine aus der Farbstoffindustrie. (Böcker, 2008)  

Das mittlere Alter bei Erstdiagnose des UC beträgt 65 Jahre (Longo, 2012).  

Die Stadieneinteilung des UC erfolgt nach TNM-Klassifikation (s. Tabelle 1).  

 

In Deutschland liegt die 5-Jahres-Überlebensrate des UC über alle Stadien hinweg bei Männern 

bei 47%, bei Frauen bei 41% (Robert-Koch-Institut/Krebsregister, 2013). Patienten mit einem 

nicht muskelinvasiven UC haben eine 5-Jahres-Überlebensrate von um die 80% (91% für pTis, 

79 % für pTa und 83% für pT1) (Stein, 2001). Beim muskelinvasiven UC liegt die 5-Jahres-

Überlebensrate für pT2-Tumore bei 89%, für pT3a bei 78%, pT3b bei 62% und für pT4 Tumore 

zwischen 50% und 24%. Diese Zahlen wurden für die Tumorstadien pTa bis pT3 nach einer 

Behandlung mittels Zystektomie erzielt. Bei Vorliegen von Lymphknotenmetastasen liegt die 5-

Jahres-Überlebensrate zwischen 35% und 14% je nach Tumorstadium. (Stein, 2001; Jost, 2003). 

Patienten mit Fernmetastasen haben ein medianes Überleben zwischen 6 und 12 Monaten (Jost, 

2003; Witjes, 2014). Für das nicht muskelinvasive UC liegen die Ergebnisse mit Behandlung 

durch TURB (transurethrale Elektroresektion der Blase) und BCG (Bacillus Calmette-Guerin)-

Instillation in sehr ähnlichen Bereichen wie für das muskelinvasive UC nach Zystektomie im 

Tumorstadium pT2. Für lokal fortgeschrittene Tumore (pT3/pT4) zeigt die Zystektomie 

allerdings weniger ausgeprägte Effekte mit deutlich erniedrigten Überlebensraten. (Stein, 2001). 
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Stadium Befund 

pT0 Kein Tumornachweis 

pTa Papilläres nicht invasives Karzinom 

pTis Carcinoma in situ (auf Mucosa oberhalb der Lamina propria beschränkt) 

pT1 Infiltration des subepithelialen Bindegewebes 

   pT1a Infiltration der Lamina propria oberhalb der Muscularis mucosae 

   pT1b Infiltration über Muscularis mucosae hinaus 

pT2 Infiltration der Muscularis propria 

   pT2a Infiltration der inneren, oberflächlichen Hälfte der Muscularis propria 

   pT2b Infiltration der äußeren, tiefen Hälfte der Muscularis propria 

pT3 Infiltration von perivesikalem Gewebe 

   pT3a Mikroskopisch 

   pT3b Makroskopisch 

pT4 Infiltration angrenzender Organe 

   pT4a Infiltration von Prostata, Samenblasen, Uterus oder Vagina 

   pT4b Infiltration von Becken- oder Bauchwand 
  

pN0 Keine regionalen Lymphknoten-Metastasen 

pN1 
einzelner Lymphknoten im kleinen Becken (hypogastrisch, obturatorisch, präsakral, A. 
iliaca ext.) 

pN2 
Mehrere Lymphknoten im kleinen Becken (hypogastrisch, obturatorisch, präsakral, A. 
iliaca ext.) 

pN3 Lymphknoten im Bereich der A. iliaca communis befallen 
  

pM0 Keine Fernmetastasen 

pM1 Fernmetastasen vorhanden 

Tabelle 1:  
TNM-Klassifikation des Urothelkarzinoms (nach EAU-Guidelines (Witjes, 2014) und der deutschen S3-Leitlinien 
des Harnblasenkarzinoms (Awmf, 2016))  

Die Therapie richtet sich gemäß der Europäischen Leitlinie (Stenzl, 2011) bzw. der deutschen 

Leitlinie (Awmf, 2016) nach dem Tumorstadium (TNM-Klassifikation s. Tabelle 1).  

Initial werden alle Tumoren mittels transurethraler Elektroresektion (TUR) möglichst vollständig 

entfernt. Die transurethrale Resektion dient vor allem einem lokalen Staging. Je nach 

Tumorstadium und WHO-Differenzierungsgrad (low grade – high grade) erfolgt die weitere 

Behandlung.  

Der solitäre pTa, low grade-Tumor ist mit einer transurethralen Elektroresektion der Blase 

(TURB) suffizient behandelt. Alle andern nicht-muskelinvasiven oberflächlichen Tumoren 

werden mit einer adjuvanten Instillationstherapie nachbehandelt, um Rezidiv- und 

Progressionsrisiko zu senken. Dafür werden entweder Zytostatika (Doxorubicin, Mitomycin C) 
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oder der Immunmodulator Bacillus Calmette-Guerin (BCG) verwendet. (Witjes, 2014) Letzterer 

hat zwar ein größeres Nebenwirkungsprofil, senkt aber vor allem das Rezidivrisiko stärker 

(Shelley, 2003) und kommt bei Tumoren mit hohem Rezidiv- und Progressionsrisiko (G3, 

Rezidiv) sowie zum Teil bei intermediärem Rezidiv- und Progressionsrisiko zur Anwendung 

(Dr. Med. Bröcheler, 2007; European-Cancer-Observatory, 2012). Dieses wird mittels des 

Scores des EORTC (European Organization of Research and Treatment of Cancer) je nach 

Tumoranzahl, -größe, -stadium, -Grading und Anzahl der stattgehabten Rezidive ermittelt 

(Babjuk, 2013). 

BCG ist ein Stamm des Mycobacterium bovis und verursacht nach Aufnahme in Urothel- und 

Immunzellen eine starke Immunantwort, die in der Lage ist, Tumorzellen abzutöten (Kresowik, 

2009). Der genaue zugrundeliegende Mechanismus bleibt noch vollständig zu klären, es wurde 

aber bereits neutrophilen Granulozyten und dem von ihnen gebildeten tumor necrosis 

factor(TNF)-related apoptosis-induced ligand (TRAIL) eine wichtige Rolle in der Anti-Tumor-

Antwort nach BCG-Instillation zugewiesen (Rosevear, 2009).  

Für muskelinvasive Tumore (ab pT2) ist nach der TUR die chirurgische Entfernung der 

Harnblase, die Zystektomie, der zentrale Bestandteil der weiteren Therapie. Diese beinhaltet - 

neben der Entfernung der Harnblase - eine pelvine Lymphadenektomie sowie die Entfernung 

von Prostata und Samenblasen beim Mann bzw. Adnexen, Uterus sowie Vaginaldach und 

Urethra bei der Frau (Dr. Med. Bröcheler, 2007).   

Die Harnableitung nach Zystektomie kann durch verschiedene Operationstechniken mit und 

ohne Kontinenzerhaltung gewährleistet werden. Die einfachste, inkontinente Form ist das 

Ureter-Haut-Stoma. Aufgrund der hohen Stenosegefahr im Haut- und Faszienniveau, wird es 

allerdings nur in Situationen angewandt, in denen ein operativer Eingriff am Darm vermieden 

werden soll. Die häufigste inkontinente Form der Harnableitung ist das intestinale Ileum-

Conduit. (Stenzl, 2011) 

Für die kontinente Form der Harnableitung gibt es grundsätzlich drei Möglichkeiten: ein 

Harnreservoir aus einem meist ileozökalen Darmanteil mit kontinentem Hautstoma. Hier erfolgt 

die Harnentleerung über Einmalkatheterismus. Bei der Uretersigmoideostomie wird der anale 

Schließmuskel zur Kontinenzerhaltung genutzt; sie findet allerdings aufgrund des deutlich 

erhöhten Risikos für ein Kolonkarzinom an der Implantationsstelle und rezidivierender 

Harnwegsinfektionen kaum mehr Anwendung. Die am häufigsten angewandte Form der 

kontinenten Harnableitung ist die orthotope Neoblase. Ein detubularisierter Teil des terminalen 

Ileums wird an die intakte Harnröhre angeschlossen. (Stenzl, 2011) 
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Bei Vorliegen von Lymphknoten- oder Fernmetastasen finden multimodale Therapieansätze 

Anwendung.  

Aufgrund randomisierter prospektiver Studien und somit bestehender Level I-Evidenz zum 

Nutzen der neoadjuvanten Chemotherapie besteht eine Grad B-Empfehlung der deutschen S3-

Leitlinie zu einer - der Zystektomie vorangehenden - Verabreichung einer neoadjuvanten 

Cisplatin-basierten Kombinations-Chemotherapie bei allen Patienten mit muskelinvasivem, 

nicht-metastasiertem UC (ab Tumorstadium pT2) (Awmf, 2016). Diese bringt einen 5-Jahres-

Überlebensvorteil von 5% (5-Jahres-Überlebensrate von ca. 50% (Witjes, 2014)) im Vergleich 

zur alleinigen Zystektomie (Vale C.L., 2005).  

Eine cisplatinhaltige, adjuvante Chemotherapie soll bei organüberschreitenden Tumoren (ab 

pT3) oder Lymphknotenmetastasierung (pN+) unter Berücksichtigung individueller Faktoren in 

Erwägung gezogen werden (Witjes, 2014; Awmf, 2016).  Eine Cisplatin-haltige adjuvante 

Chemotherapie bringt eine Risikoreduktion zu versterben von 26% bei einem medianen Follow-

up von 2,5 - 5,75 Jahren gegenüber der alleinigen Zystektomie (Leow, 2014). Zusätzlich zeigte 

sich eine verlängerte progressionsfreie Zeit. Im Vergleich mit der Standard-MVAC-

Chemotherapie aus Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin und Cisplatin hat sich eine Zweifach-

Kombination aus Gemcitabine und Cisplatin als genauso wirksam, aber nebenwirkungsärmer 

herausgestellt (Von Der Maase, 2000).  

Als palliative Chemotherapie für fortgeschrittene, organüberschreitende und metastasierte 

Tumoren zeigt eine cisplatinhaltige Kombination ein mittleres Überleben von etwa 14 Monaten 

(13,8 bei Gemcitabine/Cisplatin und 14,8 bei MVAC) (Von Der Maase, 2000) und eine 5-Jahres-

Überlebensrate von ca. 15% (13% für Gemcitabine/Cisplatin und 15,3% für MVAC) (Von Der 

Maase, 2005). Ohne Chemotherapie überleben Patienten mit fortgeschrittenem UC im Mittel drei 

bis sechs Monate, mit der Gabe eines einzelnen Zytostatikums (z.B. Gemcitabine) wird ein 

medianes Überleben von sechs bis neun Monaten erreicht (Witjes, 2014).  

Immuntherapeutische Verfahren beim muskelinvasiven UC sind derzeit in Europa noch nicht 

Bestandeteil der leitliniengerechten Standardtherapie, Studien zeigen aber vielversprechende 

Ergebnisse (s. 2.4.3).  

2.2 Das menschliche Immunsystem 

Das menschliche Immunsystem besteht aus dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem. 

Beide Systeme haben zelluläre und humorale Komponenten und interagieren.  
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Das angeborene Immunsystem wehrt Pathogene unspezifisch ab und besteht aus einem 

zellulären Teil, den Granulozyten (neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten), den 

mononukleären Phagozyten (Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen) und den 

natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie humoralen Bestandteilen. Diese bilden die 

sogenannte Komplementkaskade, die in der Lyse pathogener Erreger und deren Phagozytose 

durch Makrophagen resultiert. Das angeborene Immunsystem kann über verschiedene Wege 

aktiviert werden, z.B. direkt durch die Oberfläche eines Pathogens selbst oder aber durch 

antigengebundene Antikörper des adaptiven Immunsystems. Ebenso kann das angeborene 

Immunsystem über Zytokine oder Zell-Zell-Kontakte das adaptive Immunsystem aktivieren. 

(Böcker, 2008) 

Das adaptive Immunsystem eliminiert Erreger durch spezifische Antikörper sowie zytotoxische 

Zellen. Seine zellulären Bestandteile werden in B- und T-Lymphoyzten (im Folgenden B- und T-

Zellen) unterteilt.  

Die vorwiegend Antikörper-produzierenden B-Zellen (10 bis 20% aller peripheren 

Lymphozyten) werden im Knochenmark gebildet, wo sich durch Gen-Reearrangierung des 

Antikörper-Rezeptors und zentrale Selektion aus der Pro B-Zelle über die Prä B-Zelle und die 

frühe B-Zelle eine reife B-Zelle entwickelt. Diese wandert als naive B-Zelle mit 

membrangebundenen B-Zell-Rezeptoren vom IgM und IgD-Typ in sekundäre lymphatische 

Gewebe aus. Dort differenzieren sich die naiven B-Zellen nach Antigen-Erkennung weiter zu 

Antikörper-produzierenden Plasma-Zellen (kurzlebige, parafollikuläre, IgM-produzierende 

Plasmazellen und langlebige follikuläre Plasmazellen) sowie B-Gedächtniszellen. (Böcker, 

2008) 

Die T-Zellen (2/3 aller peripheren Lymphozyten) reifen im Thymus und werden aufgrund ihrer 

T-Zell-Rezeptoren aus zwei Eiweißketten in zwei Gruppen unterteilt: bereits aus der Prä-T-Zelle 

entstehen γδ-T-Zellen (0,5 bis 5% aller T-Zellen), die den Thymus verlassen und vor allem in 

Haut und Gastrointestinaltrakt Nichtpeptidantigene MHC (major histocompatibility complex)-

unabhängig rasch erkennen können. Alle anderen T-Zellen werden zu T-Zellen mit einem αβ- T-

Zell-Rezeptor. Zusätzlich exprimieren T-Zellen den CD3-Komplex für die Signaltransduktion. 

Die αβ-T-Zellen differenzieren sich weiter in CD4+ und CD8+ T-Zellen, die in die sekundären 

lymphatischen Organe einwandern. Nach Antigen-Erkennung differenzieren sie sich weiter in 

CD4+ T-Helfer-Zellen (Th1 und Th2), welche eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der B-

Zellen spielen, und CD8+ zytotoxische T-Zellen. (Böcker, 2008) 

Alle genannten Zellen des adaptiven Immunsystems tragen an ihrer Oberfläche Antigen-

spezifische Rezeptoren. In der Embryonalzeit entsteht eine Vielzahl spezifischer Immunzellen, 
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deren Rezeptoren sich gegen unterschiedlichste Oberflächenmerkmale richten. Die Vielfalt 

dieser Rezeptoren (bei B-Zellen ca. 1011 unterschiedliche Rezeptoren (Rassow, 2006), die 

membranständigen Antikörpern entsprechen), entsteht durch somatische Rekombination ihrer 

Gene. Die Entwicklung der B-Zellen erfolgt im Knochenmark, T-Zellen wandern nach ihrer 

Bildung im Knochenmark zur Reifung in den Thymus aus. In beiden Organen wird durch 

negative Selektion die Entwicklung von Zellen gegen körpereigene Antigene verhindert. 

Epithelzellen präsentieren körpereigene Peptidfragmente an ihrer Oberfläche. Immunzellen, die 

diese erkennen, gehen durch Apoptose zugrunde. Im Thymus sorgt zusätzlich eine positive 

Selektion dafür, dass alle überlebenden T-Zellen MHC-I- (über CD8) und MHC-II-Moleküle 

(über CD4) erkennen. So stehen Immunzellen zur Aktivierung bereit, die sich gegen eine große 

Bandbreite körperfremder aber nicht gegen körpereigene Strukturen richten. (Böcker, 2008) 

 

Für eine Antwort des adaptiven Systems werden Pathogene von speziellen Antigen-

präsentierenden Zellen (APC), meist dendritischen Zellen (DC), aufgenommen und prozessiert. 

Die entstehenden antigenen Peptidfragmente werden an der Oberfläche der meist 

interdigitierenden DC mittels MHC II-Molekülen den B- und T-Zellen präsentiert. Für das 

jeweilige Antigen spezifische B- bzw. T-Zellen binden an die DCs. Durch diese Bindung und die 

dadurch initiierte Interleukin-Ausschüttung werden sowohl B-Zellen als auch CD4+ und CD8+ T-

Zellen aktiviert. (Böcker, 2008) 

CD4+ naive T-Zellen differenzieren nach der Aktivierung durch Antigen-beladene DCs abhängig 

vom Typ des Antigens und durch die Antigenstimulierung bereitgestellten Zytokine entweder zu 

T-Helfer 1-(Th1) oder T-Helfer 2 (Th2)-Effektorzellen und proliferieren. Beide Zelltypen 

vermitteln eine Aktivierung von B-Zellen und unterscheiden sich durch den Typ der 

Immunantwort und der Immunglobuline, die sie induzieren. Th2-Zellen induzieren eher eine 

Reaktion vom allergischen Typ bzw. eine humorale Immunantwort , während Th1-Zellen eher 

eine zelluläre Antwort induzieren und vor allem durch ihre Produktion von IFNγ (Interferon γ) 

eine wichtige Rolle in der Abwehr von Tumorzellen spielen. (Böcker, 2008)  

B-Zellen können entweder auf gleichem Weg APC-abhängig aktiviert werden, sie sind aber auch 

in der Lage selbst das Antigen aufzunehmen und es wiederum auf MHCII-Molekülen an ihrer 

eigenen Oberfläche zu präsentieren und damit T-Zellen zu aktivieren. 

Treffen aktivierte B-Zellen nun auf aktivierte T-Helfer-Zellen der gleichen Antigenspezifität 

werden die B-Zellen zur Proliferation und Reifung und somit zur Antikörperproduktion 

angeregt. Dies geschieht durch die Bindung der beiden Zellen aneinander über CD40 und 

CD40L (ligand) sowie durch die Ausschüttung der Interleukine 4, 5 und 6 durch die T-Zellen. 
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Das Binden von CD40 an CD40L bewirkt eine Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen 

und einen Antikörperklassenwechsel, sodass lösliche Antikörper der Klassen IgA, IgE und IgG 

gebildet werden anstatt der membranständigen B-Zellrezeptoren der Klasse IgM. Die 

Aktivierung der B-Zellen geschieht vor allem durch Th2-Zellen, die eine vorwiegende Bildung 

von IgE initiieren. Auch Th1-Zellen können an B-Zellen binden, sie produzieren Interferon γ 

(IFNγ), welches sowohl die gebundene B-Zelle als auch andere B-Zellen in der Umgebung zur 

Bildung von IgG anregt. (Rassow, 2006; Böcker, 2008) 

Im Rahmen ihrer Proliferation bilden sowohl B- als auch T-Zellen Gedächtniszellen aus, die 

über Jahre im Organismus überleben und im Falle einer erneuten Konfrontation mit demselben 

Antigen zu einer schnelleren Immunantwort als beim Erstkontakt führen. (Böcker, 2008) 

 

Der andere Teil des adaptiven Systems sind die CD8+ zytotoxischen T-Zellen. Naive CD8+ T-

Zellen werden - wie die CD4+ - durch die spezifische Bindung an Antigen-präsentierende DCs 

aktiviert, wodurch sie sich zu zytotoxischen T-Effektorzellen differenzieren. Sie erkennen 

infizierte körpereigene Zellen und töten diese ab. Mittels MHC I-Molekülen können alle 

kernhaltigen Körperzellen Antigene aus dem Zellinneren an ihrer Oberfläche präsentieren. 

Körperfremde präsentierte Antigene werden von den T-Zell-Rezeptoren der zytotoxischen T-

Zellen erkannt, welche dann die Apoptose der infizierten Zelle auslösen. (Rassow, 2006) 

Die Präsentation von Antigenfragmenten auf APCs über MHC II ist allerdings nur für 

intrazelluläre Antigene der APCs möglich. Einige Antigene, v.a. solche von Viren, die keine 

APCs befallen, sowie Tumorantigene, gelangen nicht ins Innere von APCs. Durch den 

Mechanismus der „Crosspresentation“ werden sie trotzdem den CD8+ T-Zellen zu deren 

Aktivierung zugänglich gemacht. Hierbei können APCs Peptide extrazellulärer Antigene nach 

Endozytose MHC I- abhängig präsentieren und somit auch CD8+ naive T-Zellen aktivieren. 

(Sigal, 1999; Lüllmann-Rauch, 2006) 

2.2.1 Rolle der regulatorischen T-Zellen im Immunsystem 

Zum adaptiven Immunsystem gehören nicht nur Zellen, die eine Immunantwort induzieren, 

sondern auch solche, die eine Immunantwort beenden bzw. verhindern oder abschwächen.  

Trotz weitgehender klonaler Deletion unreifer autoreaktiver Immunzellen im Thymus und im 

Knochenmark, liegen im menschlichen Organismus nicht nur B- und T-Zellen gegen 

Fremdantigene, sondern auch gegen Selbstantigene vor (Sakaguchi, 2008). Diese führen aber nur 
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in seltenen Fällen zu Autoimmunerkrankungen, was für die Existenz eines Mechanismus spricht, 

der Immunreaktionen unterdrücken kann.  

Als ein solcher wurden regulatorische T-Zellen (Treg) identifiziert, die CD4+ und CD8+ T-

Effektor-Zellen (Teff), sowie NK-Zellen, B-Zellen und APCs in ihrer Aktivierung, Proliferation 

und Funktion unterdrücken (Sakaguchi, 2008).  

Die Treg entstehen und reifen im Thymus. Sie sind CD4+, CD25+ und FOXP3+ und CD127 -

negative T-Zellen.  

CD 25 ist die alpha-Kette des Interleukin2 (IL2)-Rezeptors. IL2 ist ein essentieller Faktor für das 

Überleben von Treg. Dieses produzieren sie allerdings nicht selbst, sodass sie auf die IL2-

Bildung ihrer Umgebung angewiesen sind. IL2 wird in hohem Maße von aktivierten T-Effektor-

Zellen sezerniert und ist für die Proliferation aller T-Zellen essentiell.  

FOXP3 (Forkhead-Box-Protein P3), der spezifischste Marker für Treg (Fontenot, 2003), ist ein 

Transskriptionsfaktor, der für die supprimierende Funktion der Treg nötig ist. Er dimerisiert mit 

dem nuclear factor von aktivierten T-Zellen (NF-AT) und unterdrückt die Bildung von IL2, 4 

und IFNγ und führt somit zu einem Mangel an essentiellen Wachstumsfaktoren für T-Zellen. 

