
 Aus dem 

CharitéCentrum für Tumormedizin 

Medizinische Klinik m.S. Hämatologie, Onkologie und Tumorimmunologie 

Direktor: Prof. Dr. med. Bernd Dörken 

 

 

 

 

Habilitationsschrift 

Immuntherapie beim metastasierten Nierenzell-Karzinom 

zur Erlangung der Lehrbefähigung 

für das Fach Innere Medizin 

vorgelegt dem Fakultätsrat der Medizinischen Fakultät 

Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 

von 

Dr. med. Anne Flörcken 

 

 

 

Eingereicht:     Juli 2016 

Dekan:     Prof. Dr. med. Axel R. Pries 

1. Gutachter:     Prof. Dr. Wolfgang Herr 

2. Gutachter:     Prof. Dr. Peter Lang 



  2 

 

Inhalt 

1. Einleitung...................................................................................................................... 3 

1.1. Epidemiologie und Pathogenese des Nierenzell-Karzinoms ............................................................ 3 

1.2. Therapie des metastasierten Nierenzell-Karzinoms: Historische Entwicklungen ............................ 4 

1.3. Aktuelle Standards in der Therapie des metastasierten Nierenzell-Karzinoms ............................... 5 

1.3.1. Erstlinientherapie............................................................................................................................................ 5 

1.3.2. Therapie in der Zweit- und Drittlinie und Sequenz-Therapie ...................................................... 5 

1.4. Immuntherapie beim metastasierten Nierenzell-Karzinom............................................................. 7 

1.4.1. Grundsätze der Immuntherapie ................................................................................................................ 7 

1.4.2. Strategien der Immuntherapie beim metastasierten Nierenzell-Karzinom ......................... 10 

1.4.3. Zukünftige Perspektiven: Checkpoint-Inhibition beim metastasierten Nierenzell-

Karzinom ....................................................................................................................................................................... 11 

2. Zielsetzung der Arbeit ................................................................................................. 13 

3. Originalarbeiten .......................................................................................................... 14 

3.1. Tumorvakzinierung beim metastasierten Nierenzell-Karzinom ..................................................... 14 

3.1.1. Allogene, partiell HLA-gematchte dendritische Zellen beladen mit autologem 

Tumorlysat als Vakzine bei metastasiertem Nierenzell-Karzinom ...................................................... 14 

3.1.2. Allogene, Gen-modifizierte Tumorzellen (RCC-26/IL-7/CD80) als Vakzine bei Patienten 

mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom: eine klinische Phase I-Studie .......................................... 26 

3.2. Tumor-induzierte Immunsuppression beim metastasierten Nierenzell-Karzinom........................ 37 

3.2.1. Genexpressionsanalysen an PBMC während der Therapie mit einer Gen-modifizierten 

allogenen Tumorzell-Vakzinierung bei fortgeschrittenem Nierenzell-Karzinom: Tumor-

induzierte Immunsuppression und eine mögliche Rolle für NF-B ..................................................... 37 

3.2.2. Sorafenib, jedoch nicht Sunitinib induziert regulatorische T-Zellen im peripheren Blut 

von Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom ............................................................... 51 

3.2.3. Myeloische Suppressorzellen im peripheren Blut: Optimierte Quantifizierung bei 

gesunden Spender(inne)n und Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom ........ 57 

3.2.4. Immunmodulatorische Moleküle beim metastasierten Nierenzell-Karzinom: CD80 und 

CD86 werden auf Tumorzellen exprimiert ..................................................................................................... 66 

4. Diskussion ................................................................................................................... 79 

4.1. Induktion von Antitumorimmunität bei Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom

 ............................................................................................................................................................... 79 

4.2. Tumor-induzierte Immunsuppression ............................................................................................ 82 

5. Zusammenfassung ...................................................................................................... 89 

6. Literaturangaben ........................................................................................................ 91 

7. Danksagung ................................................................................................................ 98 

8. Erklärung .................................................................................................................... 99 

 



  3 

1. Einleitung 

1.1. Epidemiologie und Pathogenese des Nierenzell-Karzinoms 

Das Nierenzell-Karzinom (englisch: renal cell carcinoma, RCC) gehört zu den häufigsten 

malignen Tumoren des Erwachsenenalters. Mit 3,8% aller Krebserkrankungen steht es an 6. 

Stelle beim Mann, mit etwa 2,4% der Erkrankungen an 10. Stelle bei der Frau. Das RCC ist eine 

Erkrankung des höheren Lebensalters mit einem mittleren Erkrankungsalter im ca. 70. 

Lebensjahr. Aktuell werden etwa drei Viertel der Fälle in frühen Stadien diagnostiziert, bei 

etwa 25% der Fälle findet sich bei Erstdiagnose bereits ein lokal weit fortgeschrittenes oder 

metastasiertes Stadium. Die Prognose des RCC insbesondere in frühen Stadien ist relativ 

günstig, die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei 76% für Männer und 78% für Frauen, diese 

Prognose ist jedoch stark abhängig vom zugrundeliegenden Tumorstadium [1]. In der 

histologischen Untersuchung dominiert mit 80-85% der klarzellige Subtyp [2]. Bei ca. 1-4% 

aller Patient(inn)en ist das RCC erblicher Genese [3]. Die häufigste hereditäre Form des RCC 

ist das dominant vererbte Von-Hippel-Lindau (VHL)–Syndrom, bedingt durch VHL-Mutationen 

auf Chromosom 3 [4]. Dieses Syndrom hat wesentlich zur Erklärung der molekularen 

Pathogenese des RCC beigetragen: das VHL-Gen hat Funktionen eines Tumorsuppressorgens 

und ist bei 70% aller sporadischen Fälle ebenfalls mutiert [5-7]. Bei Vorliegen dieser 

Mutationen oder unter dem Einfluss von Hypoxie wird der Abbau eines VHL-Protein-

Komplexes verhindert und es kommt zu einer konsekutiven Akkumulation von Heat Inducible 

Factor (HIF) 1- und nachfolgend zu einer Überexpression von Genen wie Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF), Platelet derived Growth Factor (PDGF) und Transforming Growth 

Factor (TGF)-. Diese Faktoren führen in Folge zu einer gesteigerten Proliferation und 

Angiogenese. Die betroffenen Signalwege bieten Angriffspunkte für moderne zielgerichtete 

Therapien, die heutzutage als Standard in der Therapie des metastasierten Nierenzell-
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Karzinoms (mRCC) gelten. Bei lokalisierter Nierenzell-Karzinom-Erkrankung wird eine 

operative Resektion des Primärtumors empfohlen. Bei Nichtoperabilität sind lokale 

Ablationsverfahren bzw. bei kleinen Tumoren auch eine aktive Überwachung denkbar [8]. 

Beim Auftreten von limitierter Metastasierung kann eine Resektion mit lokal-kurativer oder 

lokal-kontrollierender Intention erwogen werden [8].  

1.2. Therapie des metastasierten Nierenzell-Karzinoms: Historische Entwicklungen 

In der metastasierten Krankheitssituation hat die klassische Chemotherapie keine Bedeutung, 

da gegenüber den gebräuchlichen Zytostatika Resistenzen bestehen und nur mit einigen 

Substanzen geringe Ansprechraten meist ohne signifikante Verlängerung des 

Gesamtüberlebens (englisch: overall survival, OS) erreicht werden konnten [9]. Aufgrund von 

Spontanremissionen (<1% der Patient(inn)en) bestand die Annahme, dass es sich beim RCC 

um einen „immunresponsiven“ Tumor handeln könnte. Daher wurden seit den 1980er Jahren 

Zytokine wie Interferon-alpha (IFN-) und Interleukin-2 (IL-2) als unspezifische 

Immuntherapie des mRCC eingesetzt [10]. Hier konnten geringe Ansprechraten von bis zu 10% 

für die Monotherapie gezeigt werden, in der Kombination wurden Ansprechraten von bis zu 

20% erreicht. Weiterhin wurde hochdosiertes IL-2 eingesetzt. Hier wurden höhere 

Ansprechraten von teilweise mehr als 20% erreicht, jedoch wurde kein verbessertes 

Gesamtüberleben gezeigt [11, 12]. Weiterhin wurde beobachtet, dass eine systemische 

Immuntherapie mit IFN- beim primär metastasierten Nierenzell-Karzinom signifikant 

wirksamer ist und mit einem verbesserten Gesamtüberleben assoziiert ist wenn eine 

vorherige Tumornephrektomie stattgefunden hat [13, 14]. Zuletzt ist die Zytokin-Therapie 

zunehmend in den Hintergrund getreten, da zielgerichtete Therapien entwickelt wurden. 

