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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war zu priifen, ob die regionale Hyperthermie von Tumoren eine
spezifische Immunantwort auf diesen Tumor induzieren oder verstirken kann, um
Ansatzpunkte fiir eine Kombination aus Hyperthermie und Immuntherapie zu entwickeln. Als
Modell wurde das murine B16F0-Melanom gewéhlt, da es in syngene Méuse transplantierbar
ist und einige Melanozyten-Differenzierungs-Antigene exprimiert, die auch bei Menschen in
der Immunantwort auf Melanome eine wesentliche Rolle spielen. Zudem ist es durch eine

Fiille von Publikationen gut definiert.

4.1 Freisetzung von Hitzeschockproteinen nach Hyperthermie

Wird eine Zelle hyperthermiert oder gerit sie auf andere Art unter Stref3, so kann sie iiber die
Expression von Hitzeschockproteinen die zelluldren Funktionen aufrechterhalten und sich so
vor dem Zelltod schiitzen. Stirbt sie dennoch, so werden durch den Tod der Zellen
intrazelluldre Proteine freigesetzt. Die darunter befindlichen Hitzeschockproteine kdnnen
eine Immunantwort gegen Proteine der toten Zelle induzieren, indem sie als Zytokine auf
antigenprasentierende Zellen wirken. Des weiteren konnen Proteine der HSP 70- und der
HSP 90-Familie antigene Peptide aus Tumorzellen in den MHC I-Présentationsweg von
antigenprasentierenden Zellen schleusen, so dall diese tumorspezifische zytotoxische
T-Zellen aktivieren konnen. Hitzeschockproteine haben demzufolge neben ihrer Aufgabe, die
Zelle vor dem Tod zu bewahren, die Funktion, im Falle des pathologischen Zelltods das
angeborene Immunsystem zu aktivieren. In einer ersten Versuchsreihe wurde daher die
Expression und Freisetzung von Hitzeschockproteinen, sowie das Ausmall des Hyperthermie-

induzierten Zelltods untersucht.

4.1.1 Hyperthermie-induzierter Zelltod von B16F0-Zellen und -Tumoren

B16F0-Zellen zeigten bei einer Hyperthermie-Temperatur von 43°C einen erhohten Anteil
nekrotischer Zellen mit Membranschadigungen und spatapoptotischer Zellen mit einem
erniedrigten DNA-Gehalt, nicht jedoch bei 41°C oder weniger. Die erhohte Rate des Zelltods
spiegelt sich wieder in der erniedrigten Koloniebildungsrate und einer kleineren
KoloniegroBe, die auf langsameres Wachstum der Kolonien schlieBen ldBt. Auch andere

Autoren zeigten fiir B16-Zellen nach Hyperthermie verstirkten Zelltod und langsameres
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Wachstum. (Leibovici, Klorin et al. 1991; Oliveira Filho, Bevilacqua et al. 1997).
Einhergehend damit erniedrigte sich in jenen Experimenten die Geschwindigkeit, mit der sich
hyperthermierte B16-Zellen nach Injektion in Méuse zu soliden Tumoren entwickeln
(Leibovici, Klorin et al. 1991). Dabei nahm jedoch die Tumorigenitit der Zellen, also die
Féhigkeit, sich zu einem soliden Tumor zu entwickeln, erst nach 30-miniitiger Hyperthermie
bei 46°C vor Tumortransplantation ab — einer Temperatur, die in der klinischen Therapie
nicht realisierbar ist (Leibovici, Klorin et al. 1991). Andere Autoren konnten bei der
Hyperthermie von B16-Tumoren in vivo bei 43,5°C und 1 Stunde Hyperthermiedauer ein
langsameres Tumorwachstum erzielen (Stojkovic and Radacic 2002). In der vorliegenden
Arbeit konnte bei einer etwas niedrigeren Temperatur und kiirzerer Therapiedauer keine

Reduktion des Tumorwachstums nachgewiesen werden.