Außerdem stimuliert er die Produktion Treg-spezifischer Oberflächenmerkmale wie CD25, 

CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte anitgen 4) und GITR (glucocorticoid induced tumor necrosis 

factor receptor). (Wu, 2006) CTLA-4 ist ein CD28-ähnliches Molekül, das CD80/CD86 auf APC 

bindet (Nizar, 2010). CD28 kommt auf T-Zellen vor und wirkt durch seine Interaktion mit 

CD80/86 kostimulatorisch. CTLA-4 verhindert im Gegensatz dazu die Aktivierung einer 

Immunantwort (Takahashi, 2000), möglicherweise durch eine Reduktion der IL2-Sekretion 

(Krummel, 1996). GITR wird auf allen T-Zellen, besonders nach T-Zell-Rezeptor-Aktivierung, 

exprimiert. Seine Aktivierung auf Teff verhindert eine Suppression durch Treg, auf den Treg 

trägt diese wohl eher zu deren supprimierender Funktion bei. (Nizar, 2010) Zudem exprimieren 

Treg PD-L1 (programmed death ligand 1), über dessen Bindung an PD-1 auf T-Zellen die Treg 

ebenfalls eine Suppression der Effektor-T-Zellen vermitteln. Außerdem stimuliert PD-L1 die 

Treg-Proliferation. (Francisco, 2010) 

CD127 ist die alpha-Kette des IL7-Rezeptors, welcher auf allen aktivierten Effektor-T-Zellen 

exprimiert wird, auf Treg aber nicht oder nur in geringem Ausmaß gefunden wird. 

(Mougiakakos, 2010) 

 

Für die immunsupprimierende Wirkung der Treg spricht das Auftreten von 

Autoimmunerkrankungen und Allergien bei Defekten der Treg (Sakaguchi, 2008). In 

Mausversuchen induzierte die Inaktivierung von FOXP3 diverse Autoimmunerkrankungen 
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(Lopes, 2007). Auch beim Menschen wurde ein Zusammenhang zwischen mangelnder Treg-

Aktivität und Autoimmunität gezeigt, z.B. für: Multiple Sklerose (Viglietta, 2004), Diabetes 

mellitus Typ I (Lindley, 2005), Psoriasis (Sugiyama, 2005), Rheumatoide Arthritis (Wang, 

2014), Myasthenia gravis (Thiruppathi, 2012).  

Bei Patienten mit T-Zell-vermitteltem Typ I-Diabetes ist zwar die Häufigkeit der Treg gegenüber 

gesunden Kontrollen nicht erniedrigt, ihre Funktion, die Suppression von Effektorzellen, ist 

allerdings deutlich geringer ausgeprägt. Außerdem schütten sie mehr IFNγ und weniger IL10 

aus, was zu einem proinflammatorischen Milieu führt. (Lindley, 2005)  

Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden höhere Treg-Zahlen im peripheren Blut 

gefunden als bei Gesunden. Die Funktion dieser Zellen war nicht eingeschränkt. In der 

Synovialflüssigkeit befallener Gelenke war die Treg-Funktion allerdings deutlich herabgesetzt, 

was möglicherweise zur Krankheitsentstehung beiträgt. (Wang, 2014) 

Die essentielle physiologische Funktion der Treg ist demnach die Unterdrückung autoreaktiver 

Immunzellen. Treg sind allerdings nicht nur im Zusammenhang mit Autoimmunität von 

Bedeutung, durch ihre immunsupprimierenden Eigenschaften scheinen sie auch maßgeblich am 

Verlust der Tumorimmunität beteiligt zu sein (Schreiber, 2011) (s. 2.3 Tumorimmunologie).  

 

Die oben beschriebenen immunsupprimierenden, FOXP3+ natürlichen Treg (nTreg) sind nicht 

die einzigen regulatorischen T-Zellen. Im menschlichen Körper kommen noch weitere – für die 

hier durchgeführten Untersuchungen weniger bedeutende - Untergruppen vor: Induzierbare Treg 

(inducible Treg, iTreg) sind den nTreg in Struktur und Funktion sehr ähnlich, entstehen aber auf 

TGFβ-Stimulation hin aus FOXP3- T-Zellen in der Peripherie. Außerdem gibt es zwei weitere 

peripher induzierbare Treg; Tr1Treg entstehen IL10-abhängig und sind FOXP3-, Th3Treg 

entstehen unter TGFβ aus CD4+ CD25- T-Zellen. Auch CD8+ T-Zellen zeigen zum Teil 

regulatorische Funktion. Es gibt verschiedene Unterarten, die z.T. im Thymus, z.T. in der 

Peripherie entstehen. Sie üben ihre supprimierende Funktion Zellkontakt-abhängig oder durch 

TGFβ- und IL10-Sekretion aus. (Mougiakakos, 2010; Nizar, 2010)  

Im Folgenden beziehen sich alle Aussagen zu Treg auf nTreg, bzw. nTreg und iTreg, da diese 

nach ihrer Entwicklung nicht mehr voneinander zu unterscheiden sind. 
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2.3 Tumorimmunologie 

2.3.1 Allgemeine Tumorimmunologie 

Tumorzellen sind körpereigene, entartete Zellen, die durch Mutationen entstandene, besondere 

Strukturen besitzen, die einerseits Voraussetzung für die Tumorentstehung sind, die sie aber 

auch von normalen Körperzellen unterscheiden und grundsätzlich unterscheidbar machen. Die 

Mutationen können entweder spontan auftreten, durch den Einbau von Virus-DNA ins Genom 

bei Virusinfektionen oder durch die Einwirkung sonstiger mutagener Substanzen auf die Zelle 

entstehen. Sie bewirken die Entstehung von Onkogenen aus Protoonkogenen, den Verlust von 

intakten Tumorsuppressorgenen oder die abnorme Expression normaler Gene. Die veränderten 

Genprodukte sind die sogenannten Tumorantigene (TAAs). Diese Antigene sind für das 

Immunsystem wie Fremdantigene, sodass der menschliche Organismus, wie auf infektiöse 

Krankheitserreger, auch auf maligne Tumorzellen mit einer Immunantwort reagiert (Vesely, 

2011). Allerdings kann diese die Entstehung, Ausbreitung und Metastasierung eines Tumors 

nicht immer verhindern; teilweise ist sie dafür sogar förderlich:  

Ein gängiges und in Expertenkreisen weltweit anerkanntes Modell der Tumorentstehung ist das 

Prinzip des Immunoediting (Abb. 1) (Schreiber, 2011). Danach durchlaufen entartete Zellen drei 

Phasen der Interaktion mit dem Immunsystem - Elimination, Equilibrium und Escape - bevor es 

zum manifesten malignen Tumor kommt. Bei der Elimination sind - neben tumorspezifischer 

Aktivierung des angeborenen und adaptiven Immunsystems - hauptsächlich die bekannten 

Mechanismen der Abwehr pathogener Krankheitserreger aktiv, die sich hier gegen TAAs richten 

und entartete Zellen vernichten, bevor ein Tumor entsteht. Bei Equilibrium und Escape treten 

bislang deutlich schlechter verstandene Mechanismen in Kraft, die sowohl von Seiten des 

Tumors als auch vom Immunsystem ausgehen und beide Bestandteile so verändern, dass der 

Tumor nicht mehr erkannt und eliminiert wird, sondern sich ausbreitet. Im Equilibrium befinden 

sich Tumorzellen, die der Elimination entgangen sind und latent persistieren, aber keinen 

invasiven Tumor bilden. Sie werden ausschließlich durch Bestandteile des adaptiven 

Immunsystems, wie IL12, IFNγ, CD4+ und CD8+ T-Zellen, supprimiert und an der Proliferation 

gehindert. Escape beschreibt die Phase der Tumorzelle, in der sie die Mechanismen des 

Immunsystems im Equilibrium, z.B. durch weitere Mutationen, umgangen hat und sich invasiv 

sowie metastasierend ausbreitet. (Schreiber, 2011)  

Während dieser beiden Phasen spielen neben Veränderungen der Tumorzellen selbst 

Veränderungen des umgebenden Milieus eine große Rolle für den Verlust der Tumorimmunität. 
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Zum einen produzieren Tumore immunsuppressive Zytokine und Enzyme, wie VEGF (vascular 

endothelial growth factor), TGF-β (transforming growth factor β) oder IDO (Indoleamine 2,3-

Dioxygenase). Außerdem bewirken Myeloid-derived-suppressor-cells und Treg eine 

Immunsuppression. Erstere sind unreife Knochenmarkszellen, die TGF-β sezernieren, T-Zell-

Rezeptoren von tumorspezifischen T-Zellen nitrieren und damit inaktivieren, für die Funktion 

von Effektor-T-Zellen essentielle Aminosäuren sequestrieren sowie Treg induzieren. Treg 

produzieren die immunsuppressiv wirkenden Zytokine IL10 (Interleukin 10) und TGF-β und 

verbrauchen für ihre eigene Funktion IL2, welches auch für zytotoxische T-Zellen essentiell ist. 

(Schreiber, 2011) 

Die Hypothese des Immunoediting entstand auf dem Boden von Tierversuchen, die ergaben, 

dass Tumoren von immundefizienten Mäusen weniger immunogen sind, als solche von 

immunkompetenten. Hierzu wurden durch Karzinogene bei gesunden und bei immundefizienten 

Mäusen (Mäuse mit Gendefekten im angeborenen oder erworbenen Immunsystem bzw. Mäuse, 

die mit monoklonalen Antikörpern gegen T-Effektorezllen oder Interferon γ behandelt wurden) 

Tumoren induziert. Tumorzellen dieser beiden Gruppen wurden jeweils wieder gesunden 

Mäusen injiziert. Die Tumorzellen der immunkompetenten Gruppe induzierten erneut Tumore in 

100% der Fälle. Die Tumorzellen der immundefizienten Mäuse induzierten in den gesunden 

Mäusen nur zu 50% erneut Tumore. Daraus wurde geschlossen, dass das Immunsystem 

unveränderte Tumorzellen vernichten kann, die Tumorzellen aus einem immunkompetenten 

Organismus allerdings durch das Vorhandensein des Immunsystems schon so verändert sein 

müssen, dass sie nicht mehr abgewehrt werden können.  Unter dem Selektionsdruck des 

funktionierenden Immunsystems verändern sich die Tumorzellen immer weiter bis sie 

schließlich nicht mehr erkannt und eliminiert werden können. (Schreiber, 2011) Ebenfalls für die 

Elimination von Tumorzellen durch das Immunsystem spricht das häufigere Auftreten von 

Malignomen bei Mäusen, denen bestimmte Immunzellen fehlen (Vesely, 2011). Beim Menschen 

ist für einige Tumorentitäten eine Korrelation zwischen tumorinfiltrierenden immunkompetenten 

Zellen und dem Überleben der Patienten gezeigt worden, z.B. beim malignen Melanom 

(Clemente, 1996) und dem kolorektalen Karzinom (Galon, 2006), (Mlecnik, 2011). Das 

Erkennen von Tumorantigenen durch Immunzellen bedeutet allerdings nicht zwingend einen 

effektiven Schutz vor dem Tumor, was dadurch deutlich wird, dass TAA-Immunantworten in 

hohem Maße während der Tumorprogression auftreten (Schreiber, 2011). Der fehlende Abwehr-

Effekt trotz vorhandener spezifischer Immunreaktion ist im Modell durch die Phasen 

Equilibrium und Escape und der darin vorkommenden Entwicklung protektiver Faktoren durch 

die Tumorzellen erklärt.  
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Daran beteiligte Mechanismen, die in einer Hemmung der Immunantwort resultieren, werden 

häufig als Checkpoints bezeichnet. Als einen wichtigen derartigen Checkpoint konnte erst in der 

jüngsten Zeit der programmed death-Ligand 1 (PD-L1) und sein Rezeptor PD-1 identifiziert 

werden. PD-L1 ist ein Transmembranprotein, das eine wichtige Rolle bei der Inhibition von 

Immunreaktionen spielt. Durch die Bindung an den Rezeptor PD-1, der von T-Zellen exprimiert 

wird, kommt es zum Verlust von Proliferation und Aktivität (Produktion von IFNγ, IL-2 und 

TNFα) der T-Zellen. PD-L1 wird von Immunzellen des angeborenen und des adaptiven 

Immunsystems (NK-Zellen, dendritischen Zellen, B-Zellen, T-Zellen) - auf Stimulation des T-

Zell-Rezeptors hin bzw. durch bestimmte Zytokine vermittelt - exprimiert. Zum Beispiel 

chronische virale Infektionen (wie Hepatitis) oder Autoimmunerkrankungen lösen die Bildung 

von PD-L1 aus, um die - hier Gewebe-schädigende - Aktivität zytotoxischer T-Zellen zu 

vermindern. Auch Tumorzellen können PD-L1 exprimieren und dadurch gegen den Tumor 

gerichtete T-Zell-Aktivität verhindern. (Wang, 2016) Entsprechend dieser Funktion von PD-L1 

gibt es viele Tumorentitäten bei denen eine hohe PD-L1-Expression mit einer schlechten 

Prognose korreliert. z.B. beim Nierenzellkarzinom (Frigola, 2011), Pankreaskarzinom (Nomi, 

2007), Mammakarzinom (Muenst, 2014)  und auch beim Urothelkarzinom (Nakanishi, 2007). 

Bei einigen Tumorentitäten ließ sich diese Theorie allerdings nicht bestätigen. Zum Beispiel zum 

nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom gibt es widersprüchliche Ergebnisse. Einige Arbeiten 

zeigen hier eine Korrelation zwischen PD-L1- Überexpression und besserer Prognose (Velcheti, 

2014). Über PD-L1 kann es auch  zu einer T-Zell-Stimulation kommen, auf welche Weise und 

wodurch die unterschiedlichen Auswirkungen bewirkt werden ist noch unklar, vermutlich 

aufgrund unterschiedlicher Kostimulation bzw. der Bindung von PD-L1 an einen anderen 

Rezeptor. (Wang, 2016) 
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Abbildung 1 

Prinzip des Immunoediting nach Schreiber et al (Schreiber, 2011) 

DC = dendritische Zelle, CD8 = CD8+ T-Zelle, CD4 = CD4+ T-Zelle, NK = Natürliche Killerzelle,  

TAA = Tumorantigen, MDSC = Myeloid-derived supppressor cell, Treg = regulatorische T-Zelle 

2.3.2 Rolle der regulatorischen T-Zellen in der Tumorimmunologie  

Die - im Modell beschriebene - Rolle der Treg beim Verlust der Tumorimmunität lässt vermuten, 

dass erhöhte Treg-Häufigkeiten mit dem Auftreten bzw. Fortschreiten von Tumorerkrankungen 

korrelieren. Dahingehende Erkenntnisse gibt es z.B. beim Prostatakarzinom (Miller, 2006), 

Kolonkarzinom (Clarke, 2006), Mamma- und Pankreaskarzinom (Liyanage, 2002), Magen- und 

Oesophaguskarzinom (Ichihara, 2003) und Kopf/Hals-Tumoren (Schaefer, 2005), wo signifikant 

höhere Treg-Level im Blut der Patienten als in dem gesunder Probanden gefunden wurden. Eine 

solche Häufung von Treg im peripheren Blut gegenüber gesunden Kontrollen wurde auch für das 

UC gefunden (Loskog, 2007). 
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Erhöhte Treg sind nicht nur mit dem Auftreten von Tumoren sondern auch mit fortschreitendem 

Tumorstadium assoziiert, z.B. beim Ovarialkarzinom (Curiel, 2004) (erhöhte Treg-Häufigkeit im 

Tumorgewebe) und dem hepatozellulären Karzinom (erhöhte Treg-Häufigkeit im Tumorgewebe 

und im peripheren Blut) (Zhang, 2010).  

Ein hohes Treg-Vorkommen korreliert bei vielen Tumoren mit einer schlechten Prognose. So 

wurde z.B. beim Ovarialkarzinom gezeigt, dass die Häufung tumorinfiltrierender Treg mit einem 

reduzierten Überleben vergesellschaftet ist (Curiel, 2004). Gleiches wurde für das Mamma-

Karzinom (Takenaka, 2013), das Magenkarzinom (Kono, 2006; Kashimura, 2012), das 

Oesophaguskarzinom (Kono, 2006) und das hepatozelluläre Karzinom (HCC) (Gao, 2007) 

gefunden. Im Gegensatz dazu korreliert beim Kolonkarzinom ein vermehrtes Treg-Vorkommen 

im Tumorgewebe mit besseren Überlebenszeiten (Salama, 2009). (s. 5. Diskussion, Tab. 7) Auch 

beim UC wurde eine Assoziation tumorinfiltrierender Treg mit einer besseren Prognose 

gefunden (Winerdal, 2011). Dieses Ergebnis ist aufgrund geringer Patientenzahlen allerdings nur 

eingeschränkt aussagekräftig.  

2.3.3 Tumorimmunologie des UC 

2.3.3.1 Beschriebene Tumorantigene des UC 

Beim UC sind bereits einige TAAs bekannt. Bislang wurde kein TAA identifiziert, das als 

Tumormarker für Diagnose oder Verlaufskontrolle des UC eingesetzt werden kann, da keines 

dieser TAAs konstant in allen oder nahezu allen Tumoren exprimiert wird.   

Eines der am besten untersuchten Tumorantigene ist p53. Ein homozygoter Defekt dieses 

Tumorsuppressorgens ist an 50% aller Tumorerkrankungen beteiligt (Rassow, 2006). Das intakte 

Genprodukt ist ein Protein, das bei DNA-Defekten den Zellzyklus anhält und bei fehlender 

DNA-Reparatur die Zelle der Apoptose zuführt, indem es als Transskriptionsfaktor für 

proapoptotische Proteine fungiert. Im UC wird ein mutiertes p53 in 55% der Fälle exprimiert 

(Stadler, 2011). Das Produkt des mutierten p53-Gens ist nicht funktionsfähig und führt zur 

Anhäufung von DNA-Schäden und somit zur Zellentartung. Das veränderte Protein häuft sich in 

den Zellen an, weshalb ein erhöhter Spiegel in Tumorzellen gefunden wird. 

Survivin ist eines der „Inhibitors of Apoptosis Proteins“ (IAPs). Diese verhindern den 

programmierten Zelltod und sind Transskriptionsfaktoren für Gene, deren Genprodukte die 

invasive Ausbreitung von Tumorzellen fördern. Normalerweise kommt es fast ausschließlich in 

der Embryonal- und Fetalzeit zur Expression von Survivin. Beim Erwachsenen findet man es in 

gesunden Zellen, wenn überhaupt, in nur sehr geringem Ausmaß. In Tumorzellen kommt es 
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allerdings deutlich vermehrt vor. Shariat et al fanden in ihrer Studie bezüglich des UC Survivin 

in 64% der Zystektomie-Präparate und in 94% der Lymphknotenmetastasen. Außerdem wurde 

die Überexpression von Survivin mit dem Tumorstadium, der Rezidivrate und der Mortalität des 

UC positiv korreliert. (Shariat, 2007) 

NY-ESO-1 und MAGE-A4 sind „Cancer-testis-antigens (CTAs)“ (Sharma, 2003; Bergeron, 

2009). Diese werden außer von embryonalen Stammzellen und dem Trophoblast der Plazenta 

physiologischerweise ausschließlich im Hoden exprimiert. (Dyrskjot, 2012) In Tumorzellen des 

malignen Melanoms, Lungen-, Leberzell-, und Mamma-Karzinoms, sowie auch des UCs 

kommen CTAs allerdings auch vor. (Dyrskjot, 2012). Gemeinsamkeiten von Gameten und 

Tumorzellen sind Hypomethylierung der DNA, Angiogenese, Fehlen der Immunogenität und die 

Expression von Chorion-Gonadotropin. Bei Keimzellen bzw. Zellen des Trophoblasten führen 

diese Mechanismen zur Immortalisierung, Implantation, Meiose und Migration, bei der 

Tumorgenese zur Transformation, Invasion, Aneuploidie und Metastasierung (Simpson, 2005). 

NY-ESO-1 wird in 35% der UC exprimiert (Dyrskjot, 2012). Bergeron et al untersuchten UC-

Patienten und fanden MAGE-A4 in 48% der Gewebeproben aus muskelinvasiven Karzinomen 

und in 73% der Lymphknotenmetastasen überexprimiert (Bergeron, 2009).  

Muzine sind Glykoproteine, die sich als Transmembranmoleküle an epithelialen Zelloberflächen, 

wie z.B. am Urothel in der Blase, befinden und die Anhaftung von Bakterien verhindern. MUC1 

ist eines von neun bekannten Muzinen, welches in malignen Tumoren überexprimiert und 

vermindert glykosyliert wird (Simms, 1999). Man nimmt an, dass es maßgeblich an 

Signalkaskaden beteiligt ist, die zur Tumorentstehung beitragen (Schroeder, 2004). Bekannt ist 

dies beim Lungen- (Nagai, 2006), Mamma- (Zaretsky, 2006), Ovarial- (Deng, 2013), Kolon- 

(Kimura, 2013) sowie beim Urothelkarzinom (Simms, 1999). Bei diesem wurde das veränderte 

MUC1 von Simms et al in 47% der untersuchten T4-Tumore gefunden (Simms, 1999).  

Für Invasion und Metastasierung ist für Tumorzellen das Durchdringen von Extrazellulärmatrix 

und Gefäßen notwendig. Wesentlicher Bestandteil dieser Strukturen sind Heparansulfate und 

Heparansulfat-Proteoglykane. Heparanasen sind Enzyme, die diese Moleküle abbauen. Sie 

werden u.a. von Tumoren in hohem Maße produziert. Heparanase wird in 68% aller 

muskelinvasiven UCs exprimiert. (Gohji, 2001) 

Zwei weitere klassische Onkogene sind Epidermal growth factor receptor (EGFR) und human 

epidermal growth factor receptor 2 (HER2). Beide sind Tyrosinkinasen, die an Signalkaskaden 

der Steuerung von Proliferation und Zellzyklus beteiligt sind (Sato, 2013), (Lae, 2010). Bei 

einigen malignen Erkrankungen werden sie überexprimiert. Im UC kommt dies in 74% der Fälle 

vor (Chaux, 2012). Bei HER2 gibt es mehrere Studien, die beim UC eine Häufigkeit zwischen 
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9,2% (Lae, 2010) und 80% (Gardmark, 2005) fanden. Eine inkonstante Überexpression von 

HER2 ist unter anderem auch beim Mamma-Karzinom bekannt (Goldhirsch, 2007).  

Im Rahmen der Zellproliferation führt eine Vielzahl von durchlaufenen Mitosen letztendlich zum 

Zelltod. Durch den stetigen DNA-Verlust an den Telomeren der Chromosomen, wo eine 

vollständige Replikation durch die DNA-Polymerase nicht möglich ist, führt zu zunehmender 

Verkürzung der Chromosomen. Bei Verlust von Exons mit lebenswichtigen Geninformationen 

kommt es zum Absterben der Zelle. Die Telomerase ist ein Enzym, das die Telomere der 

Chromosomen nach der Mitose wieder verlängert und so eine endlose Replikation der DNA 

ermöglicht. Physiologischerweise kommt sie ausschließlich in Stammzellen vor, die lebenslang 

persistieren sollen. Auch Tumorzellen entziehen sich dem Zelltod durch die Expression der 

Telomerase. (Rassow, 2006) Für das UC zeigten Studien die Expression von Telomerase in fast 

allen Fällen, zwischen 96% (Muller, 1996) und 97,5% (Lin, 1996).  