Hierzu zählen Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) oder Antikörper gegen VEGF, Rapidly 

Accelerated Fibrosarcoma (raf)-Kinase oder Inhibitoren des Mammalian Target of Rapamycin 
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(mTOR). Diese modernen Substanzen führten in den entsprechenden Zulassungsstudien 

jeweils zu einer signifikanten Verbesserung des progressionsfreien Überlebens (PFS) 

gegenüber IFN- und wurden als neuer Standard etabliert. Eine signifikante Verbesserung des 

Gesamtüberlebens konnte jedoch nur selten gezeigt werden [15-18]. 

1.3. Aktuelle Standards in der Therapie des metastasierten Nierenzell-Karzinoms 

1.3.1. Erstlinientherapie 

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden zielgerichtete Substanzen als neue Standardtherapien 

beim mRCC etabliert. Als erste Substanz wurde der TKI Sorafenib zugelassen und konnte eine 

signifikante Verbesserung des PFS gegenüber einer Placebo-Therapie zeigen [19]. Der TKI 

Sunitinib und der mTOR-Inhibitor Temsirolimus wurden in der Erstlinienbehandlung des mRCC 

im Vergleich zu einer IFN--Therapie untersucht und konnten ebenfalls eine Verbesserung des 

PFS erreichen [15, 16]. Schließlich wurde die Substanz Pazopanib (ebenfalls ein TKI) in die 

Erstlinientherapie integriert [20]. In einer Vergleichsstudie konnten Sunitinib und Pazopanib 

als gleichwertige Alternativen in der Erstlinientherapie etabliert werden [21]. Weiterhin 

wurde die Kombination von Bevacizumab und IFN- in die Erstlinientherapie eingegliedert 

[17, 18].  

1.3.2. Therapie in der Zweit- und Drittlinie und Sequenz-Therapie 

Für mehrere zielgerichtete Substanzen konnte die Wirksamkeit in der Zweit- und Drittlinien-

Therapie des mRCC gezeigt werden. Für den TKI Axitinib wurde in der Zweitlinientherapie nach 

Sunitinib oder Zytokinen ein verlängertes PFS im Vergleich mit Sorafenib dokumentiert [22]. 

In der Zweitlinientherapie nach Zytokinen sind zusätzlich Sorafenib oder Pazopanib einsetzbar 

[20, 23]. Kürzlich ist die Wirksamkeit von zwei weiteren Substanzen gezeigt worden: Durch 

den TKI Cabozantinib, der sowohl VEGF als auch die Tyrosinkinasen MET (auch Hepatozyten-
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Wachstumsfaktor-Rezeptor) und AXL hemmt, wurde in der Zweitlinientherapie nach anti-

VEGF-gerichteter Therapie ein verbessertes PFS und OS im Vergleich zum mTOR-Inhibitor 

Everolimus beobachtet [24, 25]. Weiterhin wurde für den Antikörper gegen das Programmed 

Death 1 (PD-1)-Molekül Nivolumab Wirksamkeit in der Zweitlinientherapie nach 

antiangiogenetischer Therapie gezeigt: Im Vergleich mit Everolimus konnte durch eine 

Therapie mit Nivolumab ein verbessertes medianes Gesamtüberleben erreicht werden [26]. 

Für Everolimus wurde (gegenüber einer Placebo-Therapie) nach dem Versagen von 

mindestens einer VEGF-inhibierenden Therapie jedoch grundsätzlich ein verlängertes PFS 

dokumentiert [27]. Auch gibt es erste Hinweise, dass Kombinationstherapien nach Versagen 

einer anti-VEGF-gerichteten Therapie tolerabel und wirksam sein könnten: So wurde der TKI 

Lenvatinib mit Everolimus kombiniert und konnte zu einem verbesserten PFS und OS im 

Vergleich zu Everolimus alleine führen [28]. Die Gabe des TKI Dovitinib versus Sorafenib wurde 

nach Versagen eines mTOR-Inhibitors und einer anti-VEGF-gerichteten Therapie getestet, hier 

konnte kein relevanter Unterschied im PFS oder Gesamtüberleben gezeigt werden [29]. In den 

letzten Jahren wurden zunehmend Versuche unternommen, die optimale Therapiesequenz 

bei Patient(inn)en mit mRCC herauszuarbeiten, die beste Abfolge für den gesamten 

Therapieverlauf konnte jedoch bisher nicht etabliert werden. Es wurde aber gezeigt, dass die 

Sequenz von Sunitinib gefolgt von Everolimus der umgekehrten Sequenz in Bezug auf PFS und 

objektives Ansprechen überlegen ist [30]. In der Sequenz Sunitinib gefolgt von Sorafenib oder 

umgekehrt konnten keine relevanten Unterschiede bezüglich PFS, objektiver Ansprechrate 

oder Gesamtüberleben beobachtet werden [31]. Die Wahl der Medikamente sollte sich daher 

am individuellen Ziel der Therapie sowie an den Begleiterkrankungen und den Wünschen der 

Patient(inn)en orientieren.  
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1.4. Immuntherapie beim metastasierten Nierenzell-Karzinom 

1.4.1. Grundsätze der Immuntherapie 

Die Immuntherapie bei malignen Erkrankungen hat das Ziel, eine Tumor-induzierte 

Immunsuppression zu überwinden und gezielte Immunantworten auszulösen. Hierzu werden 

verschiedene therapeutische Strategien unterschieden (siehe Abbildung 1). Die Wirksamkeit 

der Immuntherapien wird jedoch durch unterschiedliche tumoreigene Mechanismen limitiert. 

Hierzu zählen die Entwicklung von peripherer oder zentraler Toleranz, das Fehlen definierter 

tumor-spezifischer Antigene und komplexe „Immune-Escape“-Mechanismen. So können z.B. 

kostimulatorische Signale fehlen oder Immun-Checkpoint-Moleküle hochreguliert sein, die zu 

„T-Zell-Erschöpfung“ führen oder eine Induktion Tumor-spezifischer T-Zellen inhibieren [32-

34]. Ein weiterer Grund für das Versagen von Immuntherapien war bisher die häufig fehlende 

Identifikation eines Tumor-spezifischen bzw. assoziierten Antigens. Tumor-assoziierte 

Antigene (TAA) gelten als Grundbedingung für die Induktion von spezifischen T-Zell-

Antworten und als Ausgangs- bzw. Zielstruktur von Immuntherapien [35]. Zusätzlich nehmen 

dendritische Zellen (DC) als potente antigen-präsentierende Zellen (APC) eine wichtige Rolle 

bei der Induktion von Antigen-spezifischen T-Zell-Antworten ein [36-38]. Häufig sind die gegen 

bestimmte Antigene gerichteten Immuntherapien entweder zu komplikationsträchtig oder zu 

unspezifisch und damit nicht ausreichend wirksam. Einen relevanten „Immune-Escape“-

Mechanismus stellt die Tumor-induzierte Limitierung einer 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-gesteuerten T-Zell-Antwort dar [39]. So können 

Tumorzellen die MHC-I-Komplex-Expression auf ihrer Oberfläche verlieren [40]. Zusätzlich 

können intrazelluläre Transportwege limitiert werden, die normalerweise eine adäquate 

Antigen-Präsentation an der Oberfläche ermöglichen [41, 42]. Immuntherapeutische Ansätze 

haben das Ziel, diese komplexen Mechanismen der Tumor-induzierten Immunsuppression zu 
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überwinden. Es sind folgende Strategien zu unterscheiden: Aktive Immuntherapien und 

passive Therapiestrategien. Aktive Immuntherapien beinhalten z.B. Tumorvakzinierungs-

Strategien zur Bereitstellung von Tumorantigenen mittels Peptiden, Proteinen, Tumorzellen, 

Tumorlysat oder Tumor-RNA sowie Vakzinierungen mit genetisch modifizierten Tumorzellen 

oder DC-basierten Vakzinen [43, 44]. Passive Ansätze beinhalten unter anderem Zytokine: bei 

Patient(inn)en mit malignem Melanom und RCC konnte durch hoch-dosiertes IL-2 ein 

objektives Ansprechen demonstriert werden [45]. Weitere passive Immuntherapien, z.B. mit 

monoklonalen Antikörpern, sind zum festen Bestandteil von modernen Therapieregimen bei 

multiplen Tumorentitäten geworden [46]. Seit einiger Zeit stehen auch bifunktionelle 