4.1.2 Expression der Hitzeschockproteine HSP 72 und GP 96 nach Hyperthermie

B16F0-Melanomzellen exprimieren konstitutiv das zur HSP 90-Familie gehdrende GP 96,
sowie HSP 73. Nach Hyperthermie bei 43°C war im Western Blot fiir HSP 72 und HSP 73
eine Doppelbande zu sehen. Das leichtere der beiden Proteine, welches vermutlich HSP 72
entspricht, wird nur nach einer Behandlung bei 43°C exprimiert. Wahrend Primaten HSP 72
konstitutiv exprimieren, wird es bei Nagern nur nach Stre gebildet (Welch and Mizzen
1988). GP 96 wird in B16F0-Zellen konstitutiv stark exprimiert. Eine hitzeinduzierte
Verstiarkung der Expression war nicht nachzuweisen. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, da3 24 Stunden nach Hyperthermie sowohl das hitzeinduzierbare HSP 72, als
auch sein konstitutiv exprimiertes Analogon HSP 73 im zellfreien Uberstand von
B16-Melanomzellen zu finden sind. Auch das konstitutiv stark exprimierte GP 96 ist nach
Hyperthermie der Zellen nachweisbar. Alle drei Hitzeschockproteine sind wahrscheinlich
durch den nekrotischen Zelltod der B16F0-Zellen in das Medium gelangt, da eine Sekretion
von Hitzeschockproteinen nicht bekannt ist. Bei Analyse der subzellzliren Verteilung der
Hitzeschockproteine HSP 72 und HSP 73, sowie GP 96 am Konfokalmikroskop fiel auf, daf3
die Lokalisation der drei Proteine nicht der in der Literatur beschriebenen entspricht. HSP 72
und HSP 73 waren vornehmlich im endoplasmatischen Retikulum, aber auch in Vesikeln und
im Kern nachweisbar. GP 96 hingegen zeigte eine klare zytoplasmatische Fluoreszenz.
Wurden die Zellen bei 43°C hyperthermiert, war nach 3 Stunden HSP 72/73 nur noch im
endoplasmatischen Retikulum und im Kern nachweisbar, wihrend GP 96 nach Hyperthermie

nicht nur im Zytoplasma, sondern auch im Kern lokalisiert ist.
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In Abbildung 38 ist zusammenfassend dargestellt, wie Hyperthermie zur Freisetzung von

Hitzeschockproteinen fiihrt, die antigene Peptide gebunden haben kénnen.
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Abbildung 38: Freisetzung von Hitzeschockproteinen nach Hyperthermie
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4.1.3 Phagozytose von hyperthermierten B16F0-Zellen durch Dendritische Zellen

In den letzten Jahren wurde vielfach gezeigt, daB Dendritische Zellen Idsliche
Hitzeschockproteine Rezeptor-vermittelt oder durch Pinozytose aufnehmen und die an diese
Hitzeschockproteine gebundenen Peptide in den MHC I-Prisentationsweg einschleusen
konnen. Mit Hilfe von T-Zell-Klonen bzw. TCR-transgenen Méusen wurde nachgewiesen,
daf} antigenprésentierende Zellen, die mit Hitzeschockproteinen aus Tumorzellen inkubiert
wurden, tumorspezifische T-Zellen aktivieren konnen (Udono and Srivastava 1993; Arnold,
Faath et al. 1995; Blachere, Li et al. 1997). Es wurde vermutet, daf dieses Crosspriming eine
Rolle in der spezifischen Anti-Tumor-Immunantwort spielen konnte. Vermutlich kdnnen
auch Peptide von Hitzeschockproteine aus Fragmenten toter Tumorzellen in den MHC 1I-Weg
eingeschleust werden (Suto and Srivastava 1995). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob Dendritische Zellen, die mit hyperthermierten B16F0-Zellen kokultiviert
wurden, Material der B16F0-Zellen phagozyieren. Es konnte gezeigt werden, daf3 die nach
Hyperthermie von sterbenden B16F0-Zellen freiwerdenden Zellfragmente von Dendritischen
Zellen aufgenommen werden. Die erhdhte Phagozytose des B16F0-Debris nach
Hyperthermie kann zum einen auf der groferen Menge des Debris und zum anderen auf der
Aktivierung der Dendritischen Zellen durch darin enthaltenen Hitzeschockproteine sein. Da
die Zellen vor Hyperthermie mit dem Membranfarbstoff Dil gefdrbt wurden, ist davon
auszugehen, dafl membranumgebene zelluldre Vesikel oder apoptotische Korperchen
aufgenommen wurden. Die Aufnahme von im Medium geldsten Proteinen, die durch
nekrotischen Zelltod freigeworden sind, wurde nicht untersucht. Es ist jedoch bekannt, daf3
Dendritische Zellen Hitzeschockproteine Rezeptor-vermittelt aufnehmen, so dal davon
ausgegangen werden kann, dafl sie auch die nach Hyperthermie im Medium geldsten