Die oben beschriebene Expression von PD-L1 durch Tumorzellen und die dadruch 

hervorgerufene unterdrückte Aktivierung von T-Zellen wird auch beim UC gefunden und 

korreliert mit der Agressivität des Tumors (Nakanishi, 2007) sowie mit schlechter Prognose 

(Wang, 2016).  

2.3.3.2. Tumorinfiltrierende Lymphozyten beim UC 

Das Vorkommen tumorinfiltrierender Lymphozyten sowie ein Zusammenhang zwischen deren 

Menge mit der Prognose der Tumorpatienten spricht auch beim UC für das Vorliegen einer 

relevanten Tumor-Immunreaktion. Die meisten Untersuchungen ergaben dass 

tumorinfiltrierende Lymphozyten mit einer günstigen Prognose assoziiert sind (Liakou, 2007).  

2.3.3.3 Regulatorische T-Zellen beim UC  

Bezüglich Treg gibt es auch beim UC erste Erkenntnisse. Wie bei vielen anderen, z.T. oben 

erwähnten Tumorarten, fanden Loskog et al sowie Chi et al auch bei UC-Patienten ein gegenüber 

Kontrollpatienten erhöhtes Treg-Vorkommen im peripheren Blut bzw. auch im Tumorgewebe 

(Loskog, 2007) (Chi, 2010). Winerdal et al ordnete diesen im Tumorgewebe vorkommenden 

Treg, aufgrund ihrer Assoziation mit verlängertem Überleben, eine am ehesten protektive 

Funktion zu (Winerdal, 2011). Eine eindeutige Bestätigung dieser Ergebnisse gibt es bislang 

nicht. Ein erwähnenswertes Ergebnis von Winerdal et al ist auch, dass die Expression von 

FOXP3 durch Tumorzellen - und nicht durch Immunzellen - mit einer schlechten Prognose 

zusammenhängt (Winerdal, 2011). 
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2.4 Immuntherapie 

2.4.1 Allgemein etablierte Methoden 

Bei der Behandlung zahlreicher Erkrankungen wird auf viele unterschiedliche Arten das  

Immunsystem beeinflusst oder verändert. Die wohl bekannteste und älteste Methode ist die 

Impfung. 1796 entwickelte Edward Jenner die erste Impfung, die sich gegen das Pockenvirus 

richtete (Groß, 2009). Bei der aktiven Impfung wird das Immunsystem durch die Exposition 

gegenüber abgeschwächten Krankheitserregern sensibilisiert und baut so mit Hilfe der 

Gedächtniszellen eine langanhaltende Immunität gegen diese Erreger auf. Bei 

Autoimmunerkrankungen ist die medikamentöse Immunsuppression mittlerweile ein 

Standardverfahren. Die Immunzellen werden nicht nur mittels Chemotherapeutika supprimiert, 

sondern es liegen mittlerweile auch spezifische Substanzen vor, die gezielt im Immunsystem 

eingreifen. Bei Vergiftungen werden spezifische Antikörper als Antidot gegeben bzw. wird bei 

akuten Infektionen passiv geimpft.  

2.4.2 Immuntherapeutische Ansätze bei malignen Tumoren 

Der erfolgreiche Therapieansatz der Impfung wurde auch auf Tumorerkrankungen zu übertragen 

versucht, zumal das Immunsystem auf maligne Zellen ganz ähnlich wie auf Krankheitserreger 

reagiert (s. 2.3.1 allgemeine Tumorimmunologie).  

Ein Malignom, das mittlerweile durch eine standardmäßig durchgeführte Impfung zu vermeiden 

ist, ist das Cervix-Karzinom. Die aktive Impfung richtet sich hier allerdings nicht gegen den 

Tumor selbst, sondern gegen das Papillomavirus. Die Infektion mit den Typen 16 und 18 dieses 

Virus sind Voraussetzung für die Entstehung von etwa 70% aller Cervix-Karzinome (Fisher, 

2013). Eine vom Virus unabhängige Entstehung des Karzinoms ist extrem selten, sodass der 

Effekt einer Tumor-Impfung entsteht. Ein ähnliches Beispiel ist die Reduktion des Risikos für 

ein hepatozelluläres Karzinom durch die Hepatitis B-Impfung. Vom Mechanismus allerdings 

lässt sich diese Impfung nicht auf andere Krebsarten, die nicht virusassoziiert sind, übertragen. 

Tumorspezifische Impf-Ansätze sehen die Exposition des Immunsystems mit TAAs und die 

Bildung spezifischer Antikörper dagegen vor. Bekannte TAAs werden allerdings nicht konstant 

von allen Tumoren einer Tumorart und auch innerhalb eines Tumors nicht von allen 

Tumorzellen exprimiert. Neben anderen Problemen der Tumorimpfstoffentwicklung, -

verträglichkeit und -effektivität ist auch dies ein Grund dafür, dass es bislang keine 

prophylaktische Tumor-Impfung gibt. Sie werden erst nach Tumorentstehung verabreicht und 
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die entstehende Immunität soll die bereits vorhandenen Tumorzellen bekämpfen. Im Tiermodell 

sind solche Impfungen hoch effektiv (Kimura, 2013), vorausgesetzt man impft gegen ein TAA, 

das von bestimmten Malignomzellen konstant exprimiert wird. Beim Menschen gibt es viele 

Studien in Kombination mit Standard-Therapieverfahren und bei weit fortgeschrittenen 

Tumorstadien. Die Beurteilbarkeit der Impfeffektivität ist in diesen Studien drastisch 

eingeschränkt. Einerseits können positive Effekte auch durch die Standard-Therapie bedingt 

sein, andererseits könnte ein fehlende Wirksamkeit auch auf dem immunsupprimierenden 

Mikromilieu des Tumors beruhen, das in späten Tumorstadien möglicherweise deutlich 

ausgeprägter ist, als in frühen oder gar vor Tumorentstehung (Schreiber, 2011). Die Einführung 

prophylaktischer Impfungen gegen TAAs ist umstritten, da TAAs ursprünglich Autoantigene 

sind und somit die Induktion von Autoimmunität zu befürchten ist. Trotz dieser Umstände 

zeichnen sich auf diesem Gebiet erste Erfolge ab: MUC 1 ist, wie oben beschrieben, in Tumoren 

derartig verändert, dass es kein Autoantigen mehr, sondern ein erfolgversprechendes Ziel einer 

Impfung gegen epitheliale Tumore darstellt. Kimura et al untersuchten Patienten mit bekannten 

Kolon-Karzinom-Vorstufen in der Vorgeschichte. Auf die Impfung mit MUC1 bildeten diese zu 

43,6% hohe Anti-MUC1-IgG-Spiegel. (Kimura, 2013)  

Da der Hoden eine immunprivilegierte Zone im menschlichen Organismus ist, sind besonders 

auch die CTAs ein Ziel vieler Tumor-Impfmodelle. Obwohl es sich auch hier um körpereigene 

Antigene handelt, werden sie möglicherweise besser als fremd erkannt, da sie normalerweise 

außerhalb der Reichweite von Immunzellen vorkommen. Beim malignen Melanom gibt es 

Ansätze einer CTA-Impfung, die in Kombination mit 5-ASA (5-Aminsalicylsäure) effektiv wird, 

welches durch DNA-Hypomethylierung eine konstantere Expression der CTAs und damit des 

Angriffspunktes der induzierten Immunzellen und Antikörper bewirkt (Sigalotti, 2004).  

Ein möglicher Grund für das häufige Versagen von Tumor-Impf-Modellen bzw. das Fehlen ihrer 

durchschlagenden Wirkung könnte möglicherweise bei immunsupprimierenden Mechanismen 

liegen, zum Beispiel den Treg, die die Ausbildung einer TAA-Immunantwort verhindern. 

Neben der Impfung gibt es andere immunologische Ansätze der Tumortherapie, die auf der 

Expression von Tumorantigenen beruhen.  

Trastuzumab, ist ein monoklonaler Antikörper, der sich gegen die extrazelluläre Domäne des 

HER2/neu-Rezeptors richtet und die über HER2 vermittelte Zellproliferation blockiert. Er wird 

standardmäßig beim HER2 positiven Mammakarzinom in Kombination mit einer Chemotherapie 

eingesetzt. Diese Kombination führt zu einer Ansprechrate von 40%. (Karow, 2012) Ähnliche 

Methoden sind die Rituximab-Therapie (Anti-CD20-Antikörper) des B-Zell-Non-Hodgkin-
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Lymphoms und die Bevacizumab-Therapie (Anti-VEGFR-Antikörper) u.a. des metastasierten 

kolorektalen Karzinoms. 

Eine direkte Beeinflussung regulatorischer T-Zellen ist ein weiterer Versuch der Tumortherapie. 

Bei Mäusen führt eine Treg-Depletion durch einen monoklonalen CD25-Antikörper zur 

Elimination von Leukämien, Sarkomen und Melanomen (Onizuka, 1999). Obwohl der CD25-

Antikörper Daclizumab nicht selektiv Treg eliminiert sondern auch auf T-Effektor-Zellen wirken 

könnte, eliminiert er beim metastasierten Mammakarzinom langfristig CD25+ FOXP3+ Treg und 

bewirkt eine effektive Bildung zytotoxischer T-Zellen auf eine TAA-Tumorvakkzine hin (Rech, 

2009). Bei Kolonkarzinom-Patienten legt eine Treg-Depletion der PBMCs (peripheral blood 

mononuclear cells) in vitro eine TAA-spezifische CD4-T-Zell-Antwort frei (Clarke, 2006).  

Der Durchbruch der letzten Jahre in der Immuntherapie einiger Tumorentitäten betseht in den 

sogenannten Checkpoint-Inhibitoren. Ein monoklonaler Antikörper gegen CTLA-4 (Ipilimumab) 

zeigte erste Erfolge in der Behandlung des malignen Melanoms (Hodi, 2010; Wolchok, 2013). 

CTLA-4 ist ein Rezeptor auf zytotoxischen T-Zellen, dessen Aktivierung in der Unterdrückung 

der T-Zell-Akitivität resultiert (s. 2.3 Tumorimmunologie). Antikörper gegen das in Malignomen 

oft überexprimierte Molekül unterstützen somit die T-Zell-Aktivität. Noch bessere Eregbnisse 

konnten durch die Inhibition von PD-L1 bzw. PD-1 erzielt werden (Ärzteblatt, 2015). 

Monoklonale Antikörper gegen beide Strukturen verhindern letztendlich die Unterdrückung von 

Anti-Tumor-T-Zell-Aktivität und unterstützen somit die Tumor-Abwehr. Zum Beispiel beim 

malignen Melanom erhöht ein PD-1-Antikörper (Prembrolizumab)  in vitro die Anzahl und 

Aktitivität tumorantigen-spezifischer Lymphozyten (Wong, 2007). Auch in vivo zeigt 

Prembrolizumab in der Behandlung des malignen Melanoms eine progressionsfreies Überleben 

nach 6 Monaten von 46,4% bis 47,3% (je nach Dosis) im Vergleich zu 26,5% unter Ipilimumab-

Therapie. Die Überlebensrate nach einem Jahr lag bei 68,4% bis 74,1% im Vergleich zu 58,2%. 

(Robert, 2015) Nicht nur zur Behandlung des malignen Melanoms, sondern auch für das 

fortgschrittenen nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom ist Prembrolizumab in den USA und in 

Europa bereits zugelassen (European-Medicines-Agency, 2016; Food-and-Drug-Administration, 

2016). In den USA ist es ebenso zur Behandlung fortgeschrittener Plattenepithelkarzinome im 

Kopf-/Hals-Bereich zugelassen (Food-and-Drug-Administration, 2016). Beim kolorekatlen 

Karzinom mit hoher Mikrosatelliten-Instabilität (Le, 2015) und beim therapierefraktären 

Hodgkin-Lymphom (Ansell, 2015) zeichnen sich in Studien vielversprechende Ergebnisse von 

PD-1-Inhibitoren ab.   

2.4.2.1 Immunologische Effekte herkömmlicher Tumor-Therapeutika 
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Auch von primär nicht auf immunologischen Wirkmeachnismen beruhenden Therapeutika, die 

in der Malignomtherapie eingestezt werden, sind immunologische Effekte bekannt. 

Grundsätzlich ist die Theorie des durch Chemotherapeutika hervorgerufenen immunogenen 

Zelltodes anerkannt. Durch den Untergang von Tumrozellen werden TAAs leichter erreichbar 

für Immunzellen, es kommt zu einer vermehrten Präsentation von TAAs durch APCs. Durch 

diesen und andere Meachnismen interagieren Chemotheraputika mit dem Immunsystem, der 

letztendliche Effekt einer Chemotherapie ensteht somit aus der Kombination aus Wirkung an der 

Tumorzelle selbst, Verändernug der Sensitivität der Tumorzelle gegenüber Immunreaktionen, 

Veränderungen an Immunzellen selbst und veränderter Aktivierung der Immunzellen (z.B. 

immunogener Zeltod). (Zitvogel, 2011)  

Cyclophosphamid bewirkt bei verschiedenen fortgeschrittenen Tumoren neben dem 

antiangiogenetischen Effekt eine Reduktion von Treg und erhöht dadurch T- und NK-Zell-

Immunantworten (Ghiringhelli, 2007).   

Der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib wird erfolgreich bei der BCR-ABL-positiven CML und 

AML angewandt. BCR-ABL ist ein gegenüber dem normalen ABL verstärkt aktives durch 

Translokation entstandenes Fusionsprotein, eine Tyrosinkinase, die zu ungehemmtem 

Zellwachstum führt, da sie im Gegensatz zur normalen ABL-Tyrosinkinase nicht vom Signaling 

eines Wachstumsfaktors abhängig ist. Imatinib kommt daneben auch bei der Behandlung von 

Gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) zum Einsatz. Hier verlängert es die mediane 

Überlebenszeit von neun Monate auf über fünf Jahre. Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur 

die Inhibition der Tyrosinkinase direkt sondern auch ein Einfluss auf das Immunsystem an 

diesem Effekt beteiligt ist. Unter der Therapie mit Imatinib kam es durch die reduzierte 

Expression von IDO in Tumorzellen zu einem Anstieg der CD8+ T-Zellen und zur vermehrten 

Apoptose von Treg im Tumorgewebe. (Balachandran, 2011) 

2.4.3 Immuntherapeutische Ansätze beim UC 

Das nicht muskelinvasive UC wird erfolgreich mittels einer Immuntherapie mit BCG behandelt. 

Wie oben beschrieben, wird bei nicht-muskelinvasiven Tumoren mit mittlerem und hohem 

Progressions- und Rezidivrisiko mittels intravesikaler Instillation des Immunmodulators BCG 

nach erfolgter TURB eine effektive Tumorimmunantwort ausgelöst, die das Voranschreiten der 

Erkrankung bzw. das Auftreten eines Tumor-Rezidivs verhindern oder zumindest verzögern 

kann (Witjes, 2014; Awmf, 2016). Mit alleiniger TURB hat das nicht-muskelinvasive UC eine 

Progressionsrate von 30% und eine Rezidivrate von 70% (Rosevear, 2009). Unter einer BCG-



25 
 

Erhaltungs-Therapie (ein bis drei Jahre) entwickeln sich signifikant weniger der nichtinvasiven 

Tumoren weiter zum invasiven UC als unter einer Chemotherapie mit Mitomycin C oder nur 

nach TURB. Das Progressionsrisiko wird von 13,8%  unter Chemotherapie auf 9,8 % unter 

BCG-Therapie gesenkt (relative Senkung des Progressionsrisikos um 27%). (Sylvester, 2002)  

Auch das Rezidivrisiko wird durch die BCG-Instillation mit Erhaltungstherapie um 32% 

gegenüber der Mitomycin C-Instillation gesenkt (Malmstrom, 2009).  

Beim muskelinvasiven UC führte die Gabe von autologen dendritischen Zellen, die mit MAGE-

A3 gepulst wurden, zur Verkleinerung von Lymphknoten- und Lebermetastasen des 

muskelinvasiven UC (Nishiyama, 2001). In der laufenden Phase II Placebo-kontrollierten 

Doppelblindstudie, MAGNOLIA, wird die Wirksamkeit einer Immunisierung durch 

rekombinantes MAGE-A3 in Kombination mit dem Immunstimulanz AS 15 (Adjuvant System) 

bezüglich krankheitsfreiem Überleben und Immunantworten bei MAGE-A3+ UC-Patienten nach 

Zystektomie untersucht (Clinicaltrials, 2014).  

Erst vor kurzem wurden Erfolge durch Inhibitoren von PD-L1(programmed death-Ligand) bzw. 

von PD-1(PD-L1-Rezeptor) in der Behandlung des UC verzeichnet. Der monoklonale PD-L1-

Antikörper Atezolizumab führte in einer klinischen Phase II-Studie bei Patienten mit 

therapierefraktärem lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem UC zu einer Ansprechrate von 

15 % unabhängig von der PD-L1-Expression. Bei mittlerer bis hoher PD-L1-Expression kam es 

zu einer Anpsrechrate von 26%. (Rosenberg, 2016) In den USA ist er berits für die Zweitlinien-

Therapie beim fortgeschrittenen UC zugelassen (Food-and-Drug-Administration, 2016). 

Ein weiterer therapeutische Ansatzpunkt ist der Rezeptor von PD-L1, PD1. Zur Behandlung des 

UC mit monoklanlen PD-1-Antikörper Pembrolizumab gibt es publizierte Daten einer Phase Ib-

Studie (KEYNOTE-012) . Hier kam es bisher bei 27,6% der Probanden mit einem PD-L1-

positiven lokal fortgeschrittenen UC zu einem Therapieansprechen, bei 10% kam es zu einer 

kompletten Remission. (Plimack E., 2015)  

 

 

 

2.5 Zielsetzung 

Das muskelinvasive Urothelkarzinom ist mit ca. 15.500 Neuerkrankungen im Jahr in 

Deutschland (Robert-Koch-Institut/Krebsregister, 2013) häufig und hat mit 5-Jahres-

Überlebensraten zwischen 14 und 81% (Jost, 2003) eine mit zunehmendem Tumorstadium 
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schlechte Prognose. Seit langem war keine relevante Weiterentwicklung in der Therapie, vor 

allem des muskelinvasiven UC, eingetreten. Gleichzeitig ist das nichtmuskelinvasive 

Urothelkarzinom das Ziel der bislang erfolgreichsten und am häufigsten eingesetzten 

tumorgerichteten Immuntherapie, BCG, mit dem Ergebnis einer sehr effektiven Reduktion von 

Progressions- und Rezidivrisiko. Erst kürzlich konnte mit der Inhibition von PD-L1/PD-1 ein 

neuer Wirkmechanismus für die Therapie des muskelinvasiven UC etabliert werden. Weitere 

immuntherapeutische Ansätze wie die TAA-Immunisierung sind in der Versuchsphase. 

Vorrausetzung für die Weiterentwicklung noch effektiverer immunologischer Therapieformen ist 

das bessere Verständnis der Rolle des Immunsystems und seiner einzelnen Komponenten beim 

UC.  

In der vorliegenden Arbeit wurde eine prospektive Studie durchgeführt, die die T-Zell-

vermittelte Immunität beim muskelinvasiven UC untersucht. Neben T-Effektorzellen werden 

dabei Treg beleuchtet, die möglicherweise am Verlust der Tumorimmunität und am Versagen 

bisheriger immuntherapeutischer Ansätze ursächlich beteiligt sein könnten.  

Für eine Bestimmung der Häufigkeit von Treg in den verschiedenen Tumorstadien im peripheren 

Blut von UC-Patienten wurde die Treg-Population mittels Durchflusszytometrie der PBMCs 

quantifiziert.  

Um (Therapie-)relevante Tumorantigene zu identifizieren wurde mittels IFNγ-ELISpot-Test die 

Häufigkeit und Stärke der Immunantwort auf verschiedene bekannte Tumorantigene des UC 

analysiert. Darüber hinaus wurde der Einfluss der Treg auf diese Tumor-Immunantwort durch 

Treg-Depletion charakterisiert.  

Alle gennanten Untersuchungen wurden vor und nach Standard-Therapie durchgeführt, um 

Interaktionen der Immunreaktionen mit der herkömmlichen Therapie zu erfassen.  

Mittels eines im eigenen Labor entwickelten Assay wurden die Treg nicht nur hinsichtlich ihrer 

Zahl, sondern auch in Hinblick auf Ihre Antigenspezifität untersucht. Hierfür wurde das gleiche 

Panel an beim UC bekanntermaßen relevanten TAA verwendet wie beim IFNγ-ELISpot. Die 

Spezifität von Teff und Treg innerhalb eines Patienten sollte verglichen werden und Aufschlüsse 

auf die Entstehung der Immunantwort geben.  
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3. Material und Methoden  

Die Studie wurde als Kooperation zwischen dem Klinikum rechts der Isar, München und dem 

Deutschen Krebs-Forschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg durchgeführt. Die Rekrutierung der 

Patienten, die Probengewinnung und Lymphozytenisolierung fand in der Urologischen Klinik 

des Klinikums rechts der Isar in München statt und wurde eigenständig durchgeführt, die 

weiteren Untersuchungen der gewonnenen Zellen wurden im Rahmen eines 

Forschungsaufenthalts von PD Dr. T. Horn im Department of Translational Immunology des 

DKFZ in Heidelberg unter der Leitung von Prof. Dr. P. Beckhove durchgeführt. Die vorliegende 

Arbeit beschreibt die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Kooperation entstanden sind,und greift 

damit auf Material und Ergebnisse zurück, die nicht ausschließlich eigenständig generiert 

wurden.  Die Ergebnisse wurden bereits im International Journal of Cancer publiziert (Horn, 

2013). 

3.1 Patienten 

Untersucht wurde das Blut von Patienten mit der Diagnose eins invasiven Urothelkarzinoms 

(UC) und  Kontrollpatienten mit einer benignen Prostatahyperplasie (BPH), die sich einer 

transurethralen Resektion der Prostata (TURP) unterzogen (s. Abb. 4). Die Patientenrekrutierung 

fand zwischen September 2010 und Dezember 2011 in der Urologischen Abteilung des 

Klinikums rechts der Isar, München statt. Die Karzinompatienten wurden gemäß ihrer 

Tumorstadien (s. 4. Ergebnisse, Tab. 5) mittels radikaler Zystektomie mit Lymphadenektomie, 

palliativer, neoadjuvanter (bei klinischem V.a. T3-Tumor oder Lymphknotenbefall cT3, cN+) 

oder adjuvanter (bei Tumorstadium ≥ pT3 oder pN+) Chemotherapie mit Gemcitabine und 

Cisplatin  (s. 2. Einleitung) (Schema s. Tab. 2) therapiert.  