Antikörper zur Verfügung, die gezielt T-Zell-Antworten gegen den Tumor induzieren können 

[47]. Weiterhin sind in jüngerer Vergangenheit vor allem Ansätze des adoptiven T-Zell-

Transfers weiterentwickelt worden. Hier kommen autologe und allogene Ansätze zum Einsatz 

[48]. Kürzlich sind sogenannte chimäre Antigen-Rezeptor T-Zellen (CART) entwickelt worden, 

die bisher insbesondere bei hämatologischen Neoplasien eingesetzt wurden [47]. Diese 

bestehen in der Regel aus autologen T-Zellen, die genetisch so modifiziert werden, dass sie 

extrazellulär die variable Region z.B. eines anti-CD19-Antikörpers mit einer intrazellulären 

Komponente (CD3) sowie einem kostimulatorischen Element verbinden, welches eine 

konsekutive T-Zell-Aktivierung gegen das Zielantigen (z.B. CD19) bewirkt. Andere Ansätze 

verfolgen die Rückgabe von ex-vivo expandierten Tumor-infiltrierenden Lymphozyten [45, 49, 

50]. Weiterhin sind Strategien mit transgenen T-Zellen verfolgt worden. Hier werden T-Zellen 

mit antigen-spezifische T-Zell-Rezeptoren (TCR) transduziert und diese dann therapeutisch 

verabreicht [48, 51, 52]. Limitierend für diese Strategien ist bisher eine erhebliche Therapie-

assoziierte Toxizität, da die verwendeten Antigene wie z.B. das Melanom-assoziierte Antigen 

(MAGE)-A3/A12 nicht nur streng auf den Zielgeweben vorkommende Antigene sind, sondern 
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zum Teil auch im Normalgewebe der behandelten Patient(inn)en exprimiert werden [51]. 

Zukünftig sind daher Mutations-spezifische adoptive T-Zell-Strategien denkbar, um therapie-

limitierende Nebenwirkungen an Normalgeweben zu reduzieren [53]. Diese Strategie ist 

gegen Neo-Antigene im Tumor gerichtet, welche in der Regel als streng tumorspezifisch gelten 

können [54].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1. 

Immuntherapeutische Strategien bei malignen Erkrankungen 

Unterschiedliche immuntherapeutische Ansätze sind in den letzten Jahrzehnten zum Einsatz gekommen: 

monoklonale Antikörper, Tumorvakzinierungen, onkolytische Viren, Pattern Recognition Rezeptor (PRR)-

Agonisten, immunstimulatorische Zytokine, Induktoren des „immunogenen Zelltods“, Inhibitoren 

immunsuppressiver Signalwege und adoptiver Zell-Transfer.  

DC, dendritische Zellen; IDO, Indolamin 2,3-Dioxygenase; IFN, Interferon; IMiD, immunmodulatorische 

Medikamente; NLR, NOD-like-Rezeptor; TLR, Toll-like-Rezeptor. Modifiziert nach [55]. 
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1.4.2. Strategien der Immuntherapie beim metastasierten Nierenzell-Karzinom 

Trotz der Entwicklung und Etablierung moderner zielgerichteter Substanzen bleibt die 

langfristige Prognose von Patient(inn)en mit mRCC ungünstig und mehr als die Hälfte aller 

Patient(inn)en nach Tumornephrektomie entwickeln ein Lokalrezidiv oder Fernmetastasen 

[56]. Daher werden weiterhin dringend innovative therapeutische Ansätze benötigt. Beim 

mRCC wurden bisher multiple Versuche mit therapeutischen Tumorvakzinierungen 

unternommen. Bisher sind die Erfahrungen nur bedingt erfolgreich, insbesondere konnte 

meist kein klinisch relevantes Ansprechen gezeigt werden [57-59]. Im therapeutischen Setting 

sind bisher unterschiedliche Strategien der Tumorvakzinierung verfolgt worden. So sind z.B. 

Tumorzellen nach Transfektion mit kostimulatorischen Molekülen und/oder Zytokinen zum 

Einsatz gekommen, um die Immunogenität der Vakzine zu verstärken [60, 61]. Auch DC-

basierte Ansätze wurden verfolgt. Der Einsatz von DC in der Tumorvakzinierung beim mRCC 

ist jedoch limitiert, da wenige definierte TAA beim mRCC bekannt sind, die als Zielstruktur 

einer möglichen Immunantwort dienen können. Unterschiedliche Strategien haben daher 

darauf abgezielt, eine eher heterogene TAA-Quelle bereitzustellen, z.B. Tumor-assoziierte 

Peptide oder Tumor-RNA. Diese Ansätze konnten jedoch nur limitierte klinische Resultate 

erzielen [62-64]. Zusätzlich sind Tumorzellen oder Tumorlysat sowie DC-Tumorzell-Hybride als 

TAA-Quelle in der DC-basierten Vakzinierung verwendet worden, auch hier konnte nur sehr 

selten relevantes klinisches Ansprechen beobachtet werden [65-70]. Zusätzlich besteht eine 

durch den Tumor bedingte Immunsuppression, insbesondere bei hoher Tumorlast [71]. Für 

den Einsatz einer Tumorvakzinierung könnte daher eher die klinische Situation der minimalen 

Resterkrankung (nach erfolgreicher Operation oder systemischer Therapie) 

erfolgversprechend sein [72]. Zusätzlich könnten kombinierte Therapieansätze sinnvoll sein 

[73], z.B. mit Sunitinib, da hier eine Reduktion von regulatorischen T-Zellen (Treg) und 
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myeloischen Suppressorzellen (MDSC) während der Therapie beobachtet werden konnte [74, 

75]. Eine Studie zur Kombination mit Sunitinib und DC-basierter Vakzine bei mRCC-

Patient(inn)en konnte primär die Sicherheit und Durchführbarkeit der 

Kombinationsbehandlung zeigen. Zusätzlich konnten eine Reduktion von Treg und MDSC 

sowie Therapie-induzierte T-Zell-Antworten beobachtet werden [76]. Die Optimierung 

therapeutischer Vakzinen oder adoptiver T-Zell-Therapien bzw. die Kombination mit 

modernen zielgerichteten Substanzen oder Immuntherapeutika bleibt daher Gegenstand 

weiterer Untersuchung.  

1.4.3. Zukünftige Perspektiven: Checkpoint-Inhibition beim metastasierten Nierenzell-

Karzinom 

Kürzlich sind sogenannte „Checkpoints“ des Immunsystems (inhibitorische Rezeptor-Ligand-

Interaktionen) vermehrt in den Fokus getreten. Neue innovative Therapieansätze bei 

multiplen Entitäten-so auch beim mRCC-sind durch Hemmung dieser inhibitorischen Moleküle 

entstanden [33, 77-79]. Immunologische Checkpoints stellen wichtige Regulations-

Mechanismen des Immunsystems dar. Im Rahmen von Tumorerkrankungen kommt es häufig 

zu einer Hochregulation dieser inhibitorischen Moleküle, die dem Tumor helfen, sich der 

immunologischen Kontrolle zu entziehen. Schlüsselstellen innerhalb dieser „Checkpoints“ 

haben das Cytotoxic T-Lymphocyte–associated Protein 4 (CTLA-4) und das Programmed Death 

1 (PD-1) Protein [33, 80]. CTLA-4 ist ein Protein, das in der Regulation von Immunantworten 

eine wichtige Rolle spielt. Es wird speziell an der Zelloberfläche von T-Zellen exprimiert und 

führt nach T-Zell-Aktivierung zur Limitierung der T-Zell-Antwort, um eine „Überreaktion“ des 

Immunsystems zu verhindern. CTLA-4 wird ausschließlich auf T-Zellen exprimiert und seine 

Inhibition führt zu vermehrter T-Zell Aktivierung via gesteigerter Kostimulation durch CD28 

[33, 80-83]. Auch PD-1 ist ein Protein, das limitierend in Immunantworten eingreift. Es findet 

https://de.wikipedia.org/wiki/Protein
https://de.wikipedia.org/wiki/T-Zelle
https://de.wikipedia.org/wiki/Exprimiert
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sich auf aktivierten T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen. Bei Patient(inn)en mit 

Tumorerkrankungen konnte beobachtet werden, dass PD-1 (auf der T-Zelle) an die 

immunsuppressiven Liganden PD-L1 und PD-L2 auf der Oberfläche der Tumorzellen und im 

Tumormilieu bindet [33]. PD-L1 findet sich zusätzlich auf Makrophagen, MDSC, DC, B- und T-

Zellen [84]. Es wurde gezeigt, dass die Inhibition von PD-1 über die Reaktivierung der T-Zell-

Funktion eine signifikante Antitumorwirkung beim mRCC hat [77, 79]. Hier spielt vor allem die 

relativ hohe Frequenz von somatischen Mutationen beim Nierenzell-Karzinom eine Rolle, die 

zu vielen sogenannten Neo-Antigenen führt [54]. Diese Neo-Antigene führen zu vermehrten 

lymphozytären Infiltraten im Tumorgewebe und erhöhen die Wirksamkeit von modernen 

Checkpoint-Inhibitoren [80]. Diese Wirksamkeit konnte bisher vor allem in der Zweit- oder 

Drittlinien-Therapie gezeigt werden [79], eine Zulassung des ersten PD-1 Inhibitors für 

Patient(inn)en mit mRCC in Deutschland ist kürzlich erfolgt.   
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2. Zielsetzung der Arbeit 

Die Zielsetzung der hier zusammengefassten Originalarbeiten war die Entwicklung 

immuntherapeutischer Strategien sowie die Analyse der Mechanismen von Tumor-induzierter 

Toleranz bei Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom. Zusätzlich sollte der 

Einfluss von Tyrosinkinase-Inhibitoren auf diese Mechanismen untersucht werden. Zunächst 

wurden die klinischen und immunologischen Effekte immuntherapeutischer Vakzinierungs-

Strategien beim metastasierten Nierenzell-Karzinom untersucht: eine Phase I/II-Studie mit 

allogenen, partiell HLA-gematchten dendritischen Zellen, die mit autologem Tumorlysat 

beladen waren, sowie eine Phase I-Studie mit allogenen, Gen-modifizierten (Interleukin-7 (IL-

7)/CD80-kotransfizierten) Tumorzellen. Zum besseren Verständnis der 

immunmodulatorischen Effekte der zweiten Tumorvakzinierungs-Studie wurden 

Genexpressionsanalysen (GEP) aus peripherem Blut dieses Patientenkollektivs durchgeführt. 

Zur Analyse einer zugrundeliegenden Immunsuppression sowie der immunmodulatorischen 

Effekte systemischer Therapie wurden schließlich Untersuchungen an 

Lymphozytensubpopulationen (Treg und MDSC) bei mRCC-Patient(inn)en vor und nach 

Therapie durchgeführt. Zusätzlich wurden immunhistochemische Analysen von 

immunmodulatorischen Molekülen an Nierenzell-Karzinom-Gewebeproben unterschiedlicher 

Patienten-Subgruppen (Ansprechen vs. kein Ansprechen auf Therapie) durchgeführt.  
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3. Originalarbeiten 

3.1. Tumorvakzinierung beim metastasierten Nierenzell-Karzinom 

3.1.1. Allogene, partiell HLA-gematchte dendritische Zellen beladen mit autologem 

Tumorlysat als Vakzine bei metastasiertem Nierenzell-Karzinom  

 

Allogeneic partially HLA-matched dendritic cells pulsed with autologous tumor cell lysate as a vaccine in 

metastatic renal cell cancer: a clinical phase I/II study.  

Flörcken A, Kopp J, van Lessen A, Movassaghi K, Takvorian A, Jöhrens K, Möbs M, Schönemann C, Sawitzki B, 

Egerer K, Dörken B, Pezzutto A, Westermann J. Human Vaccines and Immunotherapeutics 2013, 9(6): 1217-27. 

Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit zeigt die Ergebnisse einer Phase I/II-Studie bei mRCC-Patient(inn)en 

mit einer Tumorvakzinierung aus allogenen, partiell HLA-gematchten dendritischen Zellen, 

beladen mit autologem Tumorlysat. 7 Patient(inn)en konnten repetitiv mit 1 × 107 Zellen über 

20 Wochen vakziniert werden und erhielten begleitend 3 Mio. IE IL-2 s.c. 1x/Tag. Primäre 

Endpunkte der Studie waren Sicherheit und Machbarkeit, sekundäre Endpunkte waren das 

immunologische und klinische Ansprechen. Die Vakzinierung erwies sich als machbar und 

sicher, eine relevante therapieassoziierte Toxizität wurde nicht beobachtet. Ein objektives 

Ansprechen konnte nicht dokumentiert werden. Es wurde jedoch bei 29% der Patient(inn)en 

eine Krankheitsstabilisierung während der Studie gezeigt, mit einer medianen Zeit zur 

Progression von 24,6 Wochen (5-96). Bei 3 von 7 Patient(inn)en konnte eine TH1-polarisierte 

Immunantwort gegen RCC-assoziierte Tumorantigene beobachtet werden. 

Interessanterweise konnte bei einer Patientin zusätzlich eine Vakzine-induzierte klonale T-

Zell-Antwort ausgelöst werden. Zusammenfassend erwies sich die Vakzinierung als sicher und 

durchführbar, konnte jedoch kein relevantes klinisches Ansprechen erreichen.   
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3.1.2. Allogene, Gen-modifizierte Tumorzellen (RCC-26/IL-7/CD80) als Vakzine bei 

Patienten mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom: eine klinische Phase I-Studie 

 

Allogeneic gene-modified tumor cells (RCC-26/IL-7/CD80) as a vaccine in patients with metastatic renal cell 

cancer: a clinical phase-I study 

Westermann J, Flörcken A, Willimsky G, van Lessen A, Kopp J, Takvorian A, Jöhrens K, Lukowsky A, Schönemann 

C, Sawitzki B,  Pohla H, Frank R, Dörken B, Schendel DJ, Blankenstein T and Pezzutto A. Gene Therapy 2011, 18: 

354–363 

Zusammenfassung 

Die vorliegende Publikation zeigt die Ergebnisse einer klinischen Phase I-Studie bei mRCC-

Patient(inn)en mit einer allogenen, Gen-modifizierten Tumorzell-Linie (RCC-26/IL-7/CD80). 10 

(HLA)-A*0201+ Patient(inn)en mit progredientem mRCC wurden über 22 Wochen mit  2,5–

40x106 IL-7/CD80-kotransfizierten allogenen HLA-A*0201+ Tumorzellen immunisiert. Primäre 

Endpunkte der Studie waren die Sicherheit und Durchführbarkeit, sekundäre Endpunkte 

waren das klinische und immunologische Ansprechen. Es wurde gezeigt, dass die Vakzine-

Behandlung sicher und durchführbar ist. Die Hälfte aller Patient(inn)en zeigte eine stabile 

Erkrankung während der Studie mit einer medianen Zeit bis zur Tumorprogression (TTP) von 

18 Wochen, es konnte jedoch keine TH1-polarisierte Immunantwort induziert werden. 

Lediglich ein TH2-polarisiertes Zytokin-Profil mit antigen-spezifischer Interleukin-10 (IL-10)-

Sekretion wurde bei der Mehrheit der Patient(inn)en beobachtet. Zusätzlich wurde vor und 

nach Vakzinierung eine deutlich verminderte IFN--Sekretion der Lymphozyten nach antigen-

spezifischer und unspezifischer Stimulation nachgewiesen, welches vermutlich auf eine 

zugrundeliegende Tumor-induzierte Immunsuppression zurückzuführen ist. In 

Zusammenfassung ist die Vakzinierung durchführbar und sicher, es wurde jedoch keine 

adäquate TH1-polarisierte Immunantwort induziert.  
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3.2. Tumor-induzierte Immunsuppression beim metastasierten Nierenzell-Karzinom 

 

3.2.1. Genexpressionsanalysen an PBMC während der Therapie mit einer Gen-

modifizierten allogenen Tumorzell-Vakzinierung bei fortgeschrittenem Nierenzell-

Karzinom: Tumor-induzierte Immunsuppression und eine mögliche Rolle für NF-B 

 

Gene expression profiling of peripheral blood mononuclear cells during treatment with a gene-modified 

allogeneic tumor cell vaccine in advanced renal cell cancer: Tumor-induced immunosuppression and a possible 

role for NF-B.  

Flörcken A, Grau M, Wolf A (geteilte Erstautorenschaft), Weilemann A, Kopp J, Dörken B, Blankenstein T, 

Pezzutto A, Lenz P, Lenz G, Westermann J. International Journal of Cancer 2015, 36(8):1814-26. 