 

Gemcitabine, Cisplatin 28-Tages-Zyklus 

  

Gemcitabine 1200mg/m2 KÖF Tag 1, 8 

Cisplatin 70mg/m2 KÖF Tag 2 

Tabelle 2:  

Chemotherapie-Schema für  Kombination aus Gemcitabine und Cisplatin; KÖF= Körperoberfläche 

In einem Fall wurde wegen einer Niereninsuffizienz Paclitaxel statt Cisplatin verwendet (Witjes, 

2014). 
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Bei allen Chemotherapie-Formen wurden initial zwei Zyklen durchlaufen, bei der neoadjuvanten 

Therapie wurde eine Fortführung der Therapie  nur  bei Ansprechen (CT-Kontrolle) und guter 

Verträglichkeit in Erwägung gezogen. 

 

Die Kontrollpatienten erhielten alle eine TURP. Diese stellt eine operative Therapiemethode dar, 

die den Vergleich von Zystektomie-Patienten mit den Kontrollen ermöglicht. Desweiteren 

begünstigt das ähnliche Erkrankungsalter von UC-Patienten und BPH-Patienten die 

Vergleichbarkeit der beiden Gruppen.  

Die Studie wurde von der zuständigen Ethikkommission genehmigt (Nr. 2835/10).  

Einschlusskriterien waren Alter über 18 Jahre, Vorliegen eines muskelinvasiven 

Urothelkarzinoms (mind. Stadium pT2) bzw. einer therapiebedürftigen BPH, Hb >10mg/dl und 

eine unterschriebene Einverständniserklärung.  

Ausschlusskriterien waren Immunsuppression, sei es erkrankungsbedingt oder medikamentös 

bedingt (außer der niedrig dosierten antiemetischen Steroid-Therapie während der 

Chemotherapie), sowie Zweitkarzinome von klinischer Bedeutung. Ein inzidentelles Prostata-

Karzinom, das im OP-Resektat durch die Pathologie erstdiagnostiziert wurde, wurde 

beispielsweise als klinisch unbedeutend gewertet. Diese Definition beruht auf Autopsie-Studien, 

in denen festgestellt wurde, dass 80% der über 70-jährigen Männer ein latentes Prostatakarzinom  

haben (Breslow, 1977). Um also Probanden zu untersuchen, die die reale Population möglichst 

genau abbilden, wurden diese Patienten nicht ausgeschlossen. 

Außerdem ist diese Definition sinnvoll, da auch bei der Kontrollgruppe in der TURP ein solches 

bislang unbemerktes, aber häufig gleichzeitig mit der BPH vorhandenes, Prostatakarzinom nicht 

sicher ausgeschlossen werden kann, da hier überwiegend Gewebe der zentralen Zone der 

Prostata gewonnen wird, die Karzinome entstehen allerdings überwiegend androgenabhängig in 

der peripheren Zone (Böcker, 2008). 

3.2 Lymphozytenisolierung 

Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen) gehören aufgrund ihres einzelnen runden 

Zellkerns zu den peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). In diese Gruppe gehören 

außerdem Monozyten und dendritische Zellen. Zur Isolation von PBMCs aus peripherem Blut 

wird die Dichtegradienten-Zentrifugation angewendet. Hierbei wird das Seperationsmedium, 

eine Mischung aus dem Polymer Ficoll (Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer) und dem 

jodhaltigen Metrizamid, mit dem Blut überschichtet und zentrifugiert. 
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Da das Biocoll-Seperationsmedium eine geringere Dichte (1,077g/ml) als Erythrozyten hat, aber 

eine höhere als Lymphozyten und Monozyten, trennt es diese Blutfraktionen voneinander: Im 

Sediment finden sich kernlose Erythrozyten und auch polymorphkernige Granulozyten, in der 

Interphase auf dem Ficoll ist eine trübe Schicht mit PBMCs zu finden („buffy coat“), darüber das 

Plasma mit der geringsten Dichte (Abb.2) 

 
 

 

Abbildung 2  

Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung der PBMCs (mononukleäre Zellen des peripheren Blutes);  

nach Janeway (Janeway, 2009) 

Den  Studienpatienten wurden jeweils zwischen 60 und 100ml venöses Blut abgenommen. Zur 

Antikoagulation wurden entweder 50 I.E. Heparin oder ca. 1,8mg EDTA 

(Ethylendiamintetraacetat) pro ml Blut verwendet. 

Das Blut wurde maximal 10 Stunden nach Abnahme (Lagerung bei Raumtemperatur) wie folgt 

verarbeitet: 

In 50ml-Röhrchen wurden je 15ml RPMI 1640-Medium (Roswell Park Memorial Institute 

Medium) mit je 20ml Blut vermischt. Mit diesem Gemisch wurden je 15ml Ficoll langsam 

überschichtet, sodass das Blut-Medium-Gemisch vollständig getrennt auf dem Ficoll schwimmt. 

Um nun die einzelnen Bestandteile des Blutes nach ihrer Dichte aufzutrennen, wurde bei 800g 

und 25°C 20 Minuten zentrifugiert.  

Nun wurde die Interphase mit einer Pipette abgesaugt. Um die Zellen weitestgehend von Plasma 

und vor allem dem zellschädigenden Ficoll zu befreien erfolgten zwei weitere Waschschritte mit 

RPMI und einer jeweils zehnminütigen Zentrifugation bei 320g und 25°C. Vor dem letzten 

Waschen wurden die Zellen alle in ein Röhrchen zusammengeführt und die Zellzahl mittels 

Neubauerzählkammer und Färbung mit Türk‘scher Lösung ermittelt. Dazu wurden 10 µl der 
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Zellsuspension entnommen und mit 40 µl Türk‘scher Lösung gemischt (1:5-Verdünnung). Die 

Neubauer Zählkammer fasst 0,1 µl pro Zählquadrat. Daher wurde der aus der Zählung in vier 

Quadraten errechnete Mittelwert der Zellzahl mit 5 und 104 multipliziert, um die Zellzahl pro ml 

zu erhalten. Die Gesamtzellzahl wurde nun mittels Multiplikation mit der gesamten 

Zellsuspensionsmenge in ml bestimmt. 

Anschließend wurde das Zellpellet, das sich bei der letzten Zentrifugation abgesetzt hat, in einer 

entsprechenden Menge Einfriermedium resuspendiert, so dass dann jeweils 107 Zellen pro ml in 

1-ml-Einheiten eingefroren wurden. Das Einfriermedium setzt sich aus Humanserum AB und 

DMSO (Dimethylsulfoxid) als Frostschutz, in einem Verhältnis von 8:1 zusammen. 

Die Zellröhrchen wurden zunächst bei -80°C in einem speziellen Gefrierbehälter mit einer 

Abkühlungsrate von -1C pro Minute (Mr. Frosty) eingefroren; nach ca. 24 h in flüssigen 

Stickstoff umgelagert und dort bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. 

3.3 Durchflusszytometrie 

Um unterschiedliche Zellpopulationen innerhalb der PBMCs voneinander zu unterscheiden, 

macht man sich das Prinzip der Durchflusszytometrie zunutze: Hier werden Zellen anhand ihrer 

Größe und intrazellulären Granula unterschieden. Die Zellsuspension durchläuft eine Düse, 

wodurch ein feiner Flüssigkeitsstrom entsteht, der sich am Ende in Tröpfchen aufteilt, welche 

jeweils eine Zelle enthalten. Hier passieren die Flüssigkeitstropfen einen Laserstrahl. Beim 

Durchtritt der Zelle durch den Lichtstrahl wird das Licht je nach Zelleigenschaften 

unterschiedlich stark gestreut. Das Streulicht in Richtung des Strahls (forward scatter) hängt vom 

Volumen der Zelle ab, das Streulicht senkrecht zum Lichtstrahl (sideward scatter) von ihrer 

Granularität. Das Streulicht wird von Detektoren aufgenommen. Mit dieser Information, die zu 

einem Computer weitergeleitet wird, können die unterschiedlichen Zellpopulationen erkannt und 

quantifiziert werden. Auf ähnliche Art und Weise können Zelltypen mit Hilfe von 

Immunfluoreszenzmarkierung noch weiter unterteilt werden. Die Zellen werden mit Antikörpern 

gegen (mehrere) bestimmte bekannte Oberflächenmerkmale markiert. Diese Antikörper tragen 

Chromophore, die durch den Laserstrahl zur Lichtemission angeregt werden. Diese wird durch 

Linsen gesammelt und von Filtern in verschiedene Wellenlängenbereiche aufgespalten und zu 

Detektoren abgelenkt, welche die unterschiedliche Fluoreszenz quantifizieren. Die Fluoreszenz 

ist proportional zur Anzahl der gebundenen Antikörper und damit zur Anzahl der 

korrespondierenden Oberflächenmerkmale sowie zur Anzahl der Zellen, die diese Merkmale 

tragen. (s. Abb. 3) 



31 
 

 

 

Abbildung 3 
Prinzip der Durchflusszytometrie; nach Janeway (Janeway, 2009) 

Da sich die Wellenlängenbereiche der Fluoreszenz von mehreren Chromophoren der Antikörper 

überschneiden können, muss bei jedem Patienten eine Kompensation mitgeführt werden. Hier 

werden die Zellen nur mit einem Antikörper markiert. Die hierbei gemessenen Werte in den 

anderen Wellenlängenbereichen entsprechen der Überschneidung und müssen dann von der 

tatsächlichen Messung jeweils abgezogen werden. 

 

Für die Identifikation der unterschiedlichen Zellgruppen wurden für diese spezifische 

Oberflächenmoleküle markiert. 

Die Funktion und das Vorkommen dieser Oberflächenmoleküle sowie die Einteilung der 

Zellpopulationen an Hand dieser sind aus folgender Tabelle (Tab. 3) ersichtlich. 
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 Zellmerkmal  Funktion/Vorkommen  Zelltyp 

      

CD3+
 T-Zell-Rezeptor, Zelloberfläche Alle T-Zellen 

CD4+
 Protein zur Bindung von MHC II T-Helfer-Zellen 

CD8+
 Protein zur Bindung von MHC I Zytotoxische T-Zellen 

CD25+
 

Alpha-Kette des IL2-Rezeptors, 
Zelloberfläche 

Alle aktivierten T-Zellen,  bei Treg 
besonders hoch 

CD127+
 

Alpha-Kette des IL7-Rezeptors, 
Zelloberfläche 

hoch bei T-Effektorzellen, niedrig bei 
Treg 

FOXP3+
 Transskriptionsfaktor, intrazellulär Treg 

      

CD3+, CD4+, CD25+, 

CD127
low

, FOXP3+
 

  Treg 

CD3+, CD25+, FOXP3 
-
 

  Aktivierte T-Effektor-Zellen  

 

Tabelle 3 

Zellmerkmale und ihre Verteilung auf unterschiedlichen Zellpopulationen (Janeway, 2009) 

 

Für die Markierung dieser Moleküle wurden folgende Antikörper verwendet: Anti-CD3-PE 1:50 

(BD Biosciences, Heidelberg), Anti-CD4-PerCP-Cy5.5 1:50 (ebioscience, Frankfurt), Anti-

CD25-APC-Cy7 1:20 (ebioscience), Anti-CD127-FITC 1:10 (BD Biosciences) und Anti-FOXP3-

APC (clone PCH101, 1:10; ebioscience).  

Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurde der Fluoreszenzfarbstoff Pacific Orange 

(Live/Dead® Fixable Yellow Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Darmstadt) verwendet, das nur in 

tote Zellen diffundiert, deren Zellmembranbarriere nicht  mehr intakt ist, und diese deutlich 

stärker färbt als die lebenden.  

Für die Kompensation wurden jeweils dieselben markierten Antikörper verwendet außer bei 

Anti-FOXP3. Hier wurde das verwendete Chromophor APC an einen CD4-Antikörper 

gekoppelt, da bei einem geringen Anteil FOXP3+ Zellen ein schwaches Signal von FOXP3-APC 

zu erwarten war.  

Die Zellen wurden über Nacht zytokinfrei in X-VIVO 20 (Lonza, Basel) in Kultur genommen. 

Die Zellen aus der Kultur wurden mit PBS gewaschen, in 1ml PBS aufgenommen und auf 

106/ml eingestellt (s. oben). Nun wurde 1ml der Zellsuspension mit 1ml Dead/Live Cell-Kit 

(Pacific Orange) gemischt und 30 Min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz stehen gelassen. 

Um die störende Bindung von Antikörpern an unspezifische Bindungsstellen zu verhindern, 

wurden diese mit polyvalentem humanen IgG geblockt. Anschließend wurde das Antikörper-

Gemisch zugegeben und für 20 Minuten auf Eis gefärbt. Nach einem Waschschritt wurde bei den 
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Proben die intrazelluläre Färbung von FOXP3 durchgeführt. Hierzu wurde die Zelle mit einem 

Permeabilisierungspuffer reversibel durchlässig gemacht und mittels eines Fixierungspuffers ihr 

Zytoskelett stabilisiert (Foxp3 Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent, ebiosience).  

Die Proben wurden nun mit Anti-FoxP3-APC 30 Min auf Eis inkubiert. Dann wurde noch 

einmal gewaschen, zentrifugiert und in 200 µl FACS-Puffer (fetales Kälberserum) resuspendiert.  

Nun erfolgte die Messung nach oben beschriebener Methode.  Es wurde ein FACS Canto II-

Gerät (BD Biosciences) und die FloJo® Software verwendet. Pro Fall wurden mindestens 105 

Zähl-Ereignisse (Zellen) gemessen. Die Proben eines Patienten vor und nach Therapie wurden 

nach Möglichkeit gemeinsam untersucht. 

3.4 Zellkultur und Separation der Zellpopulationen 

Die isolierten PBMCs werden direkt aus dem Stickstoff auf Eis genommen und im 37°C warmen 

Wasserbad zügig aufgetaut, am Ende wird warmes X-Vivo-Medium tröpfchenweise zugegeben, 

um den osmotischen DMSO-Stress (DMSO aus Einfriermedium) für die Zellen so gering wie 

möglich zu halten. Die Zellen werden komplett in X-Vivo aufgenommen und zentrifugiert, der 

Überstand, der auch das DMSO enthält, wird abpipettiert. Die Zellen werden wiederum in 15ml 

X-Vivo resuspendiert und kultiviert. Nach ca. einer Stunde können die adhärenten von den nicht 

adhärenten Zellen getrennt werden. Auf der beschichteten Platte adhärieren v.a. Monozyten, die  

Vorläuferzellen der DC. Das Medium mit den nicht adhärenten PBMCs wird abgenommen und 

zentrifugiert. Die adhärenten Zellen werden mit 12ml eines speziellen Mediums versehen, das 

obligate Wachstumsfaktoren für DCs enthält. Es setzt sich aus 50ml X-Vivo (Lonza), 100µl GM-

CSF (280000 U/ml) und 200 µl IL-4 (5000 U/ml) zusammen. Die nicht adhärenten PBMCs 

werden zur Gewinnung der TC (T-Zellen) in 12ml  eines anderen für TC speziell 

zusammengesetzten Mediums aufgenommen, das aus 50ml X-Vivo mit 50 µl IL-2 (10000 U/ml) 

und 12 µl IL-4 (5000 U/ml) als Wachstumsfaktoren besteht. 

Beide Zellpopulationen werden für vier bis sieben Tage in Kultur genommen, bei den DCs wird 

deren Reife mikroskopisch kontrolliert. Diese ist an Kernkonfiguration (heller häufig 

gewundener Kern) und Bildung verzweigter Zytoplasmaausläufer  erkennbar (Lüllmann-Rauch, 

2006).  

Da in der TC-Kultur immer noch alle nicht adhärenten PBMCs enthalten sind, mussten nun die 

TCs noch aufgereinigt werden.  Dies erfolgte mittels magnetic cell sorting (MACS).  

Hier werden paramagnetische Teilchen (beads) an Antikörper gegen bestimmte 

Oberflächenantigene gebunden. Diese Antikörper werden zu einem Zellgemisch in einer Säule 
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mit Stahlwolle gegeben, wo sie die entsprechenden Zellen binden. Bei Anlegen eines 

Magnetfelds an die Säule werden die beads und damit die gebundenen Zellen angezogen 

(positive Selektion) und von den unmarkierten Zellen (negative Selektion) getrennt. 

Hier wurden die TC durch Dynabeads® Untouched™ Human T Cells, (in PBS mit 0.5% bovine 

serum albumin (BSA) und 0.02% sodium azide) (Invitrogen) negativ selektiert.  Dies ist ein 

Antikörper-Gemisch aus Antiköpern gegen zahlreiche nicht-adhärente Zellen außer T-Zellen 

(Maus-IgG-Antikörper gegen CD14, CD16 (spezifisch für CD16a und CD16b), CD19, CD36, 

CD56, CDw123 und CD235a (Glycophorin A)). Pro 107 Zellen wurden 100µl Beads  mit 5ml 

RPMI zweimal gewaschen. Diese beads wurden pro Probe in 500 µl MACS-Puffer (50ml PBS, 

2,7ml EDTA, 250µl AB-Serum) aufgenommen. Die nicht adhärenten PBMCs der TC-Platten 

wurden in 200 – 300µl MACS-Puffer suspendiert und jeweils mit 20µl des Antikörpergemisches 

versehen. Nach erneuter Zentrifugation und Resuspension wurden die magnetic beads 

dazugegeben. Zweimal wurde für zwei bis drei Minuten das Magnetfeld angelegt. Die negativ 

selektierten TC wurden zentrifugiert, in 1-4ml X-Vivo gelöst, gezählt und auf 5x105/ml 

eingestellt. 

Nach demselben Prinzip wurden die DCs vor Verwendung für die Tests weiter aufgereinigt. 

100µl Beads (Dynabeads® Untouched™ Human Monocytes) pro Probe wurden zweimal in PBS 

gewaschen und in 300 µl MACS-Puffer unter Rotation an die folgenden Antikörper gekoppelt: 

Maus-IgG Antikörper gegen CD3, CD19, CD56. Die Beads wurden in 0,5ml MACS-Puffer 

aufgenommen. 

Die DCs wurden zentrifugiert (1400rpm, 10‘, RT) und in 0,5ml X-Vivo aufgenommen. Zellen 

und beads wurden zusammengeführt und 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden mit 

X-Vivo auf 5-6ml Volumen aufgefüllt und dem Magnetfeld ausgesetzt.  Die negativ selektierten 

DCs aus dem Überstand  wurden nach erneuter Zentrifugation des Überstands in 1-2ml X-Vivo 

aufgenommen, gezählt und auf 2,5 x 105/ml eingestellt. 

Sowohl die DC als auch die TC wurden vor der Durchführung der Versuche 12 Stunden 

zytokinfrei kultiviert, um eine unspezifische Aktivierung zu  vermeiden.  

Alle Inkubationsschritte fanden bei 37 °C unter 5% CO2 statt.  

3.4.1 Treg-Selektion und -Depletion: 

Für Zellkultur-Versuche wurden Treg als CD4+ CD25+ T-Zellen definiert, da eine Auftrennung 

nach FOXP3-Positivität an lebenden Zellen nicht möglich ist. Die Treg-freie T-Zellpopulation 
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besteht somit aus allen CD4- T-Zellen (alle CD8+ T-Zellen) sowie CD4+, aber CD25- T-Zellen. 

Diese Population wird als Tcon (konventionelle T-Zellen) bezeichnet.  

Es wurden je 107 Zellen aus der zytokinfreien T-Zell-Kultur in 90µl MACS-Puffer mit 10μl einer 

Mischung aus biotinylierten Antikörpern gegen mehrere Immunpopulationen außer CD4+ T-

Zellen (CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRγ/δ und CD235a 

(Glycophrin A)) (CD4 CD25 Regulatory T cell Isolation Kit; Miltenyi Biotec, Bergisch-

Gladbach)  bei 4°C inkubiert. Dazu wurden 20μl Anti-Biotin-Beads gegeben. Durch Anlegen des 

Magnetfelds wurden nun alle CD4+ Zellen negativ selektiert. Diese Zellen wurden erneut in 90μl 

MACS-Puffer aufgenommen und mit 10μl CD25-gekoppelten Beads versehen. Erneut folgte 

eine  15-minütige Inkubation. Die CD4+ CD25+ Treg waren nun positiv selektiert. Aus den CD4- 

Zellen (gebundene Zellen aus dem ersten Schritt) und den CD4+ CD25- Zellen (Durchfluss aus 

dem zweiten Schritt) erhielt man die Tcon.   

3.5 ELISpot (Enzyme linked Immunospot Technique) 

Der ELISpot ist eine Variante des ELISA-Tests zur Quantifizierung von T-Zell-Reaktionen.  

Antigenpräsentierende Zellen werden mit einem Tumorantigen gepulst und aktivieren somit für 

dieses Antigen spezifische T-Zellen. Um aktivierte T-Zellen zu erkennen, werden Zytokine, die 

bei deren Aktivierung ausgeschüttet werden, sichtbar gemacht. Dazu werden zunächst ELISpot-

Platten mit einem Antikörper gegen dieses Zytokin (z.B. Interferon γ) beschichtet. Die gepulsten 

DCs und die T-Zellen werden auf die Platten gegeben. Bei Aktivierung der T-Zellen wird 

gebildetes IFNγ an die Antikörper gebunden, das somit auch nach dem Abwaschen der Zellen 

auf der Platte bleibt. Es kann mittels Zugabe eines weiteren biotinylierten Antikörpers gegen 

IFNγ und dessen Farb-Detektion sichtbar gemacht werden; es entsteht jeweils ein farbiger Punkt 

um jede aktivierte T-Zelle (Abb. 4 und 5). Dies geschieht durch Zugabe eines an Streptavidin 

gekoppelten Enzyms, das ein ebenfalls zugefügtes Substrat in ein farbiges Produkt umsetzt. 

Streptavidin bindet mit hoher Affinität an Biotin und somit an das Antikörper-markierte IFN γ. 

Die Anzahl dieser gezählten Punkte kann nun in Relation zur Anzahl der gesamten zugegebenen 

T-Zellen die Frequenz von T-Zellen, die auf ein bestimmtes Antigen reagieren, messen. 