Zusammenfassung 

In dieser Untersuchung wurden GEP an mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut 

(PBMC) von mRCC-Patient(inn)en durchgeführt, die im Rahmen der beschriebenen Phase I-

Tumorvakzinierungsstudie mit allogenen, Gen-modifizierten (IL-7/CD80-kotransfizierten) 

Tumorzellen therapiert worden waren. GEP an PBMC wurden vor und nach Vakzinierung 

durchgeführt und mit dem Profil von gesunden Spender(inne)n verglichen. Vor Vakzinierung 

war bei mRCC-Patient(inn)en versus Normalkontrollen eine deutliche Herunterregulation von 

Gensignaturen erkennbar, die mit Antigenpräsentation, T-zellulärer Immunantwort, 

Zytokinen/Chemokinen und Signalwegen/Transkriptionsfaktoren assoziiert sind. 

Interessanterweise konnte die vorbestehende Immunsuppression zusätzlich mit einem 

alterierten Nuclear Factor-Kappa B (NF-B)-Signalweg assoziiert werden. Die Vakzinierung der 

mRCC-Patient(inn)en führte zu einer Abschwächung der vorbestehenden Immunsuppression, 

jedoch konnte auch mittels GEP keine TH1-polarisierte Immunantwort nachgewiesen werden. 

Die Bedeutung des NF-B-Signalwegs wurde durch Western Blot-Analysen und den Nachweis 

einer reduzierten Zytokin-Sekretion in Proliferationsassays nach Stimulation und zusätzlicher 

Gabe eines selektiven NF-B-Inhibitors unterstützt.  
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3.2.2. Sorafenib, jedoch nicht Sunitinib induziert regulatorische T-Zellen im peripheren Blut 

von Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom  

 
Sorafenib, but not Sunitinib induces regulatory T cells in the peripheral blood of patients with metastatic renal 

cell carcinoma.  

Flörcken A, Takvorian A, van Lessen A, Singh A, Hopfenmueller W, Dörken B, Pezzutto A, Westermann J. Anti-

Cancer Drugs 2012, 23:298-302.   

Zusammenfassung 

Diese Analyse wurde durchgeführt, um den Einfluss von Sorafenib und Sunitinib auf die 

Entwicklung von Treg bei mRCC-Patient(inn)en zu untersuchen. Treg wurden mittels 

Durchflußzytometrie im peripheren Blut von Patient(inn)en (n=19) vor und während der 

Therapie untersucht (Sunitinib 50 mg/d, n=11, Sorafenib 800 mg/d, n=8). 

Durchflußzytometrische Analysen der PBMC wurden mit Fluorochrom-markierten 

Antikörpern durchgeführt (CD3, CD4, CD25, und FOXp3). Während des ersten Therapiemonats 

mit Sorafenib war ein signifikanter und persistierender Anstieg der FOXp3+CD3+CD4+CD25+ 

Treg zu beobachten. Während einer Therapie mit Sunitinib war keine Veränderung der Treg-

Zahlen erkennbar. Dieser immunmodulatorische Effekt von TKI könnte für das zukünftige 

Design von Kombinationstherapien mit immuntherapeutischen Strategien von großer 

Bedeutung sein. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Sorafenib nicht die optimale 

Substanz für eine solche Kombination darstellt.  
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3.2.3. Myeloische Suppressorzellen im peripheren Blut: Optimierte Quantifizierung bei 

gesunden Spender(inne)n und Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-Karzinom 

 
Myeloid-derived suppressor cells in human peripheral blood: Optimized quantification in healthy donors and 

patients with metastatic renal cell carcinoma.  

Flörcken A, Takvorian A, Singh A, Gerhardt A, Ostendorf BN, Dörken B, Pezzutto A, Westermann J. Immunology 

Letters 2015, 168; 260-267.  

Zusammenfassung 

Tumor-induzierte MDSC führen zu verringerter Antitumor-Immunität und wurden beim mRCC 

mit schlechterer Prognose assoziiert. Bisher hat die Phänotypisierung von MDSC heterogene 

Populationen monozytärer und granulozytärer Differenzierung gezeigt. Zielsetzung dieser 

Untersuchung war es, die diffizile Quantifizierung sehr kleiner MDSC-Populationen zu 

optimieren. Daher wurden unterschiedliche Zell-Präparations-Techniken und ihr Einfluss auf 

die MDSC-Zahl bei gesunden Spender(inne)n untersucht. Folgendes wurde untersucht: (1) 

Analyse im peripheren Voll-Blut versus in PBMC und (2) die sofortige Analyse versus Analyse 

1 Tag nach Blutentnahme. Schließlich wurde die optimierte Methode bei 15 mRCC-

Patient(inn)en während einer TKI-Therapie angewendet. Als optimale Methode der MDSC-

Bestimmung konnte die sofortige Analyse aus peripherem Voll-Blut gezeigt werden, es ergab 

sich kein Unterschied zwischen der Analyse aus peripherem Blut und PBMC. Als substantielle 

Fehlerquelle konnte jedoch die spätere Analyse (1 Tag nach Blutentnahme) identifiziert 

werden.  
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Myeloid-derived suppressor cells in human peripheral blood: Optimized quantification in 

healthy donors and patients with metastatic renal cell carcinoma.  

Flörcken A, Takvorian A, Singh A, Gerhardt A, Ostendorf BN, Dörken B, Pezzutto A, 

Westermann J.  

Immunol Lett. 2015 Dec;168(2):260-7. 
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Epub 2015 Oct 14. PubMed PMID: 26462434. 
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3.2.4. Immunmodulatorische Moleküle beim metastasierten Nierenzell-Karzinom: CD80 

und CD86 werden auf Tumorzellen exprimiert  

 

Immunomodulatory molecules in renal cell cancer: CD80 and CD86 are expressed on tumor cells  

Flörcken A, Johannsen M, Nguyen-Hoai T, Gerhardt A, Miller K, Dörken B, Pezzutto A, Westermann J, Jöhrens K. 

International Journal of Clinical and Experimental Pathology 2017;10(2):1443-1454.  

Zusammenfassung 

Auch im Zeitalter der zielgerichteten Substanzen erschwert eine Tumor-induzierte 

Immunsuppression die Therapie und innovative Immuntherapien wie Checkpoint-Inhibitoren 

werden zunehmend in die Therapie integriert. Zum besseren Verständnis einer 

zugrundliegenden Immunsuppression und des Therapieansprechens wurde die vorliegende 

Untersuchung initiiert. Mittels Immunhistochemie wurden in RCC-Tumorgewebe 

unterschiedliche Moleküle untersucht, die immunologisch relevant sind: HIF-1-, VEGFR-1, 

FOXP3, TGF-ß1, CD80, CD86, PD-1 und PD-L1. Bei dieser Untersuchung wurde Tumorgewebe 

verschiedener Patient(inn)en-Subgruppen (Ansprechen vs. kein Ansprechen auf Therapie) 

verglichen. Interessanterweise konnte eine „low-level“ CD80- und CD86-Expression auf RCC-

Gewebe nachgewiesen werden. Diese Beobachtung konnte durch Nachweis einer CD86-

Expression auf RCC-Tumorzell-Linien bestätigt werden. Nach unserem besten Wissen stellt 

diese Untersuchung die Erstbeschreibung einer CD80- und CD86-Expression auf Nierenzell-

Karzinom-Gewebe dar und ist möglicherweise Ausdruck eines immunmodulatorischen 

Mechanismus des Tumors.  
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4. Diskussion 

Trotz der Einführung moderner zielgerichteter Substanzen bleibt die Therapie des 

metastasierten Nierenzell-Karzinoms eine Herausforderung. Die bisher zugelassenen 

zielgerichteten Substanzen beim mRCC beinhalten vor allem Anti-VEGF-gerichtete Substanzen 

sowie mTOR-Inhibitoren. Obwohl diese Medikamente die Therapie für mRCC-Patient(inn)en 

deutlich verbessert haben, sind komplette Remissionen selten und die Therapiestrategien im 

metastasierten Stadium bleiben meist bisher palliative Ansätze [85, 86]. Zusätzlich können 

therapieassoziierte Nebenwirkungen sehr einschränkend für die betroffenen Patient(inn)en 

sein und die Lebensqualität beeinflussen. Daher besteht weiterhin die Rationale, innovative 

immuntherapeutische Strategien zu entwickeln, zudem das Nierenzell-Karzinom neben dem 

malignen Melanom als klassischer „immunresponsiver“ Tumor gilt.  

4.1. Induktion von Antitumorimmunität bei Patient(inn)en mit metastasiertem Nierenzell-

Karzinom  

Zum Zeitpunkt der Durchführung der beschriebenen Tumorvakzinierungs-Studien 

(Originalarbeiten 1+2) standen moderne zielgerichtete Therapieoptionen für den klinischen 

Einsatz noch nicht zur Verfügung, lediglich unspezifische Immuntherapien wie Zytokine waren 

einsetzbar. Doch auch im Zeitalter der zielgerichteten Therapien sind klinische Situationen 

denkbar, in denen Tumorvakzinierungen eine Rolle spielen könnten: so z.B. bei minimaler 

Resterkrankung nach erfolgreicher systemischer Therapie oder Operation [72]. Auch die 

Kombination von Tumorvakzinierungsstrategien mit zielgerichteten Substanzen ist in 

präklinischen Modellen eingesetzt worden und konnte relevante Anti-Tumor-

Immunantworten auslösen [87-89]. 

In der vorliegenden Phase I/II-Studie bei mRCC-Patient(inn)en mit einer Tumorvakzinierung 

aus allogenen, partiell HLA-gematchten dendritischen Zellen, beladen mit autologem 
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Tumorlysat, konnten die Sicherheit und die Machbarkeit demonstriert werden, jedoch kein 

relevantes klinisches Ansprechen beobachtet werden. Allerdings wurde bei 3 von 7 

Patient(inn)en eine TH1-polarisierte Immunantwort gegen RCC-assoziierte Tumorantigene 

beobachtet. Insgesamt scheint der Einsatz der beschriebenen Tumorzell-Vakzinierung nicht 

geeignet zu sein, adäquate bzw. klinisch relevante tumorspezifische T-Zell-Antworten zu 

induzieren. Zwar konnten Antworten gegen RCC-assoziierte Tumorantigene nachgewiesen 

werden, aber diese Immunantworten korrelierten nicht mit relevantem klinischen 

Ansprechen der metastasierten Tumorerkrankung, so dass davon auszugehen ist, dass die 

gemessenen T-Zell-Antworten nicht als verlässlicher Surrogatmarker einer klinisch relevanten 

Immunantwort gelten können [90]. Es ist wahrscheinlich, dass die Vakzine durch zu wenig 

immunogene oder zu wenig immunologisch relevante Zielantigene keine ausreichende 

Immunogenität besaß. Diese Annahmen werden durch folgende Beobachtungen unterstützt: 

Im Verlauf der Studie durchgeführte Proliferationsassays zeigten keinen adäquaten Anstieg 

auf Stimulation mit Tumorlysat-beladenen DC und bei 4 von 7 Patient(inn)en konnten 

vermehrte regulatorische T- Zellen beobachtet werden. Dennoch wurden bei einigen 

Patient(inn)en– insbesondere bei denen mit Peptid-spezifischer T-Zell-Antwort und „delayed 

type hypersensitivity“ (DTH)-Hautreaktion- lange TTP-Zeiten beobachtet. Hier konnte jedoch 

aufgrund der kleinen Patientenzahl keine klare Korrelation etabliert werden. Zusätzlich wurde 

bei einer Patientin eine (oligo-)klonale T-Zell-Antwort nachgewiesen. Dennoch bleibt 

anzumerken, dass neben regulatorischen Schwierigkeiten bei der Gewinnung und 

Verarbeitung autologen Tumormaterials die TAA-Quelle schlecht definiert bleibt. Daher 

scheint die Verwendung von klar definierten allogenen, modifizierten Vakzinen wie z.B. RCC-

26/IL-7/B7.1 und RCC-26/IL-2/B7.1 (siehe Originalarbeit 2 + [61]) zukunftsträchtiger und 

praktikabler, da diese sowohl eine allogene Stimulation bieten, als auch ein klar definiertes 
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Antigen-Profil aufweisen können. In unserer Gruppe wurde daher zusätzlich das Konzept der 

Tumorvakzinierung mit allogenen, Gen-modifizierten (IL-7/CD80-kotransfizierten) 

Tumorzellen in einer Phase I-Studie untersucht. In dieser Studie konnte die Sicherheit und 

Durchführbarkeit dieser Strategie gezeigt werden und bei 5 von 10 Patient(inn)en wurde eine 

Krankheitsstabilisierung mit einer medianen Zeit zur Progression von 18 Wochen erreicht. 

Jedoch konnten auch hier nur wenige TH1-polarisierte Immunantworten nachgewiesen 

werden, die Immunantworten zeigten wiederum ein TH2-Profil mit gesteigerter IL-10-

Sekretion. Eine mögliche Erklärung für die fehlende klinische Effektivität der Vakzine ist eine 

schwere zugrundeliegende Tumor-induzierte Immunsuppression, welche weiterhin eine 

schwere Hürde für aktive immuntherapeutische Strategien darstellt (reviewed in [91-93]). 

Hier sind neuere Erkenntnisse aus dem Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren hoch interessant: 

Definierte Schlüsselstellen des Immunsystems wie CTLA-4 und PD-1 hemmen nach vorheriger 

T-Zell-Aktivierung überschießende T-Zell-Antworten [33, 80]. Die Inhibition von CTLA-4 führt 

zu T-Zell-Reaktivierung via gesteigerter Kostimulation durch CD28 [33, 80-83]. Durch 

medikamentöse PD-1-Inhibition wird die immunsuppressive Interaktion mit seinen Liganden 

PD-L1 und PD-L2 gehemmt [33] und eine Reaktivierung der T-Zell-Funktion erreicht [26, 77, 

79]. Diese reaktivierten T-Zellen scheinen sich in der Folge insbesondere gegen vermehrte 

Neo-Antigene zu richten, die durch eine hohe Frequenz von somatischen Mutationen 

verursacht werden [54]. Diese Annahme wurde insbesondere durch Beobachtungen bei einer 

Patienten-Subgruppe mit kolorektalem Karzinom (mCRC) unterstützt: Es wurde gezeigt, dass 

eine PD-1-Blockade bei einer definierten Subgruppe von mCRC-Patient(inn)en, nämlich 

denjenigen mit defizientem Mismatch-Repair-Status, deutlich bessere klinische Wirksamkeit 

zeigte, als bei Patient(inn)en mit normalen Mismatch-Repair-Status [94]. Auch hier besteht 

die Annahme, dass der defiziente Mismatch-Repair-Status zu vermehrten Mutationen und 
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somit zu Neo-Antigenen führt. Dadurch kann ein besseres Ansprechen auf Checkpoint-

Inhibitoren erklärt werden [95-97]. Es konnte der Nachweis erbracht werden, dass auch bei 

einer Reihe von anderen Tumoren die Frequenz von somatischen Mutationen und das 

Konzept von Neo-Antigenen eine signifikante Rolle spielt. Auch Nierenzell-Karzinome zeigen 

eine relativ hohe Frequenz von somatischen Mutationen [54] und es wurde nachgewiesen, 

dass Nierenzell-Karzinome eine relevante Expression von PD-1 und PD-L1 aufweisen und die 

PD-L1–Expression teilweise mit einem schlechteren Outcome assoziiert ist [80, 98-103]. Daher 

ist anzunehmen, dass die hohe Frequenz von somatischen Mutationen auch beim Nierenzell-

Karzinom zu vermehrten Neo-Antigenen führt, die ein Ansprechen auf immuntherapeutische 

Strategien unterstützen. Dieser Theorie folgend wäre eine zusätzliche bzw. gleichzeitige Gabe 

von Checkpoint-Inhibitoren mit z.B. einer Tumorvakzinierung sinnvoll [104]. Sollten zukünftig 

ein geeignetes Tumor-spezifisches Antigen oder charakteristische, ggf. auch Patienten-

spezifische somatische Mutationen beim Nierenzell-Karzinom identifiziert werden, wären 

auch adoptive T-Zell-Strategien einsetzbar.  