Mit dem ELISpot-Test wurde eine äußerst sensitive Methode zur Charakterisierung der T-Zell-

Aktivität gewählt (Schmittel, 1997). Dieses Verfahren ist mittlerweile Gold-Standard in der 

Tuberkulose-Diagnostik und hat den Tuberkulin-Hauttest nach Mendel-Mantoux aufgrund 

zuverlässigerer Ergebnisse abgelöst (Wagstaff, 2006). Auch in der Entwicklung von HIV-
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Impfungen hat der ELISpot-Test seinen Stellenwert: hier misst er in Phase 2/3-Studien die 

gebildete zelluläre Immunität auf eine Impfung hin (Streeck, 2009). 

 

                             
Abbildung 4    

Prinzip des ELISpot (nach Janeway)     

 

3.5.1 Antigene 

Untersucht wurden die im UC bekanntermaßen vorkommende Tumorantigene p53, Nyeso, 

Survivin, MAGE-A4, MUC 20, MUC 100, Heparanase 1, HER 2, EGFR und Telomerase sowie 

IgG und ein Staphylokokken-Toxin als Kontroll-Antigene.  

Als Antigene wurden hier Synthetic long peptides (SLP) verwendet, welche die im Folgenden 

erklärten Vorteile haben:  

CD8+ T-Zellen erkennen Peptide, die auf MHC-I-Proteinen präsentiert werden. Diese Peptide 

sind normalerweise Aminosäure-Nonamere.  CD4+ T-Zellen erkennen allerdings nur Peptide, die 

von MHC-II-Proteinen auf antigenpräsentierenden Zellen präsentiert werden.  Dies sind Peptide 
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aus 10-12 Aminosäuren. (Rassow, 2006) Um sowohl CD8+ als auch CD4+ T-Zellen zu aktivieren, 

wurden SLP mit einer Länge von 40 bis 48 Aminosäuren verwendet, die intrazellulär in einer 

Weise prozessiert werden, dass sie sowohl über MHC-I- als auch über MHC-II- Moleküle 

präsentiert werden können (Bonertz, 2009).  

Außerdem hat jedes Individuum eine unterschiedliche Ausprägung der MHC- bzw. HLA-

Moleküle. Dies führt auch zu einer unterschiedlichen Affinität zu gewissen Antigenen. Da die 

hier untersuchte Patientenkohorte nicht HLA-selektiert ist, ist es notwendig Antigene zu wählen, 

die nicht HLA-Subtypen-spezifisch sind. 

Die hier verwendeten SLPs sind bestimmte Abschnitte von bekanntermaßen im UC auftretenden, 

oben erwähnten und näher beschriebenen, Tumorantigenen. Von MUC 1 wurden zwei 

verschiedene Polypeptide verwendet: eines mit der Signalsequenz (MUC100), ein anderes mit 

der Tandem-repeat-Region (MUC20). Die Sequenzen (s. Tab. 4) enthalten alle mindestens ein 

Nonamer, das laut der SYFPEITHI-Datenbank an HLA-A*02 bindet und auch viele andere 

Sequenzen enthält, die von vielen verschiedenen HLA-Typen präsentiert werden. HLA-A*02 ist 

in der europäischen Bevölkerung mit ca. 50% die häufigste MHC-I-Ausprägung (González-

Galarza, 2014). Alle Peptide wurden aus der DKFZ-internen (Deutsches 

Krebsforschungszentrum) Peptidsyntheseeinheit bezogen. 

Als Negativkontrolle wurde ein SLP von IgG verwendet. Als Positivkontrolle für das allgemeine 

Ansprechen der T-Zellen wurde das Superantigen, Enterotoxin B aus Staphylokokken (Sigma, 

2μg/100μl), verwendet. Als weitere Positivkontrolle diente Tetanustoxin (Merck, 2μg/100μl), 

zum Vergleich der Intensität der Immunantwort auf  ein Tumorantigen mit derjenigen auf ein 

bakterielles Antigen. Als weitere Kontrollen werden Ansätze mit jeweils nur DCs oder T-Zellen 

(TCs) durchgeführt, die keine Reaktion zeigen durften. 

 

TAA Peptid-Position im Protein Peptidsequenz 

p53 118–167 TAKSVTCTYSPALNKMFCQLAKTCP 

VQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQ 

Survivin 93–142 FEELTLGEFLKLDRERAKNKIAKETN 

NKKKEFEETAKKVRRAIEQLAAMD 

MAGE-A4 256-301 LEYRQVPGSNPARYEFLWGPRAL 

AETSYVKVLEHVVRVNARVRIAY 

MUC 1 tandem repeat 

(MUC 20) 

137–157 (GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH) x 5 

MUC 1 Signalsequenz 

(MUC 100) 

1–100 MTPGTQSPFFLLLLLTVLTVVTGSGH 

ASSTPGGEKETSATQRSSVPSSTEK 

Heparanase 1 1–50 MLLRSKPALPPPLMLLLLGPLGPLSP 

GALPRPAQAQDVVDLDFFTQEPLH 
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TAA Peptid-Position im Protein Peptidsequenz 

HER2/neu 351–384 REVRAVTSANIGEFAGCKKIFGSLAFL 

PESFDGD 

EGFR 479–528 KLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQ 

VCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRN 

Telomerase 958–1007 LTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKC 

HSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLL 

Negativkontrolle   

IgG 40-89 SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS 

LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP 

  Tabelle 4:  

  Antigene und Synthetic long peptides mit ihren Sequenzen 

3.5.2 Zellen  

Die Zellen für den Elispot wurden wie oben beschrieben kultiviert und separiert. Um den 

Einfluss von Treg auf die Aktivierung von T-Zellen abzuschätzen, wurden die Ansätze, wo 

immer möglich, mit zwei unterschiedlichen T-Zell-Populationen durchgeführt, eine mit (Gesamt-

TC) und eine ohne Treg (Tcon); Treg-Depletion s. oben. (s. Abb. 4) 

3.5.3 Durchführung der ELISpot-Tests 

Für den ELISpot -Test wurden zunächst die Platten beschichtet. Dazu wurde auf jede Platte 

jeweils 10ml PBS und 100µl Anti-IFNγ-Antikörper (1µg/Well) gegeben und bei 4°C über Nacht 

inkubiert. 

Die Platten wurden dreimal mit Waschpuffer (PBS, 0,25% Tween; 150µl/Well) und zweimal mit 

PBS (150µl/Well) gewaschen. Mit RPMI/10% AB-Serum wurden unspezifische Bindungsstellen  

geblockt.  Die Platten wurden mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die fünf Waschschritte 

wurden noch einmal wiederholt und letztendlich 20µl X-Vivo pro Well zugegeben. 

Anschließend wurden die DCs für den ELISpot gepulst. Pro Peptid und Patient wurden drei 

Wells angesetzt, für die Negativkontrollen – wenn möglich - jeweils sechs (Moodie, 2010). Pro 

Well wurden 104 DC in 100µl XVIVO und 20µg Peptid (SLP) benötigt. Die beladenen DC 

wurden in die ELISpot-Platten überführt und 14 Stunden inkubiert. 

Pro Well wurden 100µl TC (5x104 Zellen) (Tcon oder Gesamt-TC) dazu pipettiert und 40 h bei 

37°C inkubiert. Es entsteht ein Zellverhältnis zwischen DC und TC von 1:5. 

Nach der Inkubation wurde der Überstand der Platte entfernt und die Platte dreimal mit 

Waschpuffer, einmal mit destilliertem Wasser, zweimal erneut mit Waschpuffer und noch 

zweimal mit PBS gewaschen. Nun wurden 100µl des biotinylierten IFNγ-Antikörpers (1mg/ml 



39 
 

PBS) pro Well zugegeben und zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Dreimal wurde mit 

Waschpuffer, zweimal mit PBS gewaschen, bevor 100µl Streptavidin-AP (Alkaline Phosphatase) 

(1mg/ml PBS) pro Well zugesetzt wurden. Nach 1,5 Stunden Inkubation bei 37°C und den 

gleichen Waschschritten wie im vorherigen Schritt wurde jeweils 100µl Substrat hinzugefügt 

(Enzym-gekoppeltes Detektions-Antikörper-System von Mabtech). Die Inkubation erfolgte im 

Dunkeln und wurde nach 1,3,5 und 10 Minuten kontrolliert, sie kann bis zu einer Stunde dauern. 

Die Reaktion wurde dann mittels Waschen mit destilliertem Wasser beendet. Die Punkte konnten 

nun an einem automatisierten ELISpot-Reader gezählt werden, wobei bei allen Wells eine 

optische Qualitätskontrolle durchgeführt wurde.  

Auch im ELISpot wurden die Proben eines Patienten vor und nach Therapie nach Möglichkeit 

zusammen untersucht.  

Eine Messung wurde als positive Reaktion auf ein TAA gewertet, wenn sie signifikant höhere 

Punkte-Anzahlen (Spot-Count) ergab als die der Reaktion auf IgG (p ≤ 0,05). Für die Ermittlung 

der p-Werte wurde der Permutationsalgorithmus von Westfall und Young verwendet, welche sich 

für eine hier vorliegende multiple Testung (mehrere Messungen innerhalb eines Patienten) eignet 

und sich nach Moodie et al. bei der ELISpot-Auswertung als am genauesten erwiesen hat 

(Moodie, 2010). 
 

 

Abbildung 5       
sichtbare Farbpunkte als Ergebnis des ELISpot-Tests (Spot-Count)  

Spalten 1-3 und 7-9: gesamte T-Zell-Population          

Spalten 4-6 und 10-12: T-Zellen ohne Treg     

Pro Antigen sechs Wells, je drei mit und drei ohne Treg-Depletion; außer bei IgG, hier zwölf 
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3.6 Spezifitäts-Assay für regulatorische T-Zellen (Treg-Spezifitäts-Assay) 

Um zu überprüfen, ob Tumorantigen-spezifische Treg vorliegen wird beim Treg-Spezifitäts-

Assay folgendes hypothetisches Prinzip zugrunde gelegt (Abb. 6): eine  regulatorische T-Zelle, 

die einen Rezeptor für ein tumorspezifisches Antigen besitzt, wird beim Kontakt zu diesem 

Antigen aktiviert, sie proliferiert und bildet ein immunsuppressives Milieu, z.B. durch IL10- 

oder TGF-β-Sekretion. Dieses immunsuppressive Milieu bewirkt, dass – durch CD3-Antikörper 

unspezifisch - aktivierte Effektor-T-Zellen nicht weiter proliferieren. Werden also TAA-

spezifisch aktivierte Treg mit aktivierten Tcon kokultiviert, bleibt eine Proliferation der Tcon aus. 

Sind die Treg durch das jeweilige TAA nicht aktiviert worden und werden dann mit aktivierten 

Tcon kokultiviert, werden die Tcon ungehemmt proliferieren. Der Grad der Proliferation kann 

mittels radioaktiver Nukleotide sichtbar gemacht werden und zeigt im Vergleich zur 

Negativkontrolle an, ob spezifische Treg vorliegen.  
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Abbildung 6 
Prinzip des Treg-Spezifitäts-Assay 

1.1 unspezifische Aktivierung von Tcon (Effektor-T-Zellen) durch Anti-CD3-Antikörper 

1.2 Pulsen von DC mit TAA-Peptid (SLP) 

2 Zugabe von Treg zu gepulsten DC 

      a) Aktivierung TAA-spezifischer Treg durch TAA 

3a Zugabe von Tcon (Effektorzellen) 

4a Zugabe von radioaktiv markiertem Thymidin, supprimierendes Mikromilieu verhindert    Proliferation 

der Tcon 

5a Radioaktiv markiertes Thymidin wird nicht für die DNA-Synthese benötigt und abgewaschen 

6a bei Vorliegen TAA-spezifischer Treg wird kein Proliferations-Signal gemessen 

      b) Keine Aktivierung der Treg, laut Hypothese da diese nicht TAA-spezifisch sind 

3b Zugabe von Tcon (Effektor-T-Zellen) 

4b Ungehemmte Proliferation der Tcon mit Einbau radioaktiv markierten Thymidins in DNA 

5b überschüssiges Thymidin wird abgewaschen, intrazellulär verwendetes Thymidin verbleibt 

6b bei Fehlen TAA-spezifischer Treg wird ein unterschiedlich starkes Proliferations-Signal gemessen 

 

Zunächst wurden bereits über Nacht gepulste DCs (wie bei ELISpot) auf eine unbeschichtete 96 

Well-Platte gegeben, wobei 5 x 103 DCs pro Well eingesetzt wurden. Die DCs wurden mit 

denselben Antigenpeptiden gepulst wie beim ELISpot. Auch hier diente IgG als 

Negativkontrolle. Es wurden für jedes Antigen drei Wells angesetzt.  
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Gleichzeitig wurde eine weitere 48 Well-Platte mit Anti-CD3-Antikörpern (0.5μg/ml) für die 

Aktivierung der Effektor-T-Zellen (Tcon) beschichtet. (3Wells/Patient).  

 

Mittels magnetic cell sorting wurden die Treg aus der gesamten zytokinfreien T-Zell-Kultur, wie 

oben beschrieben, isoliert.  

2,5 x 104 Treg (50μl) wurden pro Well (5 x 103 DCs) auf die DC-Platte gegeben und weitere 18 

Stunden inkubiert. 

Die Anti CD3-Platte wurde mit PBS gewaschen, damit nicht gebundene Antikörper entfernt 

werden. 106 Tcon wurden pro Well darauf gegeben und wiederum über Nacht inkubiert. Nach 14 

Stunden sind diese aktiviert. Die Tcon (25000 (80μl) pro Well) wurden zu dem DC/Treg-Ansatz 

gegeben und für 72 h inkubiert. 

Nach 72 h wurde 3H-Thymidin (1μCi/Well) zugegeben, um eine Zellproliferation durch den 

Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in die synthetisierte DNA sichtbar zu machen. Es 

wurde für weitere 24 Stunden inkubiert. 

Um die Reaktion zu beenden, wurde die Platte eingefroren und anschließend die Proliferation 

gemessen. Nicht gebundenes 3H-Thymidin wurde abgewaschen, das in der DNA gebundene  

gibt ein radioaktives Signal ab, welches in einem Flüssigszintillationszähler (1450 MicroBeta; 

Perkin Elmer, Rodgau) gemessen wurde und die Proliferation der T-Effektor-Zellen quantifiziert. 

Diese korreliert negativ mit der stattgefundenen Aktivierung von Treg. 

Verglichen wurden die Ergebnisse nach Aktivierung durch jeweils ein bestimmtes TAA mit der 

Messung nach Aktivierung durch die Negativkontrolle IgG. Ausgewertet wurde mittels eines 

ungepaarten Student’s t-Tests (p ≤ 0,05). TAA-Spezifische Treg lagen also vor, wenn dieses TAA 

im Endeffekt signifikant weniger Proliferation der Tcon hervorgerufen hat als IgG. 

3.7 Statistik 

Die Verteilung der Messwerte werden bei nicht-normalverteilten Werten jeweils als Median und 

Interquartilsabstand angegeben, bei normalverteilten dagegen als Mittelwert und 

Standardabweichung.   

Vergleiche zwischen zwei Patientengruppen wurden mittels des zweiseitigen Mann Whitney U-

Tests (bei nicht Normalverteilung der untersuchten Variablen) gezogen.  

Für intraindividuelle Messungen wurde ein Testverfahren für abhängige Stichproben verwendet: 

der zweiseitige Wilcoxon Vorzeichen Rang Test. Um beim ELISpot die TAA-Antworten 

innerhalb eines Patienten, z.B. vor und nach Treg-Depletion oder vor und nach Therapie, zu 
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vergleichen, wurde der Mittelwert aus den gezählten ELISpot-Punkten gebildet, um die 

Abhängigkeit mehrerer Messungen innerhalb eines Patienten zu berücksichtigen. Es wurden nur 

diejenigen TAA-Antworten eines Patienten in die Berechnung eingeschlossen, die in jeder 

untersuchten Situation gemessen wurde (also z.B. vor und nach Therapie sowie vor und nach 

Treg-Depletion). Für die Ermittlung der p-Werte beim multiplen Testen beim ELISpot wurde der 

Permutationsalgorithmus von Westfall und Young angewendet.  

Das Signifikanzniveau lag bei 5% (p<0,05).   

Für weitere statistische Analysen wurde SAS, Version 9.3 für Windows (SAS Institute Inc., 

Cary, NC, USA) verwendet. Die Diagramme wurden mit GraphPadPrism® erstellt. (Horn, 2013) 
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4. Ergebnisse 

4.1 Patienten 

56 UC-Patienten und 13 Kontroll-Patienten wurden zwischen August 2010 und Dezember 2011 

primär in die Untersuchung aufgenommen. In die Auswertung eingeschlossen wurden die in 

folgender Tabelle (Tabelle 5) aufgelisteten 59 Patienten, von denen 47 zur UC-Gruppe und 12 

zur Kontrollgruppe gehören.  

Die Kontrollgruppe wies eine Altersentprechung mit der UC-Gruppe auf, im untersuchten 

Kollektiv der UC-Patienten lag das Durchschnittsalter bei 65,7 Jahren, in der Kontrollgruppe bei 

67,4 Jahren.  

Wie in Abb. 4 dargestellt - wurden initial gemäß den oben beschriebenen Ausschlusskriterien die 

Proben von zehn Patienten nicht in die Auswertung aufgenommen. Bei zwei Patienten konnte 

histologisch  kein UC festgestellt werden, bei fünf Patienten lag zwar ein UC vor, allerdings in 

nicht muskelinvasivem Stadium. Bei einem UC-Patienten lag gleichzeitig ein 

Nierenzellkarzinom vor. Ein weiterer UC-Patient musste ausgeschlossen werden, da die Proben 

– wahrscheinlich aufgrund methodischer Fehler – nur tote Zellen enthielten. Aus der 

Kontrollgruppe wurde ein Patient mit einem Non-Hodgkin-Lymphom ausgeschlossen.  

Bei einer Patientin lag ein inzidentelles Endometriumkarzinom (G1, N0) vor. Die Patientin 

wurde nicht ausgeschlossen, da dies ähnlich dem inzidentellen Prostatakarzinom als nicht 

signifikanter Zweittumor gewertet wurde.  

In die Untersuchungen zum Einfluss der Therapie konnten nicht alle 47 UC-Patienten 

eingeschlossen werden, da es nicht immer möglich war sowohl vor als auch nach der Therapie 

jeweils eine ausreichend große Blutprobe zu gewinnen. In diese Vergleiche wurden 33 UC-

Patienten aufgenommen, von denen 20 mittels Zystektomie und 13 mittels Chemotherapie 

behandelt wurden.  (s. Abb. 7) 
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Tabelle5:  

in die Auswertung aufgenommene Patienten mit Therapieform und histologischem Tumorstadium 

k.A.f = kein Anhalt für, Cx = Zystektomie, neoadj. = neoadjuvant 

 
Abbildung 7 

Patientenkollektiv mit jeweiligen Fallzahlen der unterschiedlichen Gruppen 

Ca=Karzinom; NHL=Non-Hodgkin-Lymphom      
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4.2 PBMC-Subpopulationen 

Wie in Abbildung 8 dargestellt und oben beschrieben, wurde die Häufigkeit der einzelnen 

Subpopulationen der PBMCs mittels Durchflusszytometrie bestimmt.  

Von Interesse sind die Treg, die als Zellen mit folgender Ausprägung an Oberflächenmerkmalen 

definiert wurden: CD3+, CD4+, CD25high, FOXP3+ und CD127low. 

Außerdem fiel während der Untersuchungen eine weitere Zell-Population aus CD3+, CD4+, 

CD25+, aber FOXP3- Zellen auf, die daraufhin systematisch betrachtet wurde.  

 

Die Häufigkeit der Treg wird im Folgenden immer als Anteil an allen CD4+ T-Helfer-Zellen 

angegeben, die Häufigkeit aller aktivierten nicht regulatorischen Helfer-Zellen als Anteil an allen 

(CD3+) T-Zellen.  
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a)     b)     c) 

 
d)     e)     f) 

 

Abbildung 8 (Horn, 2013)  
 

Durchflusszytometrie mit:  

 

a) PBMCs: Zellen werden nach Größe (Forward Scatter) und Granularität (Sideward Scatter) aufgeteilt, 

Lymphozyten eingekreist. Diese Population wird durch Gating im weiteren Verlauf näher spezifiziert. 

 

b) Lymphozyten: PE markiert CD3, Pacific-Orange markiert tote Zellen.  

T-Zellen (CD3+) rot eingekreist. (B-Zellen grün eingekreist) 

 

c) T-Zellen: PE markiert CD3, PerCP-Cy5-5 markiert CD4. 

T-Helfer-Zellen (CD4+) rot eingekreist. (CD8+ T-Effektor-Zellen nicht eingekreist) 

 

d) CD4+ T-Zellen: APC-Cy7 markiert CD25, APC markiert FOXP3 (spezifischer Transkriptionsfaktor der Treg) 

Rot eingekreiste Zellen haben eine hohe Expression von CD25 = alle aktivierten CD4+ T-Zellen und Treg 

(CD25high) 

 

e) CD25high T-Zellen: APC markiert FOXP3 (Treg), FITC markiert CD127 (hoch exprimiert von T-

Effektorzellen, niedrig exprimiert von Treg), Treg rot eingekreist. 

 

f) CD3+ T-Zellen: APC markiert FOXP3, APC-Cy7 markiert CD25; rot eingekreist sind alle (auch CD8+) 

aktivierten, nicht regulatorischen (FOXP3-) T-Zellen 
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4.2.1 Das Vorkommen regulatorischer T-Zellen 

Zunächst wurde die Häufigkeit von Treg im peripheren Blut aller Studienteilnehmer untersucht.  

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Häufigkeit der Treg zwischen UC-Patienten 

und Kontrollen. Tendenziell ergaben sich höhere Treg-Anteile in der Kontrollgruppe (Median 

4,3%) als bei den UC-Patienten (Median 3,2%) (Abb. 9a). Diese wurden je nach 

Tumorausbreitung noch in drei Untergruppen unterteilt: lokal begrenztes UC, metastasiertes UC 

mit Lymphknotenmetastasen und metastasiertes UC mit Fernmetastasen. Auch das 

Tumorstadium ging nicht mit einer Veränderung der Treg-Häufigkeit im peripheren Blut einher. 