4.2. Tumor-induzierte Immunsuppression 

Um die limitierte klinische Effektivität der beschriebenen Vakzinierungsstrategien 

(Originalarbeiten 1+2) und die beobachtete Tumor-induzierte Immunsuppression besser zu 

verstehen, wurden GEP an PBMC der therapierten mRCC-Patient(inn)en vor und nach 

Vakzinierung mit  allogenen, Gen-modifizierten (IL-7/CD80-kotransfizierten) Tumorzellen 

durchgeführt (Originalarbeit 3). Die PBMC wurden auf Gensignaturen untersucht, die 

immunologisch relevant sind und mit Antigenpräsentation, T-zellulärer Immunantwort, 

Zytokinen/Chemokinen und Signalwegen/Transkriptionsfaktoren assoziiert sind. Vor der 

Vakzinierung war bei mRCC-Patient(inn)en versus Normalkontrollen eine deutliche 

Herunterregulation von multiplen Gensignaturen aus diesen immunologisch relevanten 
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Kategorien erkennbar. Es konnte so eine schwerwiegende systemische Tumor-induzierte 

Immunsuppression in diesem mRCC-Patientenkollektiv gezeigt werden. Besonders auffällig 

war eine schwere Einschränkung des NF-B–Signalwegs. Dieser Signalweg ist im Kontext von 

Immuntherapien zunehmend in den Fokus getreten, seit gezeigt werden konnte, dass er 

erhebliche Relevanz für die Regulation der T-Zell-Aktivierung hat und dass reduzierte NF-B-

Aktivierung mit T-Zell-Anergie assoziiert ist [105]. Die in GEP nachgewiesene Einschränkung 

des NF-B-Signalwegs konnte mittels Western Blot-Analysen und einem mechanistischem 

Modell bestätigt werden: PBMC gesunder Spender(innen) wurden in vitro mit RCC26-IL-

7/CD80-Tumorzellen stimuliert. Unter zusätzlicher Gabe des hoch-selektiven NF-B-Inhibitors 

MLN120B [106-108] war eine deutliche eingeschränkte Proliferation im 3H-Thymidin-

Proliferationsassay sowie eine verminderte Zytokinsekretion zu beobachten. Die Ursache der 

Herunterregulation von NF-B ist bisher weitgehend unklar [109-111]. Jedoch gibt es in 

diesem Zusammenhang interessante Ergebnisse. Neben eingeschränktem Signaling über TCR 

und kostimulatorische Moleküle werden lösliche, vom Tumor sezernierte Substanzen für die 

Hemmung des NF-B-Signalwegs verantwortlich gemacht [112, 113]. Diese Ergebnisse werden 

durch die Beobachtung unterstützt, dass der NF-B-Signalweg nach Resektion des Tumors 

besser aktiviert werden kann [114] und somit eine zugrundeliegende Immunsuppression auch 

durch eine große Tumorlast mitverursacht wird [71]. Die Vakzinierung mit allogenen, Gen-

modifizierten (IL-7/CD80-kotransfizierten) Tumorzellen führte zu einer Abschwächung der 

vorbestehenden Immunsuppression (insoweit sie durch GEP gemessen wurde), jedoch gelang 

es durch die Vakzinierung nicht, eine TH1-Immunantwort zu induzieren, vielmehr war eine 

deutliche TH2-Polarisierung zu beobachten. Als wahrscheinliche Ursache konnte eine 

verstärkte IL-10-Sekretion identifiziert werden, die sowohl auf Proteinebene (Originalarbeit 2) 

als auch mittels GEP nachgewiesen werden konnte. Zusammenfassend ist dies eine der 
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wenigen Analysen, die GEP zum Monitoring und weiteren Verständnis einer therapeutischen 

Tumorvakzinierung nutzt [115, 116]. Frühere Analysen konnten mittels GEP bereits veränderte 

Genexpressionsprofile bei mRCC- Patient(inn)en demonstrieren [117-120] sowie prädiktiv 

aussagekräftige Gensignaturen beim mRCC herausarbeiten [119, 121, 122]. Die Assoziation 

einer Tumor-induzierten Immunsuppression mit dem NF-B-Signalweg und der Einfluss einer 

Tumorvakzinierung sind jedoch bisher nicht beschrieben worden. So ist zu schlussfolgern, dass 

GEP ein wertvolles Instrument zur Prädiktion von Immunsuppression und zum Monitoring von 

Immunantworten bei Immuntherapien sein könnte.  

Zum weiteren Verständnis der limitierten Effektivität der allogenen, Gen-modifizierten Vakzine 

(RCC-26/IL-7/CD80) wurden PD-L1 Serumlevel bei Studien-Patient(inn)en und 

Normalkontrollen analysiert [Flörcken, Manuskript in Vorbereitung]. Diese Werte wurden mit 

klinischen und immunologischen Verlaufsparametern korreliert. Bei Patient(inn)en vor 

Vakzinierung konnten im Vergleich zu den Normalkontrollen deutlich erhöhte PD-L1-

Serumlevel gemessen werden. Interessanterweise wurde im Verlauf der Vakzinierung eine 

Reduktion der PD-L1-Serumlevel beobachtet, diese Reduktion der PD-L1-Werte schien 

zusätzlich mit einem längeren PFS zu korrelieren. Allerdings waren diese Tendenzen aufgrund 

der geringen Patient(inn)enzahl nicht signifikant. Eine Reduktion der PD-L1-Werte in den 

Normbereich konnte nicht erreicht werden. Dieses deckt sich mit unseren bisherigen 

Beobachtungen, die gezeigt haben, dass die Vakzinierung (RCC-26/IL-7/CD80) keine 

ausreichende Effektivität besitzt, eine schwere zugrundeliegende Immunsuppression 

umzukehren (Originalarbeit 2).  

Um die Rolle inhibitorischer Moleküle noch besser zu verstehen, wurden 

immunmodulatorische Marker mittels Immunhistochemie bei verschiedenen Subgruppen von 

mRCC-Patient(inn)en analysiert (Originalarbeit 6). Interessanterweise konnte hier erstmals 
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eine geringgradige Expression von CD80 und CD86 auf Nierenzell-Karzinom-Gewebe 

nachgewiesen werden. Diese Beobachtung konnte durch Nachweis einer CD86-Expression auf 

RCC-Tumorzell-Linien unterstützt werden. Die Expression von CD80 und CD86 ist auf 

unterschiedlichen Tumorgeweben und Tumor-infiltrierenden Lymphozyten beschrieben, nach 

unserem besten Wissen stellt unsere Analyse jedoch die Erstbeschreibung einer CD80/CD86-

Expression auf RCC-Gewebe dar [123-131]. Es bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen, 

ob es sich bei dieser Beobachtung um einen inhibitorischen oder immunstimulatorischen 

Mechanismus handelt. Unsere Analyse zeigt jedoch eine „low-level“ Expression von CD80 und 

CD86. Hierbei handelt es sich möglicherweise- im Gegensatz zu starker CD80-Expression- um 

einen CTLA-4-vermittelten „Immune-Escape“-Mechanismus [132]. Dieser könnte von hoher 

Relevanz für Planung und Monitoring zukünftiger Immuntherapien sein. 

Immunmodulatorische Wirkung lässt sich auch bei modernen zielgerichteten Substanzen (z.B. 

Anti-VEGF-gerichteten TKI) neben ihrer eigentlichen antiproliferativen und Angiogenese-

hemmenden Funktion nachweisen [133, 134]. Dieses ist einerseits dadurch zu erklären, dass 

VEGF-Rezeptoren unverzichtbar sind für suppressiv-wirkende Tumor-infiltrierende Zellen, z.B. 

MDSC oder Makrophagen [135, 136]. Andererseits konnte unsere Gruppe (neben anderen) 

zeigen, dass TKI einen direkten Effekt auf suppressiv wirkende Immuneffektorzellen, wie z.B. 