(Abb. 9a) (Horn, 2013) 

4.2.2 Das Vorkommen CD25+ FOXP3- T-Zellen 

Auch hinsichtlich der Häufigkeit CD25+ FOXP3- T-Zellen ergab sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Patienten und Kontrollen, sowie zwischen den verschiedenen 

Tumorstadien. (Abb. 9b) (Horn, 2013) 

 
a)       b) 
 

Abbildung 9 (Horn, 2013) 

a) Häufigkeit regulatorischer T-Zellen im Peripheren Blut bei Kontrollpatienten (tumorfreie BPH-

Patienten) und    UC-Patienten unterschiedlicher Stadien. Kein signifikanter Unterschied, weder zwischen 

Patienten und Kontrollen noch zwischen den Tumorstadien 

b) Häufigkeit CD25+ FOXP3- Zellen im peripheren Blut bei Kontroll- und UC-Patienten unterschiedlicher 

Stadien; kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und UC bzw. zwischen den Tumorstadien 
 

LK = Lymphknoten;  FM = Fernmetastasen 
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4.3 Tumor-Immunantwort und die Rolle der Treg 

Mittels des Elispot-Tests wir das Vorhandensein und das Ausmaß der tumorantigenspefizischen 

Aktivität der jeweiligen T-Zellen bestimmt.  

Die spezifische Antwort von T-Zellen auf die jeweiligen TAAs wurde wieder sowohl bei den 

UC-Patienten als auch bei den Kontrollen unter Einfluss und unter Depletion der Treg gemessen.  

In der UC-Gruppe kommt es auf alle TAA bei mindestens einem (2,5%) der Patienten zu einer 

T-Zell-Antwort. Besonders häufig konnte eine Antwort auf die TAA EGFR, MUC100, 

Heparanase und HER2 festgestellt werden. (Abb. 10a)  

In der Kontrollgruppe lag der prozentuale Anteil der Patienten, die eine Antwort auf die TAA 

zeigten, insgesamt deutlich niedriger als bei den UC-Patienten. Auf einige Peptide zeigte keiner 

der Kontrollpatienten (0%) eine Antwort. (Abb. 10a)  

Das einzige Peptid, bei dem ein signifikanter Unterschied im Anteil der antwortenden Patienten 

zwischen Kontroll- und UC-Gruppe auffiel, war EGFR. Auf EGFR zeigten 0% der Kontrollen 

und 23,1% der UC-Patienten eine Antwort. (Abb. 10a) 

Nach Treg-Depletion kam es bei den Kontrollpatienten lediglich noch auf p53 und auf 

Heparanase zu einer Antwort. Bei den UC-Patienten wurde nach Treg-Depletion insgesamt 

häufiger eine TAA-Antwort festgestellt als davor. (Abb. 10b)  

Außerdem änderte sich hier ohne Einfluss der Treg die Häufigkeit der TAA-Antworten: Eine 

Antwort auf NYESO1 zeigte sich vor Treg-Depletion bei 4,8%, nach Treg-Depletion bei 19,4% 

der UC-Patienten. Auch bei MUC 20 wurde ein Anstieg der auf das Peptid reagierenden 

Patienten von 3,1% vor Treg-Depletion auf 26,9% nach Treg-Depletion deutlich. In der 

Kontrollgruppe dagegen reagierte keiner der Patienten (0%) unter Treg-Depletion auf NYESO1 

oder MUC 20. Die Reaktion auf EGFR wurde durch die Treg-Depletion weder bei den 

Kontrollen noch bei den UC-Patienten maßgeblich verändert. (Abb. 10b). 
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a)         b) 
 

Abbildung 10 (Horn, 2013) 

Prozentualer Anteil der jeweiligen Patienten (BPH=Kontrollgruppe; UC= Urothelkarzinompatienten), die auf das 

jeweilige TAA eine T-Zell-Antwort zeigen, welche sich signifikant von der Antwort auf die Negativ-Kontrolle IgG 

unterscheidet. 

a) gesamte T-Zell-Population, b) unter Treg-Depletion 

 

 

Ob der unter Treg-Depletion höhere Anteil an auf  NYESO1 und MUC20 reagierenden Patienten 

mit einer erhöhten TAA-spezifischen T-Zell-Aktivität nach Treg-Depletion in diesen Patienten 

korreliert, wurde im Folgenden überprüft. Die T-Zellen aller entweder vor oder nach Treg-

Depletion auf die beiden TAA antwortenden Patienten wurden noch einmal mittels ELISpot 

bezüglich ihrer Reaktion auf NYESO und MUC 20 jeweils vor und nach Treg-Depletion 

untersucht. Wie in Abb. 11 dargestellt wurden hier nach Treg-Depletion signifikant mehr TAA-

spezifische T-Zellen detektiert als vor Treg-Depletion. Auch hier diente die Reaktion auf IgG als 

Negativkontrolle, welche sich unter Treg-Depletion nicht veränderte und somit nicht für den 

Unterschied der Antworten auf die TAA ursächlich sein kann. (Abb. 12)  
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a)        b) 

 
Abbildung 11 (Horn, 2013) 
Häufigkeiten der TAA-spezifischen T-Zellen pro 5x104 T-Zellen für a) NYESO and b) MUC20, jeweils vor  (links) 

und nach (rechts) Treg-Depletion.  

Eingeschlossen wurden nur Patienten, die entweder vor oder nach Treg-Depletion eine signifikant höhere  Antwort 

auf das jeweilige TAA zeigten als auf die Negativkontrolle IgG.  

  

 

 

Abbildung 12 (Horn, 2013) 

Häufigkeit der auf die Negativkontrolle IgG reagierenden T-Zellen vor und nach Treg-Depletion bei allen Patienten 
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In einer weiteren Untersuchung wurde die TAA-spezifische T-Zell-Reaktion vor und nach Treg-

Depletion bei allen Patienten - und nicht nur bei den in der Vorunutersuchung TAA-sepzifisch 

Antwortenden - betrachtet. Hier ergab sich - weder vor noch nach Treg-Depletion - für  kein 

TAA ein Unterschied zwischen Kontrollen und UC-Patienten (s. Tabelle 6). Nach weiterer 

Unterteilung in lokalisiertes und metastasiertes UC zeigte sich eine signifikant höhere Anzahl an 

auf EGFR reagierenden T-Zellen beim metastasierten UC im Vergleich zur Kontrollgruppe bzw. 

auch im Vergleich zum lokalisierten Tumor. Durch Treg-Depletion ergab sich hier keine 

Änderung. Auf NYESO1 kam es nach Treg-Depletion zu einem höheren Anteil an reagiereden 

T-Zellen bei metastasiertem UC im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum lokalisierten UC.  

 

  p53  NYESO  Survivin  MAGE-

A4  

MUC20  Hpa  MUC100  HER2  EGFR  Telo  

BPH vs 

localized 

UC 

All T 

cells 

0,65 0,49 0,75 0,70 0,97 0,56 0,07 0,29 0,74 0,66 

Treg-

depleted 

0,36 0,60 0,65 0,19 0,86 0,75 0,84 0,22 0,48 0,88 

BPH vs 

met. UC 

All T 

cells 

0,42   0,20 0,57 0,56 0,23 0,55 0,05 0,71 

Treg-

depleted 

1,0 0,07 0,61 0,41 0,98 0,71 0,88 0,68 0,04 0,95 

Localized 

vs met UC 

All T 

cells 

0,21 0,21 0,34 0,44 0,73 0,15 0,40 0,19 0,01 0,15 

Treg-

depleted 

0,19 0,05 0,46 0,97 0,76 0,44 0,68 0,40 0,11 0,49 

BPH vs all 

UC 

All T 

cells 

0,76 0,92 0,33 0,30 0,67 0,86 0,11 0,99 0,21 1,0 

Treg-

depleted 

0,65 0,15 0,93 0,23 0,96 0,93 0,82 0,40 0,08 0,99 

Tabelle 6 (Horn, 2013) 

Unterschied der ELISpot-Punkten zwischen TAA und Negativ-Kontrolle IgG im Vergleich zwischen 

Kontrollpatienten, lokalisiertem UC und metastasiertem UC unter Einschluss aller durchgeführten Tests (auch nicht-

antwortende Patienten).  

Dargestellt sind zweiseitige P-Werte, die mittels Wilcoxon-rank sum test ermittelt wurden.  

rot: P-Werte < 0,1, wenn höherer Spot- Count bei UC-Patienten. grün: P-Wert < 0,1, wenn höherer Spot-Count bei 

Kontrollen.  

 

Zudem wird der Einfluss der Treg auf die gesamte Reaktion der Effektorzellen auf alle TAAs im 

Krankheitsverlauf betrachtet. Dazu wurde die Patientengruppe wieder in eine mit lokal 

begrenzter und eine mit metastasierter Erkrankung unterteilt, es wurden jeweils Ansätze mit und 

ohne Treg durchgeführt und miteinander verglichen (s. Abb. 13). 
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In der Gruppe mit lokalisiertem Tumor fand sich kein Unterschied in der Anzahl der 

reagierenden T-Zellen vor und nach Treg-Depletion.  Bei der Gruppe mit metastasiertem 

Karzinom allerdings nimmt die Anzahl der gesamten T-Zell-Antworten nach Treg-Depletion 

tendenziell zu. Aufgrund von multiplem Testen ist, statistisch betrachtet, allerdings auch diese 

Veränderung mit einem p-Wert von 0,068 nicht signifikant. (Abb. 13) 

 

 

Abbildung 13 (Horn, 2013) 

Anzahl der auf alle TAAs antwortenden T-Zellen pro 5x104 T-Zellen beim lokalisierten (links) (20 Messungen aus 

den Proben von neun Patienten) bzw. metastasierten (rechts) (31 Messungen aus den Proben von 14 Patienten) UC, 

jeweils vor und nach Treg-Depletion.  

Durch einen Punkt ist jeweils die Anzahl an antwortenden Zellen auf ein bestimmtes TAA in einem Patienten 

dargestellt, die signifikant über dem Niveau der Antworten auf die Negativkontrolle IgG liegt. Eingeschlossen 

wurden nur Patienten bzw. Peptide, die mindestens entweder vor oder nach Treg-Depletion eine Antwort zeigten 

bzw. auslösten. 

 

 

 

 

Um die Stärke der Immunantwort auf ein TAA mit der auf ein starkes Fremdantigen vergleichen 

zu können, wurde mittels ELISpot die T-Zell-Reaktion auf das bekanntermaßen stark 

immunogene Tetanus-Toxoid dargestellt. Der Vergleich ergab ähnlich starke Reaktionen auf ein 

Tumorantigen wie auf das bakterielle Protein. (s. Abb. 14) 
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Abbildung 14 (Horn, 2013) 

Auf ein TAA bzw.  Tetanustoxoid antwortende T-Zellen pro 5x104 T-Zellen 

Links vor Treg-Depletion, rechts nach Treg-Depletion  

eingeschlossen wurden nur Patienten, die eine Reaktion auf Tetanustoxoid und mindestens ein TAA zeigten 

4.4 Änderungen unter Therapie 

Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss der Behandlung von Tumoren auf die untersuchten 

Immunzellen näher betrachtet. 

Zunächst wurde dazu die Häufigkeit der zirkulierenden Treg im peripheren Blut vor und nach 

den einzelnen Therapien untereinander verglichen.  

Die Patienten wurden hierzu in vier Gruppen unterteilt: Kontrollpatienten mit TURP, Patienten  

mit lokalem Tumor mit Zystektomie, Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium mit 

neoadjuvanter/palliativer Chemotherapie bzw. adjuvanter Chemotherapie. Letztere wird hier 

gesondert betrachtet, da die Immunantwort während der Chemotherapie nicht mehr unter 

Einfluss des eigentlichen – bereits operativ entfernten - Tumors steht. 

Es fällt auf, dass sich der Anteil der Treg (CD3+, CD4+, CD25high, FOXP3+, CD127low) an allen 

CD4+ Zellen bei keiner Gruppe vor und nach Therapie signifikant unterscheidet. (Abb. 15a; 

Tabelle 7) 

Betrachtet man die oben erwähnte CD25+, FOXP3- T-Zell-Population ergibt sich folgendes 

Ergebnis: In der Kontrollgruppe sowie in der Gruppe mit adjuvanter Chemotherapie gibt es auch 

hier keine signifikanten Unterschiede vor und nach Therapie. Vor der radikalen Zystektomie ist 

der Anteil dieser Zellen an allen T-Zellen allerdings signifikant höher als danach, während es 

sich bei der palliativen/neoadjuvanten Chemotherapie genau andersherum verhält. Hier steigt der 

Anteil der CD3+CD4+CD25+FOXP3- Zellen nach Therapie signifikant an (Abb.15b, Tabelle 7). 
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a)       b) 
 

Abbildung 15 (Horn, 2013) 

a) Änderung der Treg-Häufigkeit (Anteil der CD4+ CD3+ CD25++ FOXP3+  CD127low Zellen an CD4+Zellen)  durch 

Therapie 

b) Anteil der CD25++ FOXP3- Zellen an allen CD3+ Zellen (T-Zellen) in den unterschiedlichen Therapiegruppen;  

jeweils vor und nach Therapie 
 

 

Tregs in %  

an CD 4
+
 Zellen  

 CD 25
+ 

FOXP3
-
 Zellen in % 

an CD3
+
 Zellen  

vor TURP  4,3 (3,1 – 5,7)  1,4 (0,9 – 2,5)  

nach TURP  4,3 (2,9 – 5,3)  1,5 (0.9 – 2,4)  

vor Zystektomie  3,3, (2,8 – 5,0)  1,6 (1,2 – 4,0)  

nach Zystektomie  3,9 (2,2 – 4,5)  1,0 (0,6 – 2,6)  

vor  pall./neoadj. Chemotherapie  3,3 (3,1 – 4,3)  0,9 (0,6 – 1,5)  

nach pall./neoadj. Chemotherapie  3,7 (2,2 -4,4)  2,0 (1,1 – 4,2)  

vor adjuv. Chemotherapie  3,8 (2,3 – 4,3)  0,7 (0,4 – 1,6)  

nach adjuv. Cehmotherapie  3,8 (3,4 – 5,8)  1,0 (0,5 – 1,6)  

Tabelle 7 (Horn, 2013) 

Anteil der regulatorischen T-Zellen an allen CD4+ Zellen vor und nach Therapie, sowie Anteil der CD25++, FOXP3- 

T-Zellen an allen CD3+ vor und nach Therapie; Mittelwerte mit Interquartilsabständen 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass keine der durchgeführten Therapien die Häufigkeit der 

Treg verändert. Die CD4+, CD25+ FOXP3- Zellen jedoch fallen nach Zystektomie ab und steigen 

nach neoadjuvanter bzw. palliativer Chemotherapie an.  
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Des Weiteren wurde auch die antigenspezifische Aktivität der T-Zellen, die oben bereits 

beschrieben wurde, im Hinblick auf den Einfluss der verschiedenen Therapien auf die T-Zell-

Reaktion weiter untersucht. Die Anzahl der - durch die jeweiligen Tumorantigene im ELISpot-

Test aktivierten - Zellen wird vor und nach Therapie bzw. mit und ohne T-reg-Depletion 

verglichen.  

Zunächst wird die Antwort auf alle untersuchten, UC-relevanten Tumorantigene zusammen 

betrachtet.  

In dieser Auswertung wurden Ergebnisse nur dann berücksichtigt, wenn Messungen für die 

einzelnen TAAs sowohl vor und nach Therapie als auch vor und nach Treg-Depletion vorlagen 

und mindestens eine von ihnen die Kriterien einer positiven Antwort erfüllte. 

In der Kontrollgruppe ließen sich weder mit noch ohne Treg-Depletion Unterschiede in der 

Anzahl der antwortenden Zellen im Therapieverlauf beobachten. (Abb. 16a) In der 

Zystektomiegruppe zeigte sich vor Zystektomie eine signifikant niedrigere Anzahl an TAA-

antwortenden T-Zellen unter Treg-Einfluss als unter Treg-Depletion. Nach Zystektomie war 

dieser Effekt nicht mehr zu beobachten. (Abb. 16b) Vor und nach Chemotherapie bestand in der 

gesamten sowie in der Treg-depletierten T-Zell-Population kein signifikanter Unterschied (Abb. 

16c).  

 

a)     b)     c) 
 

Abbildung 16 (Horn, 2013) 

Einfluss der Treg auf die Immunantwort gegen alle TAAs zusammen im Therapieverlauf 

Anzahl der antwortenden T-Zellen pro 5x104 T-Zellen, links jeweils mit der gesamten T-Zell-Population (+), rechts 

unter Treg-Depletion (-) 

a) Kontrollgruppe mit TURP, b) Zystektomiegruppe, c) Chemotherapiegruppe 

Berücksichtigt wurden Ergebnisse nur dann, wenn sowohl vor und nach Therapie als auch mit und ohne Treg-

Depletion ein Ergebnis gemssen werden konnte und mindestens eines davon eine positive Antwort zeigte 
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Zusammengefasst zeigen die ELISpot-Daten vor Zystektomie eine Abschwächung der T-Zell-

Antworten in der gesamten T-Zell-Population, die durch Treg-Depletion ansteigt. Im 

Therapieverlauf fällt dieser Einfluss der Treg weg.  

4.5 Spezifität regulatorischer T-Zellen 

Unabhängig von der Therapie wurde die TAA-Spezifität von Treg in Malignomen und im 

speziellen beim UC bislang nur wenig untersucht. Das Vorliegen TAA-spezifischer Treg wurde 

hier mittels des unter 2.6 beschriebenen Treg-Spezifitäts-Assays untersucht.  

Abb. 17a stellt beispielhaft einen Rückgang der Proliferationsrate von Effektorzellen, am ehesten 

durch spezifisch aktivierte Treg, bei einem Patienten für p53 und MUC1 dar. 

Zunächst fiel auf, dass nicht nur bei den Patienten, sondern auch in der tumorfreien 

Kontrollgruppe TAA-spezifische Treg vorkamen, nämlich gegen p53 (bei zwei von vier 

Patienten), Heparanase und HER2. 

Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich eine Unterdrückung aktivierter T-Zellen durch TAA-

spezifisch aktivierte Treg bei einem höheren Anteil der Patienten für die Antigene NYESO1, 

MUC1, EGFR und Survivin sowie MAGE-A4 (Abb.17b). Für die beiden erstgenannten Peptide 

wurden auch in den ELISpot-Daten spezifische Effektorzell-Antworten unter Treg-Depletion bei 

UC-Patienten (v.a. mit metastasiertem UC) gegenüber Kontrollen gefunden.  

Diese Übereinstimmung führt zu der Annahme, dass in den Patienten, bei denen TAA-

spezifische Treg gefunden wurden, die Effektorzell-Antwort auf selbige TAAs nach Treg-

Depletion erhöht ist. 

Um diesen Zusammenhang zu überprüfen, wurden die Ergebnisse von ELISpot und Treg-

Spezifitäts-Assay verglichen. Hier gab es in nahezu keinem Fall eine Immunantwort – weder mit 

noch ohne Treg-Depletion - auf diejenigen Peptide, die bei demselben Patienten im Treg-

Spezifitäts-Assay positiv getestet wurden, also eine Suppression von Teff zeigten. Sowohl vor 

als auch nach Treg-Depletion zeigten nur drei von 44 Tests eine Übereinstimmung. 

Überraschenderweise zeigte sich also – wie in Abb.18 dargestellt -  dass die Unterdrückung der 

TAA-Immunantwort im Treg-Spezifitäts-Assay, also das Vorliegen spezifischer Treg, nicht 

positiv mit der Stärke der spezifischen TAA-Immunantwort im ELISpot nach Treg-Depletion 

korreliert. In diese Untersuchung wurden nur Proben eingeschlossen, die eine positive Reaktion 

im Treg-Spezifitäts-Assay zeigten.  
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a) 

  

 
b) 

 

Abbildung 17 (Horn, 2013) 

a) Ergebnisse des Treg-Spezifitäts-Assay eines Beispielpatienten:  

positiver Test für p53 und MUC1; signifikant geringere Proliferation TAA-spezifischer Effektorzellen als IgG-

spezifischer Effektorzellen; dies wurde als Vorliegen spezifischer, aktivierter unterdrückender regulatorischer T-

Zellen interpretiert 

b) Anteil der Patienten mit positivem Ergebnis im Treg-Spezifitäts-Assay, bei denen gegen ein bestimmtes TAA- 

spezifische Treg vorliegen und die Effektorzell-Proliferation hemmen.  

Höher bei UC-Patienten im Vergleich zu Kontrollpatienten bei MAGE-A4, Survivin, NYESO 1, MUC1 und EGFR; 

Treg der jeweiligen Patienten wurden vor Therapie getestet 
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Abbildung 18 (Horn, 2013) 

Korrelation der Suppression durch Treg im Treg-Spezifitäts-Assay mit der Aktivität von T-Zellen im  ELISpot 

nach Treg-Depletion 

Gegen jedes positive Ergebnis aus dem Treg-Spezifitäts-Assay wurde die jeweilige Änderung der T-Zell-Aktivität 

desselben Patienten gegen das betreffende TAA nach Treg-Depletion aus dem ELISpot aufgetragen. 

 

Beim Vergleich der Ergebnisse von ELISpot und Treg-Spezifitäts-Assay fiel außerdem auf, dass 

bei einem extrem hohen Anteil von fast 80% der UC-Patienten p53-spezifische Treg gefunden 

wurden, während im ELISpot-Test auch unter Ausschaltung der Treg kaum Antworten auf p53 

zu beobachten waren.  
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5. Diskussion 

5.1 Patienten  

Die Kontrollgruppe wurde gewählt, da sie eine Altersentsprechung mit den zu untersuchenden 

Patienten aufweist. Die BPH tritt etwa im selben Alter auf wie das UC. Das mittlere Alter bei 

Erstdiagnose des UC beträgt 65 Jahre (Longo, 2012), das klinische Manifestationsalter der BPH 

ebenfalls (Gao, 2007). Im Patientenkollektiv dieser Studie lag das Durchschnittsalter der UC-

Patienten bei 65,7 Jahren, das der Kontrollgruppe bei 67,4 Jahren. Mit der TURP wurde eine 

standardisierte chirurgische Therapie durchgeführt, die Patienten- und Kontrollgruppe 

vergleichbar macht. Mögliche immunologische Effekte, die ausschließlich auf einer 

durchgeführten Operation - unabhängig von einer malignen Erkrankung – beruhen, können somit 

als Fehlerquelle für Unterschiede in den Ergebnissen zwischen Patienten und Kontrollen 

weitestgehend ausgeschlossen werden.   

In vielen Studien zur selben Thematik (z.B. Miller et al. 2006, Ichihara et al. 2003, etc.; s. Tab. 

8) wurden nicht altersgematchte, gesunde Probanden als Kontrollen verwendet. Dies schränkt die 

Vergleichbarkeit zwischen Tumorpatient und Nicht-Tumorpatienten deutlich ein und verringert 

somit die Aussagekraft von vermeintlich tumorspezifischen Ergebnissen.  

5.2 Häufigkeiten der PBMC-Subpopulationen 

Ausgehend von ihrer immunsupprimierenden Wirkung und der ihnen zugeschriebenen Rolle bei 

der Tumorentstehung beim Verlust der Tumorimmunität, ist eine gängige Hypothese, dass Treg 

bei Karzinom-Patienten gehäuft vorkommen. Diese Annahme konnte für Karzinome der Prostata 

(Miller, 2006), des Kolon (Sasada, 2003; Clarke, 2006), der Mamma (Liyanage, 2002), des 

Pankreas (Liyanage, 2002), des Magens und Oesophagus (Ichihara, 2003; Kono, 2006), der 

Niere (Busse, 2011), des Ovars (Woo, 2001) sowie des UC (Loskog, 2007), (Chi, 2010) bestätigt 

werden; hier wurden signifikant höhere Treg-Level im peripheren Blut der Patienten als in dem 

gesunder Probanden gefunden. (s. Tabelle 8) 

In den durchflusszytometrischen Untersuchungen dieser Arbeit ließ sich diese Hypothese nicht 

bestätigen, sie ergaben keinen Unterschied zwischen UC-Patienten und Kontrollen in der 

Häufigkeit von Treg im peripheren Blut. 

Einen fehlenden signifikanten Unterschied in der Treg-Häufigkeit in PBMCs fanden auch Ge et 

al (Ge, 2012) für das Mammakarzinom.  
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Auch innerhalb der UC-Patienten ließ sich kein Unterschied in der Treg-Häufigkeit zwischen 

Patienten mit lokalisiertem Tumor und metastasiertem Tumor finden. Hier scheint sich das UC 

vom Magenkarzinom und dem Oesophaguskarzinom zu unterscheiden, für das Kono et al höhere 

Treg-Anteile bei fortgeschrittener Erkrankung gegenüber frühen Tumorstadien zeigten (Kono, 

2006). Auch für das HCC wurde ein Zuwachs an Treg mit zunehmendem Tumorstadium 

gefunden (Zhang, 2010). In beiden Studien galten Treg allerdings als CD4+, CD25+ ohne 

Berücksichtigung von FOXP3 (s. unten). 

 

Die beobachteten CD3+, CD4+, CD25+ und FOXP3- T-Zellen stellen möglicherweise aktivierte 

nicht-regulatorische T-Helfer-Zellen dar. CD25 gilt - als Teil des IL2-Rezeptors - als 

Aktivitätsmarker für T-Zellen. Das Fehlen von FOXP3 spricht für nicht-regulatorische Aktivität.  

Diese Zellpopulation  zeigte auch keinen Unterschied in ihrer Häufigkeit zwischen Kontrollen 

und UC-Patienten sowie zwischen den Tumorstadien.  Nimmt man an, dass in Tumorpatienten 

eine aktivierte Tumorimmunantwort zu finden sein sollte, lässt sich aus den Ergebnissen 

schließen, dass diese beim UC nicht auf einer unspezifischen Vermehrung der Effektor-T-Zellen 

beruht. Über das Vorkommen tumorspezifischer T-Zellen beim UC lässt sich hier keine Aussage 

treffen. Bei Kolon-Karzinom-Patienten wurde eine Häufung tumorspezifischer Effektor-T-Zellen 

im Blut im Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden (Bonertz, 2009).  

 

Zusammenfassend scheinen - laut den vorliegenden Ergebnissen - am Verlust der 

Tumorimmunität bzw. dem Voranschreiten der Tumorausbreitung beim UC die Treg bzw. T-

Effektorzellen zumindest nicht durch erhöhtes bzw. vermindertes Vorkommen beteiligt zu sein.  

 

Bei der Durchflusszytometrie wurden Treg in der vorliegenden Studie sehr präzise definiert und 

somit sehr genau identifiziert. Während hier Treg für die Durchflusszytometrie erstmals als 

CD4+, CD25high, CD127- und FOXP3+ definiert waren, wurden sie in vielen anderen (auch hier 

zitierten) Studien  lediglich als  CD4+, CD25+ T-Zellen angesehen (Miller et al, Liyanage et al, 

Chi et al, Woo et al). Allerdings ist ein erheblicher Anteil dieser Zellen nicht regulatorisch 

(Baecher-Allan, 2001; Nizar, 2010). Der derzeit zuverlässigste Marker für Treg ist FOXP3 

(Fontenot, 2003). 

Die Zellpopulation aus CD3+, CD4+, CD25+, FOXP3- Zellen zeigte, wie oben beschrieben, 

keinen Unterschied in der Häufigkeit zwischen UC-Patienten und Kontrollen bzw. zwischen den 

einzelnen Tumorstadien. Somit schränkt die unterschiedliche Treg-Definition die 
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Vergleichbarkeit dieser Arbeit mit den zitierten Voruntersuchungen bezüglich des Vorkommens 

von Treg in PBMC vor einer Therapie nicht ein.  

Wie Ergebnisse der hier durchgeführten allerdings zeigen, ändert sich das Vorkommen der CD4+ 

CD25+ FOXP3- Zellen während der Therapie. Diese Zellgruppe würde ohne Berücksichtigung 

der FOXP3-Expression fälschlicherweise zu Treg gezählt werden und Treg-Änderungen 

suggerieren, die eigentlich eine Änderung dieser FOXP3- Zellen - der mutmaßlichen 

Effektorzellen - ist.  

 

Zudem ist die Aussagekraft der Messungen der PBMC-Subpopulationen (wie sie in dieser und 

vielen anderen zitierten Arbeiten (s. Tab.8) durchgeführt wurde) in Bezug auf den Einfluss auf 

die Tumorentstehung oder -ausbreitung limitiert. Es ergibt sich keine Aussage über die 

Häufigkeit der Zellen in der Tumorumgebung. 

Bei vielen Tumoren wurde ein höherer Treg-Anteil in tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) 

und in regionale Lymphknoten-infiltrierenden Lymphozyten als im peripheren Blut gefunden: 

beim Prostatakarzinom (Miller, 2006), beim Pankreas- und Mammakarzinom (Liyanage, 2002), 

sowie auch beim UC (Chi, 2010). Auch die Treg-Häufigkeit im peripheren Blut ist in diesen 

Arbeiten jedoch gegenüber gesunden Kontrollen erhöht, sodass man davon ausgehen könnte, mit 

einer alleinigen Untersuchung der PBMCs eine grundsätzliche Erhöhung der Treg-Anteile zu 

erkennen. 

Zum Beispiel durch Induktion von Treg über TGFβ in der Tumorumgebung, das von 

Tumorzellen produziert wird (Yuan, 2011), können höhere Treg-Anteile im Tumorgewebe im 

Vergleich zum peripheren Blut auftreten (Nizar, 2010). Außerdem ziehen Tumoren Treg 

chemotaktisch an, z.B.: durch CCL22 (beim Ovarialkarzinom (Curiel, 2004)), SDF 1 Alpha 

(beim Prostatakarzinom (Miller, 2006)), oder durch CCL5 (beim Pankreaskarzinom (Tan, 

2009)). Deshalb könnte ein vermehrtes Vorkommen im Tumorgewebe ohne Treg-Häufung im 

Blut durchaus möglich sein. Woo et al fanden beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom eine 

Erhöhung des Treg-Anteils in Tumor-assoziierten Lymphozyten  ohne Erhöhung der Treg-

Häufigkeit im peripheren Blut (Woo, 2001).  

Um genauere Aussagen bezüglich des Einflusses von Immunzellen  auf das UC zu treffen sollten 

Untersuchungen der Lymphozyten aus Tumorgewebe und tumorassoziierten Lymphknoten 

durchgeführt werden.  
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Studie Tumorlokalisation Material Treg-

Definition  

Ergebnis: Anteil der Treg in %  

Ge 2012 Mamma PBMC CD4
+ 

CD25
high

 

FOXP3
+
 

Treg in % an CD4
+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 4,3 

Mamma 5,1 (p>0,05) 

Miller 

2006 

Prostata PBMC/TIL CD4
+
 

CD25
high

 

Treg in % an CD4
+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 0,5 ± 0,1  

Prostata 2,3 ± 0,7 (p<0,01) 

Kontrollen tumorfreies Gewebe 6,9 ± 

0,8 

Prostata TIL 11,3 ± 1,3 (p<0,05) 

Liyanage 

2002 

Pankreas/ Mama PBMC/ 

TIL 

CD4
+
 CD25

+
 Treg in % an CD4

+
 Zellen 

Gesunde/benigne Kontrolle 8,6 ± 0,71 

Brust 16,6 ±1,22 (p<0,01) 

Pankreas 13,2 ± 1,13(p<0,01) 

Brust TIL 20,2 ± 3,93 

Pankreas TIL 20,1 ± 4,3 

Ichihara 

2003 

Magen/Oesophagus PBMC CD4
+ 

CD25
+
 Treg in % an CD3

+ 
Zellen 

Gesunde Kontrollen 8,9 ±3,5 

Magen 18,2 ± 4,1 (p<0,05) 

Ösophagus 26,5 ± 4,9 (p<0,05) 

Schaefer 

2005 

Kopf/Hals PBMC CD4
+
 

CD25
high

 

Treg in % an PBMCs 

Gesunde Kontrollen 5,47 ± 2.7  

Kopf/Hals 10,1 ± 4.7 (p<0,05) 

Loskog 

2007 

Urothel PBMC CD4
+
 CD25

+
 Treg in % an CD4

+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 4,2 ± 1,7 

Blase 77 ± 5,3 

(keine Korrelation mit Tumorstadium 

oder –Grad) 
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Studie Tumorlokalisation Material Treg-

Definition 

Ergebnis: Anteil der Treg in %  

Sasada 

2003 

Gastrointestinal PBMC CD4
+
 CD25

+
 Treg in % an CD4

+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 26.5 ± 4.7 

Magen 43.7 ± 12.7 (p=4×10
− 9

) 

Kolorektal 39.7 ± 11.3 (p=9×10
− 7

) 

Pankreas 44.0 ± 9.0 (p=9×10
− 6

) 

Ösophagus 47.0 ± 9.8 (p=1×10
− 7

) 

Leber 42.1 ± 14.7 (p=9×10
− 4

) 

Chi 2010 Urothel PBMC/TIL CD4
+
 

CD25
high

 

Treg in % an CD4
+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 2,4 ± 1 

Blase 8,7 ±5,4 (p<0,05) 

Blase TIL 15,4 ± 9,9 

Kono 

2006 

Magen/Oesophagus PBMC CD4
+
 

CD25
high

 

Treg in % an CD4
+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 1,9 ± 1,1 

Magen 4,9 ± 1,2 (p<0,01) 

Oesophagus 5,2 ± 2,1 (p<0,01) 

Zunehmende Treg-Anteile mit 

zunehmendem Tumorstadium; 

Treg-Abfall nach Tumorresektion; 

Hohe Treg-Anteile korrelieren mit 

kürzerem Überleben 

Clarke 

2006 

Kolon PBMC CD4
+ 

CD25
+ 

FOXP3
+
 

Treg in % an CD4
+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 0,46 

Kolon 1,13 (p=0,007) 
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5.3 Tumorimmunantwort 

Bei der Untersuchung auf die Spezifität der Tumor-Immunantwort im ELISpot ergaben sich 

insgesamt deutlich höhere Anteile an UC-Patienten, die eine TAA-spezifische Antwort zeigten 

als bei den Kontrollen. Dies entspricht den Erwartungen, dass durch das Vorhandensein von 

TAAs TAA-spezifische Immunzellen aktiviert werden. Allerdings ist es erstaunlich, dass 

tumorfreie Patienten überhaupt TAA-spezifische Reaktionen zeigen. Hier wäre eine 

Studie Tumorlokalisation Material Treg-

Definition  

Ergebnis: Anteil der Treg in %  

Zhang 

2010 

HCC PBMC/TIL CD4
+ 

CD25
+ 

FOXP3
+
 

Treg in % an CD4
+
 Zellen 

Gesunde Kontrollen 1,67 ± 0,73 

Leber 4,26 ± 4,18 (p<0.01) 

Kontrollen tumorfreies Gewebe 3,54 ± 

1,30 

Leber TIL 15,77 ± 1,45 (p<0,01) 

Zunehmende Treg-Anteile mit 

zunehmendem Tumorstadium 

Curiel 

2004 

Ovar TIL CD4
+
 CD25

+
 Mehr Treg in Stadium 3-4 verglichen 

mit Stadium 1 

Schlechtere Prognose mit höheren 

Werten tumorinfiltrierender Treg 

Salama 

2009 

Kolon TG FOXP3
+
 Treg pro mm

2
 TG 

Kontrollen tumorfreies Gewebe 44 

Kolon TG 116 (p<0,0001) 

Bessere Prognose mit höheren Werten 

tumorinfiltrierender Treg 

Winerdal 

2011 

Urothel TIL CD3
+
 

FOXP3
+
 

Bessere Prognose mit höheren Werten 

tumorinfiltrierender Treg  

 

Tabelle 8 

Übersicht über Arbeiten zum Vergleich der Treg-Häufigkeit zwischen Tumorpatienten und Kontrollen 

TG = Tumorgewebe, TIL = Tumorinfiltrierende Lymphozyten, PBMC = peripheral blood mononuclear cells 
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Langzeitbeobachtung im Hinblick auf eine mögliche Tumorentwicklung bei diesen Patienten 

interessant.  

Das einzige TAA, das im ELISpot ohne Treg-Depletion für das UC immunologisch bedeutsam 

scheint, ist EGFR, da es im Vergleich von Patienten und Kontrollen bei den Patienten deutlich 

häufiger zu einer spezifischen Immunantwort führt. Für EGFR brachte die Treg-Depletion weder 

bei den Kontrollen noch bei den Patienten eine signifikante Änderung an reagierenden Patienten. 

Aufgrund der deutlichen Unterschiede zwischen UC und Kontrollen ohne Treg-Depletion 

scheint EGFR ein eindeutiges, relevantes Tumorantigen des UC zu sein. Die Immunantwort, die 

EGFR induziert, wird aber wohl nicht durch Treg-Bildung oder -Aktivierung beeinflusst.  

 

Die anderen TAAs, auf die ein hoher Anteil UC-Patienten reagiert (MUC100, Heparanase, 

HER2), werden auch von den Kontrollpatienten immunologisch erkannt. Unter Treg-Depletion 

allerdings gibt es in der UC-Gruppe für die beiden Peptide NYESO1 und MUC1 signifikant 

höhere Anteile an antwortenden Patienten als in der Kontrollgruppe. Dies ist nicht nur durch die 

Abnahme der Antworten in der Kontrollgruppe unter Treg-Depletion (für beide Peptide 0%) 

bedingt sondern auch durch die Zunahme der antwortenden UC-Patienten unter Treg-Depletion 

(NYESO1: vor Treg-Depletion 4,8%, nach Treg-Depletion 19,4%; MUC1: vor Treg-Depletion 

3,1%,  nach Treg-Depletion 26,9%). Es ließ sich auch bestätigen, dass nicht nur ein höherer 

Patientenanteil auf die beiden TAAs nach Treg-Depletion reagiert, sondern, dass es in diesen 

Patienten auch tatsächlich zu einer erhöhten TAA-spezifischen T-Zell-Aktivität kommt.  Dies 

spricht dafür, dass die Immunantwort auf NYESO1 und MUC1 beim UC meist unter 

supprimierender Kontrolle von Treg steht. Wie oben bereits beschrieben, scheint diese 

Immunantwort auch bei einigen Gesunden vorhanden zu sein, wo sie allerdings nicht von Treg 

maskiert wird. Dies bestätigt die mögliche Theorie, dass Treg erst bei Vorhandensein eines 

Tumors vermehrt gebildet bzw. aktiviert werden. Eine Wiederherstellung der Immunantwort auf 

NYESO1 nach Treg-Depletion wurde in vitro auch für Immunzellen aus HCC-Patienten (Zhang, 

2010) sowie Melanom-Patienten (Sugiyama, 2013) nachgewiesen, für das leukämische T-Zell-

Lymphom wurde sogar in vivo die NYESO1-spezifische CD8 T-Zell-Reaktion durch eine Treg-

Depletion verstärkt (Sugiyama, 2013). 

Zusammenfassend lässt sich aus diesen Ergebnissen vorläufig schließen, dass sowohl EGFR als 

auch NYESO1 und MUC1 als therapeutische Targets bei der Therapie des UC, z.B. für eine 

Vakkzinierung, in Betracht kommen, die beiden letzteren allerdings nur in Kombination mit 

einer therapeutischen Treg-Depletion. 
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Die Häufigkeit der gesamten TAA-spezifisch antwortenden T-Zellen verändert sich beim 

lokalisierten Tumor unter Treg-Depletion nicht. Wie Bonertz et al 2009 und auch Clarke et al 

2006 für das Kolon-Karzinom beschrieben haben, wäre ein Anstieg von T-Zell-Antworten unter 

Ausschaltung der supprimierenden Treg zu erwarten gewesen. Voraussetzung hierfür ist 

allerdings, dass die depletierten Treg TAA-spezifisch sind, was im Treg-Spezifitäts-Assay näher 

untersucht wurde und nicht bestätigt werden konnte (s. unten). Beim metastasierten Tumor  

zeigte sich eine Zunahme der T-Zell-Antworten unter Treg-Depletion, welche allerdings 

aufgrund von multiplem Testen innerhalb eines Patienten statistisch nicht signifikant ist. Das 

tendenzielle Ergebnis spricht dafür, dass Treg möglicherweise erst in fortgeschrittenem 

Tumorstadium aktiviert werden und hier die Anti-Tumor-Immunantwort supprimieren. Diese 

Hypothese müsste mit höheren Probandenzahlen bestätigt werden.  

Folglich wäre dann in diesen Stadien eine therapeutische Treg-Depletion, wie sie z.B. mit Anti-

CD25-Antikörpern (Byrne, 2011) oder Cyclophosphamid (Ghiringhelli, 2007) möglich ist, 

sinnvoll und erfolgversprechend.  

 

Dass die Stärke einer Immunantwort auf ein TAA ähnlich hoch ist wie auf ein bakterielles 

Antigen, lässt auf die Effektivität und Relevanz solcher Immunreaktionen schließen und 

rechtfertigt deren genaue Untersuchung im Hinblick auf ein besseres Verständnis der 

Tumorimmunologie und damit auch mögliche Ansätze einer Tumortherapie. Zudem bestätigt 

dieses Ergebnis die Detektierbarkeit einer TAA-Immunantwort mittels der angewandten 

Methoden.  

 

Im Gegensatz zur Durchflusszytometrie wurden im ELISpot – wie auch im Treg-Spezifitäts-

Assay - auch in dieser Arbeit Treg als CD4+ CD25high-T-Zellen definiert. Der spezifischere 

Marker für Treg, FOXP3, ist - da es sich um einen Transkriptionsfaktor handelt - intrazellulär 

lokalisiert, weshalb er nicht ohne Zellpermeabilisierung markiert werden kann. Mit 

permeabilisierten Zellen kann ein ELISpot-Test nicht durchgeführt werden, da man hier vitale 

Zellen benötigt. CD25 wird außer von Treg auch von aktivierten nicht regulatorischen T-Zellen 

exprimiert. Somit kann man nicht alle Eigenschaften dieser untersuchten Zellpopulation sicher 

auf Treg beziehen. Diese bislang nicht überwindbare Problematik besteht allerdings bei allen 

derartigen Studien, sodass die Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten diesbezüglich nicht 

eingeschränkt ist. 

Da nicht im periphren Blut zirkulierende Zellen nicht Gegenstand der Arbeit waren, limitieren 

sich auch im ELISpot die Untersuchungen auf PBMCs, was die Genauigkeit der Ergebnisse im 
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Hinblick auf eine generelle Beurteilung der Immunantwort beim UC möglicherweise 

einschränkt. Aufgrund der Chemotaxis durch den Tumor könnten in den PBMCs generell 

weniger TAA-spezifische Teff und Treg vorkommen als im Tumorgewebe.  

Außerdem gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass tumorinfiltrierende Treg deutlich stärker 

aktiviert sind als Treg im peripheren Blut (Pedroza-Gonzalez, 2013). Möglicherweise ist dies 

nicht ausschließlich durch die Anwesenheit der TAA bedingt, sondern auch durch andere 

Faktoren im Tumormilieu. Demnach wäre eine in-vitro-Aktivierung der T-Zellen durch alleinige 

Präsentation von TAA-Peptiden unter Umständen nicht möglich. 

5.4 Änderungen unter Therapie 

Erstaunlicherweise ergab sich bei keiner der untersuchten Therapieformen eine Veränderung der 

Häufigkeit von Treg im Therapie-Verlauf. Die Häufigkeit der zufällig  beobachteten CD4+ 

CD25+ FOXP3- Zellen fiel nach Zystektomie ab und erhöhte sich nach palliativer bzw. 

neoadjuvanter Chemotherapie. 

Das Ausbleiben einer Änderung der Treg-Häufigkeit nach Zystektomie steht im Kontrast zu 

2006 gefundenen Daten bezüglich des  Magen-Karzinoms, bei dem die Treg-Anteile nach 

kurativer Tumorresektion auf physiologische Werte abfielen (Kono, 2006). Dieser Unterschied 

beruht möglicherweise auf der oben erwähnten unterschiedlichen Treg-Definition, Kono et al. 

definierten Treg als CD4+ CD25+ T-Zellen unabhängig von FOXP3. (Kono, 2006) Diese 

Zellpopulation zeigte auch in den vorliegenden Ergebnissen einen Abfall nach Zystektomie. Die 

Häufigkeit von Treg im peripheren Blut scheint also nicht (mehr) direkt unter dem Einfluss des 

Tumors zu stehen. Ein Widerspruch zur der oben beschriebenen erhöhten TAA-spezifischen 

Aktivität bei metastasierten Tumoren unter Treg-Depletion ergibt sich durch dieses Ergebnis 

nicht. Der Tumor bedingt möglicherweise eine Aktivierung der Treg, die nicht mit einer 

Proliferation derselben einhergeht.  

 

Auch nach der Chemotherapie mit Gemcitabine und Cisplatin bleibt die Häufigkeit der Treg 

unverändert. Dieses Ergebnis stimmt mit bisherigen Ergebnissen zum multiplen Myelom 

überein, wo ebenso keine signifikanten Unterschiede  in der Treg-Häufigkeit nach 

Chemotherapie mit Cyclophosphamid, Thalidomid und Dexamethason gefunden werden 

konnten. Eine Ausnahme stellte hier die Kombinationschemotherapie mit Melphalan, 

Thalidomid und Prednison dar, bei der ein kontinuierlicher Anstieg der Treg über sechs Monate 

festgestellt wurde. (Giannopoulos, 2012) Widersprüchliche Ergebnisse fanden Xu et al. zum 
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Oesophaguskarzinom, bei dem Treg im peripheren Blut  und die FOXP3-Expression der Treg 

nach Chemotherapie deutlich abnahmen (Xu, 2011). Durch eine Chemotherapie mit 

Cyclophosphamid wird ebenfalls eine Treg-Depletion induziert – wie Ghiringhelli et al für 

einige Patienten mit metastasiertem Gastrointestinalen Tumor, Nierenzellkarzinom, 

Ovarialkarzinom, Pleuramesotheliom, Melanom und Sarkom nachweisen konnten (Ghiringhelli, 

2007). Gemcitabine eliminiert immunsuprresiv wirkende Myeloid-derived suprressor cells (s. 