Treg und MDSC haben [74, 75, 137-139]. In der vorliegenden Arbeit (Originalarbeit 4) wurde 

analysiert, welchen Einfluss die Therapie mit Sorafenib oder Sunitinib auf Treg im peripheren 

Blut bei mRCC-Patient(inn)en hat. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Einnahme von 

Sorafenib im ersten Therapiemonat zu einem signifikanten und persistierenden Anstieg von 

FOXp3+CD3+CD4+CD25+ Treg führte. Die Analyse der Treg-Zahlen sowie der Ratio aus FoxP3+ 

versus FoxP3- Zellen (innerhalb der CD3+CD4+CD25+ Zellen) konnte zeigen, dass dieser Effekt 

nicht lediglich auf veränderte CD4-Zahlen zurückzuführen war. Auch konnte ausgeschlossen 
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werden, dass es relevante Unterschiede in den untersuchten Patientengruppen gab. Die 

immunmodulatorische Wirkung von Sorafenib ist nicht letztendlich geklärt: Die Sorafenib-

vermittelte Hemmung der Raf-Kinase könnte eine Rolle spielen, hier wurde jedoch gezeigt, 

dass Raf-Signaling für die Treg-Differenzierung benötigt wird und eine Hemmung der Raf-

Kinase zu reduzierten Treg-Zahlen führt [140]. Die vermehrte immunsuppressive Wirkung von 

Sorafenib ist also möglicherweise auf andere Mechanismen zurückzuführen: Es ist bekannt, 

dass Sorafenib einen hemmenden Effekt auf die Ausreifung und Antigenpräsentation von DC 

hat, so dass vermutet werden kann, dass der beobachtete Anstieg von Treg DC-vermittelt sein 

könnte [141]. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen gibt es auch Analysen, die zwar unter 

Sorafenib einen Anstieg von Treg im peripheren Blut, jedoch gleichzeitig eine Reduktion von 

Treg im Tumor zeigten [138]. Während einer Therapie mit Sunitinib war in unserem 

Patientenkollektiv keine Veränderung der Treg-Zahlen erkennbar. Dieses Ergebnis steht im 

Gegensatz zu vorherigen Arbeiten, die eine Reduktion der Treg-Zahlen nach Gabe von 

Sunitinib gezeigt haben [74, 137]. Hier ist es möglich, dass Unterschiede in den 

Patientenkollektiven eine Rolle gespielt haben: In dem von Finke et al. beschriebenen Kollektiv 

waren die Treg-Zahlen vor Therapie deutlich höher als in unserer Patientengruppe. Somit 

könnte ein inhibitorischer Effekt von Sunitinib auf Treg in dieser Patientengruppe deutlich 

ausgeprägter gewesen sein [74]. Zusätzlich ist bekannt, dass Sunitinib zu einer Reduktion von 

MDSC im peripheren Blut von mRCC- Patient(inn)en führt. Dies korrelierte jedoch nicht mit 

einer Verbesserung des klinischen Verlaufs und konnte nicht für Tumor-infiltrierende MDSC 

gezeigt werden [75, 139]. Erste Analysen zu den TKI der zweiten Generation konnten ebenfalls 

immunmodulatorische Wirkung nachweisen. Im murinen Modell konnte gezeigt werden, dass 

Axitinib die Akkumulation von MDSC hemmt [142]. Zusätzlich wurde beobachtet, dass Axitinib 

den Phänotyp und die Funktion dendritischer Zellen verändert bzw. inhibiert, die Proliferation 
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von T Zellen sowie den NF-B-Signalweg hemmt [143, 144]. Eine signifikante Reduktion von 

Treg nach Gabe von Axitinib konnte bisher nicht gezeigt werden [144]. Es lässt sich also 

schlussfolgern, dass die beschriebenen immunmodulatorischen Effekte von TKI für zukünftige 

therapeutische Strategien, insbesondere für das Design von Kombinationstherapien von 

großer Bedeutung sind. Zusätzlich war die Analyse von MDSC in der Literatur mit sehr 

heterogener Methodik beschrieben. Daher entschieden wir uns, die vorher wenig definierte 

und heterogene Analyse von MDSC bei mRCC-Patient(inn)en zu optimieren und mögliche 

Einflussfaktoren auf die Analyse zu identifizieren. Es zeigte sich, dass die optimale Methode 

der MDSC-Bestimmung die sofortige Analyse aus peripherem Blut ist, während die 

Bestimmungen aus peripherem Voll-Blut und aus PBMC als gleichwertig gelten können, sofern 

eine sofortige Analyse direkt nach der Blutentnahme stattfindet (Originalarbeit 5) [145, 146]. 

Auch in unserem Kollektiv (15 mRCC-Patient(inn)en) konnte ein Einfluss von TKI auf die Zahl 

von MDSC gezeigt werden: Sunitinib führte zu einer Reduktion monozytärer MDSC im 

peripheren Blut von mRCC-Patient(inn)en, nach Sorafenib konnte keine wesentliche 

Veränderung in der MDSC-Zahl beobachtet werden. Der Einfluss zielgerichteter Substanzen 

bleibt dennoch unzureichend untersucht und aufgrund heterogener Ergebnisse nicht 

ausreichend verstanden. Es ist jedoch klar gezeigt, dass ihre Wirkung sich nicht auf direkte 

antiproliferative oder Anti-Angiogenese-Effekte beschränkt, sondern dass 

immunmodulatorische Mechanismen ebenfalls eine Rolle spielen. Insbesondere Treg und 

MDSC sind zentrale Effektoren einer relevanten Toleranzentwicklung bei Tumorpatient(inn)en 

und tragen zu erheblichen Resistenzen gegen Anti-VEGF-gerichtete Therapien bei [147-150]. 

Daher ist es entscheidend, diese Immuneffektorzellen exakt identifizieren und quantifizieren 

zu können, um moderne Therapien mit zielgerichteten Substanzen und Checkpoint-

Inhibitoren zu steuern. Auch für kommende Kombinationstherapien könnte dies zunehmend 
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relevant werden. Erste Ansätze, Sunitinib mit Vakzinierungsstrategien zu kombinieren, 

ergaben widersprüchliche Ergebnisse bezüglich der immunmodulatorischen Kapazitäten [89, 

134]. In einer ersten klinischen Studie konnte jedoch Sicherheit und Durchführbarkeit der 

Kombination von Sunitinib mit einer DC-basierten Tumorvakzinierung bei mRCC-

Patient(inn)en gezeigt werden [76].  

Zusammenfassend tragen die hier gezeigten Arbeiten entscheidend zur Klärung der 

Limitationen von Vakzinierungsstrategien bei mRCC-Patient(inn)en bei. Zusätzlich erweitern 

sie die Grundlagen zur Identifikation Tumor-induzierter immunsuppressiver Mechanismen 

und zur Analyse des Einflusses von Tyrosinkinase-Inhibitoren auf Immuneffektorzellen.  
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 5. Zusammenfassung 

Das metastasierte Nierenzell-Karzinom ist eine Modellerkrankung für Immuntherapien. 

Innovative immuntherapeutische Strategien wie z.B. Checkpoint-Inhibitoren werden hier 

zunehmend in die Therapie integriert. Diese Arbeit trägt maßgeblich zur Klärung der 

Limitationen von Tumorvakzinierungsstrategien bei und untersucht immunsuppressive 

Mechanismen beim metastasierten Nierenzell-Karzinom.  

Ein wichtiger Fokus dieser Arbeit waren zwei Tumorvakzinierungs-Studien: In einer Phase I/II-

Studie mit allogenen, partiell HLA-gematchten dendritischen Zellen, die mit autologem 

Tumorlysat beladen waren, konnte Sicherheit und Durchführbarkeit gezeigt werden 

(Originalarbeit 1). In einer zweiten Phase I-Studie mit allogenen, Gen-modifizierten (IL-

7/CD80-kotransfizierten) Tumorzellen wurde ebenfalls Sicherheit und Durchführbarkeit 

nachgewiesen (Originalarbeit 2). In beiden Studien wurde ein umfangreiches 

Immunmonitoring zum besseren Verständnis einer zugrundeliegenden Immunsuppression 

und der Vakzine-induzierten Immunantworten durchgeführt.  

Dabei konnte mittels Genexpressionsanalysen aus peripherem Blut der behandelten 

Patient(inn)en eine Suppression wichtiger immunologischer Gen-Signaturen sowie eine 

Assoziation der beobachteten Tumor-induzierten Immunsuppression zum NF-B-Signalweg 

gezeigt werden (Originalarbeit 3). 

Zum besseren Verständnis der immunmodulatorischen Effekte systemischer Therapie konnte 

schließlich nachgewiesen werden, dass sowohl Sunitinib als auch Sorafenib 

Immuneffektorzellen wie z.B. Treg und MDSC beeinflussen (Originalarbeiten 4+5). 

Mittels immunhistochemischer Analysen an Tumorgewebeproben unterschiedlicher mRCC-

Subgruppen konnte erstmalig eine „low-level“ CD80- und CD86-Expression beim Nierenzell-
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Karzinom nachgewiesen werden, die möglicherweise ein weiter zu definierendes „Immune 

Escape“-Phänomen darstellt (Originalarbeit 6).  

Insgesamt tragen die hier zusammengefassten Arbeiten zu einem besseren Verständnis der 

Tumor-induzierten Immunsuppression und deren Effektormechanismen bei.  
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