2.3.1 Allgemeine Tumorimmunologie) (Galluzzi, 2012). Viele Chemotherapeutika induzieren 

aber auch ein Erhöhung der Treg, so z.B. Epirubicin und Paclitaxel beim Mamma-Karzinom 

sowie Carboplatin beim Bronchial- und Ovarialkarzinom. Die metronomische orale Gabe von 

Vinorelbine beim Bronchial-, Mamma- und Prostatakarzinom und von Capecitabine und 

Temozolomid beim Kolonkarzinom  aktiviert die Treg sogar noch stärker. (Koumarianou, 2014)  

 

Hohe Anteile regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe, z.B. beim Ovarialkarzinom (Curiel, 

2004), aber auch im peripheren Blut, z.B. Magen- und Ösophagus-Karzinom (Kono, 2006), sind 

oft mit einer schlechten Prognose der Tumorpatienten vergesellschaftet. Nach den vorliegenden 

Ergebnissen werden die Treg von der konventionellen Chemotherapie zwar nicht unterhalten, 

aber auch nicht dezimiert. Es scheint nötig, sie anderweitig gezielt therapeutisch anzugreifen, um 

die Tumorimmunität zu fördern. Hier gibt es schon erste Ansätze, z.B. mit Cyclophosphamid, 

das zu einem kurzfristigen Absinken der Treg führt (Ge, 2012) oder Anti CD25-Antikörpern 

beim Mamma-Karzinom (Rech, 2009; Ge, 2012). (s. Tabelle 9) 
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Im Gegensatz zu den Treg ergaben sich für die beobachteten FOXP3- CD25+ T-Effektor-Zellen 

relevante Unterschiede in der Häufigkeit nach Therapie. 

Nach Tumorresektion wurde ein geringerer Anteil aktivierter T-Zellen gefunden als davor. 

Möglicherweise stehen sie unter dem erhaltenden Einfluss des Tumormilieus. Durch die 

Studie Tumorlokalisation 
Treg-

Definition 
Therapie Effekt 

Ghiringhelli 

2007 

Kolon/Rektum,  

Magen, Niere, 

Pleura, Ovar, 

Melanom , Sarkom 

CD4
+
 

CD25
+
 

Cyclophosphamid 

Abfall von Treg in 

PBMC und ihrer 

inhibitorischen 

Funktion 

Xu 2011 Oesophagus 
CD4

+ 

CD25
high

 

Chemotherapie nicht  

näher benannt 

Abfall der Treg in 

PBMC 

Ge 2012 Mamma 

CD4
+ 

CD25
high

 

FOXP3
+
 

metronomisch 

Cyclophosphamid 

Initialer Abfall der 

Treg, reversibel 

nach 3 Monaten 

Therapie 

Giannopoulos 

2012 
Multiples Myelom 

CD4
+ 

CD25
high 

FOXP3
+
 

Cyclophosphamid, 

Thalidomid, 

Dexamethason 

Keine Veränderung 

der Treg-

Häufigkeit 

Melphalan, Thalidomid, 

Prednison 
Anstieg der Treg 

Koumarianou 

2014 

Mamma, Lunge 

  

Ovar 

CD4
+
 

CD25
+
 

Epirubicin/ Paclitaxel;  

  

Carboplatin 

Verhältnis 

Treg/Teff steigt 

Mamma, Lunge, 

Prostata; 

 

 

Kolon/Rektum 

metronomisch 

Vinorelbine; 

 

metronomisch 

Capecitabine/ 

Temozolomid 

Verhältnis 

Treg/Teff steigt 

noch mehr 

 

Tabelle 9 

Übersicht über Arbeiten zum Einfluss von Chemotherapeutika auf die Häufigkeit von Treg 
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Zystektomie werden - beim lokalisierten Tumor im Idealfall alle, sonst eine Vielzahl von - TAAs 

entfernt. Diese haben vor Tumorentfernung Effektorzellen aktiviert und ihre Proliferation 

unterhalten, was nach OP wegfällt.  

Nach neoadjuvanter bzw. palliativer Chemotherapie zeigte sich ein Anstieg der aktivierten T-

Zellen. Eine noch nicht ausreichend valide, aber nicht unwahrscheinliche Hypothese und 

mögliche Ursache dieses Ergebnisses ist, dass die Effektivität von Chemotherapeutika nicht 

allein auf ihrer zytotoxischen und damit Tumorzell-reduzierenden Wirkung beruht; es gibt 

Hinweise darauf, dass ein maßgeblicher Teil auch in der Immunmodulation während der 

Chemotherapie besteht. Trotz der im Allgemeinen induzierten Lymphopenie können Zytostatika 

(wie Oxaliplatin und Anthrazykline) durch das Auslösen des immunogenen Zelltods 

Immunreaktionen gegen TAAs hervorrufen, z.B. durch die erleichterte Präsentation von 

Tumorantigenen durch DC während des Untergangs von Tumorzellen. (Zitvogel, 2011) Solch 

ein Vorgang könnte somit auch zu einer erhöhten Häufigkeit von Effektor-T-Zellen führen, die 

z.B. nach Behandlung mit Taxanen bei Mammakarzinompatienten beobachtet wurde (Carson, 

2004). Für Cisplatin und Gemcitabine wurde ein Auslösen des immunogenen Zelltods bisher 

nicht konkret nachgewiesen (Galluzzi, 2012), der hier beobachtete Anstieg der CD 25+ FOXP3- 

T-Zellen nach Therapie spricht allerdings für einen solchen oder ähnlichen Mechanismus, bei 

dem z.B. durch Tumorzellzerfall TAAs freigesetzt werden und zur Bildung tumorspezifischer T-

Zellen und damit Zunahme der gesamten Effektorzellen führt.  

Erstaunlich ist, dass die Treg aber durch derartige Veränderungen im TAA-Vorkommen 

scheinbar nicht beeinflusst werden. 

Bei der adjuvanten Chemotherapie lässt sich – wie bei den Kontrollpatienten – keine Änderung 

feststellen, möglicherweise da hier der Tumor mit der Masse an immunogenen TAAs bereits 

entfernt wurde.  

 

Trotz gleichbleibender Häufigkeit der Treg im peripheren Blut ändert sich z.T. deren Einfluss 

auf die T-Zellen und wiederum deren Reaktion auf TAAs im Therapieverlauf. 

Der Effekt der Treg-Depletion wird bei den Zystektomie-Patienten vor Therapie deutlich. Hier 

antworten unter Ausschaltung der Treg signifikant mehr T-Zellen auf die Gesamtheit der TAAs 

als unter dem Einfluss der Treg. Es liegen also regulatorische T-Zellen vor, die Effektor-T-

Zellen unterdrücken, welche erst ohne Treg aktiv werden.  

Nach Zystektomie ist diese Änderung bei Treg-Depletion nicht mehr zu beobachten. Ursache 

könnte sein, dass auch Treg – die in ihrer Häufigkeit gleichbleiben - in ihrer Aktivität vom 

Tumormilieu abhängig sind. Der hypothetisch fehlende Einfluss von Treg nach Zystektomie 
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scheint zunächst widersprüchlich zur Abnahme aktivierter T-Zellen nach Zystektomie. Eine 

Erklärung ist, dass viele TAAs bei der Zystektomie entfernt werden und somit unabhängig von 

der Treg-Anzahl bzw. -Aktivität nach Therapie eine geringere Anzahl TAA-aktivierter T-Zellen 

zu finden ist. Dies würde bedeuten, dass sowohl die Treg als auch die Teff, zumindest in 

aktivierter Form, vom Tumor abhängig sind. 

 

Bei der Chemotherapie zeigt sich in der Gesamtheit der Patienten keinerlei Veränderung im 

Einfluss der Treg auf die T-Zell-Antworten im Therapieverlauf. Auch unabhängig von den Treg 

waren keine Veränderungen in der allgemeinen TAA-Antwort durch die Chemotherapie zu 

beobachten. Dies unterstützt die oben beschriebene Hypothese nicht, dass durch TAA-

Freisetzung der Chemotherapie, vermehrt TAA-spezifische T-Zellen induziert werden. Wäre 

dies der Fall müsste eine Erhöhung der TAA-T-Zell-Antworten nach Chemotherapie zu sehen 

sein. Auch durch Supprimierung der T-Zellen durch Treg ist dies nicht zu erklären, da die 

Antworten auch nach Treg-Depletion nicht zunehmen. Cisplatin bewirkt eine erhöhte 

Permeabilität von Tumorzellen für Granzym B aus zytotoxischen T-Zellen (Ramakrishnan, 

2010). Demnach wäre eine Theorie, dass eine besonders hohe TAA-Immunantwort unter 

Kombination von Chemotherapie und Treg-Depletion, die eine gesteigerte Aktivität CD8+ 

zytotoxischer T-Zellen zur Folge hätte, zu erreichen wäre. Auch diese Theorie ließ sich hier 

nicht bestätigen.  

Erstaunlich ist, dass eine Treg-Depletion vor Chemotherapie keinerlei Auswirkungen hat, 

während sie vor Zystektomie die TAA-Immunantwort deutlich steigert. Tendenziell haben die 

Chemotherapie-Patienten weiter fortgeschrittene Tumorstadien. Möglicherweise ist hier eine 

Unterdrückung von Teff durch Treg schon nicht mehr reversibel und kann somit nicht mit einer 

in vitro-Treg-Depletion aufgedeckt werden.   

Die Aussagekraft in Bezug auf den Einfluss der Chemotherapien ist durch eine geringe 

Probandenzahl eingeschränkt. Die gemäß der Hypothese erwarteten Reaktionen einer verstärkten 

T-Zell-Reaktion nach Chemotherapie und nach Treg-Depletion waren nur bei einzelnen 

Patienten zu beobachten und statistisch nicht signifikant. Erneute Untersuchungen mit größerer 

Patientenzahl sind allerdings notwendig, um die Ergebnisse genau zu überprüfen. 

  

Die Indikation zur Zystektomie als Therapie der ersten Wahl beim muskelinvasiven UC steht 

außer Frage. Das Ausschalten einer supprimierenden Treg-Wirkung scheint angesichts der 

generell als negativ angenommenen Rolle der Treg bei Tumorpatienten ein positiver Nebeneffekt 

der Operation neben der reinen Tumorentfernung zu sein. Ein tatsächlich positiver Effekt im 
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Sinne einer stärkeren TAA-Immunantwort ließ sich allerdings, zumindest auf alle TAAs im 

Gesamten nicht bestätigen. 

Da die Chemotherapie keinen Einfluss auf das Vorkommen von Treg hat, scheint es nicht – wie 

man aus manch anderen Studien schließen könnte - notwendig oder zielführend, eine 

Chemotherapie mit einer Treg-Depletion zu kombinieren. Allerdings muss die Richtigkeit der 

vorliegenden Ergebnisse genauer überprüft werden, vor allem im Hinblick auf TIL. 

TAA-spezifische Antworten wurden nicht im Therapieverlauf untersucht. Hier wären vor allem 

die - ohne Berücksichtigung der Standardtherapie - als relevant eingeschätzten TAAs und die 

unter Treg-Einfluss stehenden TAAs wie NYESO1 und MUC1 und EGFR interessante 

Untersuchungsziele weiterer Studien.  

5.5 Spezifität regulatorischer T-Zellen 

Zur Identifikation TAA-spezifischer Treg wurde eine relativ neue Methode gewählt, die bislang 

zur Bestätigung der regulatorisch-supprimierenden Wirkung von Treg, z.B. von Liyanage et al 

2002, verwendet wurde. Da die supprimierende Wirkung von FOXP3+ Treg mittlerweile sehr 

häufig bestätigt wurde, kann sie für die spezifischeren Untersuchungen vorausgesetzt werden.  

Anders als in bisherigen Untersuchungen (Bonertz, 2009), wurden TAA-spezifische Treg für 

HER2, Heparanase und p53 nicht nur in UC-Patienten sondern auch in der Kontrollgruppe 

gefunden. Dies deutet darauf hin, dass TAA-spezifische Treg nicht ausschließlich in 

Abhängigkeit eines Tumors entstehen. Gegen p53 reaktive Treg wurden in sehr hohem Maße 

auch bei den UC-Patienten (fast 80%) gefunden. Der Vergleich mit den ELISpot-Ergebnissen 

zeigte allerdings keine Zunahme der Teff-Reaktion auf p53 unter Treg-Depletion. In 

Zusammenschau dieser Ergebnisse könnte hier möglicherweise eine Subgruppe regulatorischer 

T-Zellen vorliegen, die großenteils bereits im Gesunden vorliegen und keine supprimierende 

Wirkung haben.  

Als UC-spezifische TAAs konnten NYESO1, MUC1, EGFR, Survivin und MAGE-A4 

identifiziert werden, für die spezifische Treg bei den UC-Patienten nicht aber bei den Kontrollen 

vorlagen.  

Das Vorhandensein spezifischer Treg für TAAs (NYESO1, MUC1, EGFR, Survivin und 

MAGE-A4) bei den UC-Patienten und das Fehlen dieser bei den Kontrollen bestätigt die 

Ergebnisse von Bonertz et al bezüglich des Kolonkarzinoms (Bonertz, 2009). Dieses Ergebnis 

deutet auf einen möglichen Nutzen einer therapeutischen Treg-Depletion hin. Andersherum zeigt 

es einen Grund, warum Vakzinierungen mit diesen TAAs möglicherweise nicht den 
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gewünschten Effekt zeigen könnten. Durch die Impfung hervorgerufene TAA-spezifische 

Effektorzellen würden unter Umständen von den TAA-spezifischen Treg unterdrückt.  Ein 

ähnliches Phänomen wurde für Myeloid-derived suppressor cells gefunden, deren 

Vorhandensein die Etablierung MUC1-sepzifischer Effektor- und Memory-T-Zellen nach 

MUC1-Vakkzinierung in Vorstufen des Kolonkarzinoms verhinderte (Kimura, 2013).  Somit 

wäre über eine Kombination von  Vakzinierung und Treg-Depletion nachzudenken.  

Die Hypothese, dass regulatorische T-Zellen im UC vorliegen und eine fehlende 

Tumorimmunität bedingen, konnte anhand der bisherigen Ergebnisse noch nicht eindeutig 

bestätigt werden. Unabhängig von der allgemeinen Treg-Häufigkeit im Blut und dem Versuch 

eine Aussage über die Treg mittels der Teff-Antwort unter Treg-Depletion zu treffen, deutet das 

Ergebnis des Treg-Spezifitäts-Assays stark auf die Richtigkeit dieser Hypothese hin. Zumindest 

für die Peptide NYESO und MUC1 konnten auch die ELISpot-Daten zeigen, dass spezifische 

Treg vorliegen, die eine Teff-Reaktion auf die TAA verhindert. Diese Ergebnisse beziehen sich 

allerdings stets auf die gesamte Patientenpopulation. Die Vermutung, dass in einem Patienten, 

der TAA-spezifische Treg aufweist, die Teff-Reaktion auf genau dieses TAA unter Treg-

Depletion ansteigen müsste, wurde überprüft. Die ELISpot-Daten und die Daten des Treg-

Spezifitäts-Assays aus jeweils demselben Patienten wurden direkt miteinander verglichen. Es 

zeigte sich erstaunlicherweise bei fast keinem Patienten eine Korrelation zwischen TAA-

spezifischer Teff-Antwort unter Treg-Depletion und dem Vorliegen TAA-spezifischer Treg. Das 

Vorkommen der spezifischen Treg in einem Patienten führt folglich nicht zur Unterdrückung 

einer spezifischen TAA-Immunantwort dieses Patienten bzw. kann eine solche Immunantwort, 

falls sie von Treg unterdrückt wurde, nicht durch die Ausschaltung der Treg wieder etabliert 

werden. Möglicherweise wird schon die Bildung TAA-spezifischer Teff durch die Treg 

verhindert und nicht nur ihre Aktivität unterdrückt. Gegen diese Annahme sprechen allerdings 

die ELISpot-Ergebnisse, die zeigten, dass TAA-spezifische Effektorzell-Antworten auch vor 

Treg-Depletion vorhanden sind. Eine andere Ursache für die Abweichung der ELISpot-

Ergebnisse von denen des Treg-Spezifitäts-Assays könnte eine unvollständige Depletion der 

Treg im ELISpot-Test sein (hier als CD4+ CD25+ definiert). Dies könnte auch die Diskrepanz 

zwischen dem Vorkommen spezifischer Treg für EGFR, Survivin sowie MAGE-A4 und dem 

fehlenden Anstieg der Immunantwort auf diese Peptide nach Treg-Depletion im ELISpot 

erklären. 
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6. Zusammenfassung 

Das muskelinvasive Urothelkarzinom (UC) ist eine häufige maligne Erkrankung und hat in 

fortgeschrittenem Stadium eine schlechte Prognose.  

Das Immunoediting mit den Phasen Eliminaton, Equilibrium und Escape ist als Prinzip der 

Entstehung und Ausbreitung maligner Tumoren anerkannt. Während Tumorantigene (TAA) für 

die Entstehung einer Tumor-Immunantwort von Relevanz sind, verliert sich die Tumorimmunität 

in der Escape-Phase durch verschiedenste Vorgänge, an denen unter anderem immunsuppressive 

regulatorische T-Zellen (Treg) und die Hochregulation von Checkpoint-Faktoren, wie CTLA-4 

oder PD1, beteiligt sind.  

Immuntherapeutische Methoden haben sich sowohl mit der BCG-Therapie beim nicht-

muskelinvasiven UC als auch mit PD1/PD-L1 blockierenden Substanzen beim muskelinvasiven 

UC als wirksam erwiesen.  

In dieser Studie wurden bei 56 Patienten mit muskelinvasivem oder metastasiertem UC die 

Häufigkeit regulatorsicher T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt sowie die Frequenz 

und Stärke der Immunantwort auf ein prädefiniertes Set von neun Tumorantigenen mittels IFNγ-

ELISpot gemessen. Weiterhin wurde der Einfluss von Treg auf die TAA-spezifische 

Immunantwort untersucht und der Einfluss therapeutischer Maßnahmen auf die 

immunologischen Parameter evaluiert. Zulezt wurden Treg auf ihre TAA-Spezifität mittels eines  

Proliferations-Hemmtests untersucht. 13 Patienten mit einer benignen Prostata-Hyperplasie 

dienten als Kontrolle.  

Bei den Patienten mit einem Urothelkarzinom lag die gleiche Frequenz von Treg vor wie bei den 

Kontrollen. Von den neun untersuchten TAAs löste EGFR bei der gesamten T-Zell-Population 

eine Immunantwort aus. Nach Treg-Depletion ließ sich eine Immunantwort auf NYESO1 und 

MUC1 häufiger als bei den Kontrollen nachweisen. Spezifische Treg lagen für NYESO1, 

MUC1, EGFR, Survivin und MAGE-A4 vor. Auch in der Kontroll-Gruppe lagen TAA-

spezifische Treg vor, allerdings für andere TAAs. Eine Treg-bedingte Suppression einer 

bestimmten TAA-Immunantwort trat nicht bei denselben Patienten auf, bei denen spezifische 

Treg für dieses TAA gefunden wurden. Im Verlauf der Standardtherapie wurden keine 

Änderungen des Treg-Vorkommens beobachtet. Ein supprimierender Einfluss von Treg auf die 

TAA-Immunantwort zeigte sich bei den Zystektomie-Patienten präoperativ. Nach Zystektomie 

ließ sich dieser nicht mehr nachweisen. Unter Chemotherapie konnten keine signifikanten 

Änderungen in der Immunreaktion oder im Treg-Einfluss auf diese festgestellt werden.  
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Aus den genannten Ergebnissen lässt sich schließen, dass - im Gegensatz zu anderen 

Malignomen - beim UC die Häufigkeit der Treg im peripheren Blut weder mit dem Auftreten 

noch mit dem Voranschreiten des Tumors korreliert. NYESO1, MUC1, EGFR, Survivin und 

MAGE-A4 konnten als relevante Tumorantigene - und somit mögliche Therapie-Targets - des 

UC identifiziert werden. Unabhängig von ihrer unveränderten Häufigkeit scheinen Treg dennoch 

eine relevante Rolle beim UC zu spielen. Gezeigt werden konnte, dass die Immunantwort auf 

NYESO1 und MUC1 von Treg - zumindest teilweise - maskiert wird. Eine therapeutische Treg-

Depletion könnte hier ein vielversprechender Ansatzpunkt sein. Neben NYESO1 und MUC1 

scheint EGFR ein UC-spezifisches TAA zu sein, das unabhängig von Treg-Einfluss eine 

Immunantwort auslöst und somit Ziel einer gerichteten immunologischen Therapie wie einer 

TAA-Vakzine oder Antikörper-Behandlung darstellen könnte. Spezifische Treg lagen für 

NYESO1, MUC1, EGFR, Survivin und MAGE-A4 vor. Da eine Treg-bedingte Suppression 

einer bestimmten TAA-Immunantwort nicht bei denselben Patienten auftrat, bei denen 

spezifische Treg für dieses TAA gefunden wurden, ist davon auszugehen, dass der 

immunsuppressive Effekt der Treg eher TAA-unabhängig stattfindet. Aufgrund des 

ausbleibenden immunsuprimierenden Einflusses der Treg nach Zystektomie, scheint die 

immunsuppressive Aktivität  von Treg vom Vorhandensein des Tumors abhängig zu sein. 

Um Konsequenz für die Therapie des UC ziehen zu können, sollten die genannten Ergebnisse 

durch detaillierte Folge-Untersuchungen - auch an Tumorgewebe bzw. tumorinfiltrierenden 

Lymphozyten, die sich möglicherweise anders verhalten als PBMCs, und letztendlich auch in 

vivo - weiter überprüft werden. Auch wenn darüber hinaus Langzeit-Untersuchungen bezüglich 

des Outcome von UC-Patienten in Abhängigkeit von den untersuchten immunologischen 

Parametern erforderlich sind, konnten in dieser Studie erste Erkenntnisse bezüglich relevanter 

TAAs und der immunsupprimierenden Aktivität von Treg beim UC gewonnen und diese als 

mögliche Therapie-Targets identifiziert werden. 
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