HSP 72/73 und GP 96 aufgenommen haben.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB3 30 Minuten Hyperthermie beim B16F0-Melanom bis
41°C keinen EinfluB} auf den Zelltod und auf die Synthese von Hitzeschockproteinen hat.
Nach einer Hyperthermie bei 43°C hingegen zeigte sich eine Zunahme des apoptotischen
ebenso wie des nekrotischen Zelltods, die zur Freisetzung von Hitzeschockproteinen fiihrte.
Dendritische Zellen phagozytierten Debris von B16F0-Zellen, die zuvor bei 43°C
hyperthermiert worden waren, weitaus stirker, als jenen von unbehandelten Zellen. Ursache
kann sowohl eine groBere Menge an vorhandenem Debris wie auch die Aktivierung der

Dendritscihen Zellen durch darin enthaltenen Hitzeschockproteine sein. Auf dem Weg iiber
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Dendritische Zellen, die Material aus hyperthermierten B16F0-Zellen einschlieBlich der darin
enthaltenen Hitzeschockproteine aufnehmen, ist es daher mdglich, durch Hyperthermie-

induzierten Zelltod eine spezifische Immunantwort gegen das B16F0-Melanom auszuldsen.

4.2 Charakterisierung eines Mausmodells der regionalen Hyperthermie

Die im letzten Abschnitt diskutierten Ergebnisse zum Tod von B16F0-Zellen und zur
Freisetzung von Hitzeschockproteinen nach Hyperthermie zeigten, dall es ein geeignetes
Modell zur Untersuchung der Immunstimulation nach regionaler Hyperthermie ist. Daher
wurde mit dem B16F0-Melanom ein Mausmodell der regionalen Hyperthermie aufgebaut.
Bei Arrhenius-Analysen der Wirkung eines Hitzeschocks auf Zellen hatte man festgestellt,
daBB bei 42,5°C eine Verdnderung eintrat, und vermutete daher, daB} fiir eine effektive
Behandlung von Tumoren das Uberschreiten dieser Temperatur nétig sei (Field 1988). In
Ubereinstimmung damit setze in der vorliegenden Arbeit bei 43°C die Expression von
HSP 72 ein und trat zugleich vermehrt der Tod von Tumorzellen ein. Daher wurde fiir die
Behandlung der Maiuse als Hyperthermie-Temperatur 43°C gewihlt. Die Hyperthermie-

Dauer betrug wie in den zuvor dargestellten Zellkulturversuchen 30 Minuten.

4.2.1 Entwicklung des Mausmodells

Da die Tumore fiir die regionale Hyperthermie zugénglich sein mufite, wurden sie subkutan
in eine hintere Extremitdt transplantiert. Eine Transplantation in den Schwanz wurde als
ungeeignet erachtet, da die assymetrische Tumortransplantation in eine Extremitit den
Vergleich der efferenten Lymphknoten mit den korrespondierenden Lymphknoten der
anderen hinteren Extremitdt derselben Tiere ermoglichte. Es zeigte sich, daB das
B16-Melanom bei subkutaner Transplantation lymphogen metastasiert. Da es Hinweise auf
eine Verstiarkung der Metastasierung nach Hyperthermie gibt (Nathanson, Haas et al. 1987,
Nathanson, Nelson et al. 1991; Oliveira Filho, Bevilacqua et al. 1997), wird derzeit in einem
unabhingigen Projekt innerhalb der Arbeitsgruppe die Metastasierung des B16F0-Mealnoms
nach regionaler Hyperthermie untersucht. Um die hd@matogene Metastasierung, die fiir
Melanome untypisch ist, zu vermeiden, wurden die Tumore nicht subkutan in den Schwanz

transplantiert, wo sie leicht in die Blutgefd3e durchbrechen.

Die Therapie wurde durchgefiihrt, wenn die Tumore einen durchschnittlichen Durchmesser

von 10 mm erreicht hatte. In diesem Stadium weisen sie Merkmale vollstdndig ausgebildeter
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Tumore auf, wie Invasivitdt und Vaskularisierung. Da die Tumore bis zum Erreichen dieser
GroBBe etwa 10-14 Tage wuchsen, konnte zudem eine Immunantwort gegen den Tumor
stattfinden. Zu diesem Zeitpunkt ist wegen der hohen Wchstumsgeschwindigkeit bei
B16-Tumoren jedoch kaum noch moglich, therapeutisch eine Verlangsamung oder einen
Riickgang des Tumorwachstums zu erzielen. Daher wurden bei der Analyse des Mausmodells

die Immunantwort gegen den Tumor betrachtet, obwohl keine klinische Verbesserung eintrat.

Bei den ersten Hyperthermie-Behandlungen zeigte sich, dall die Tiere unter erheblichem
Stref3 litten. Wegen des bekannten Einflusses von akutem Stre3 auf das Immunsystem war es
wichtig, die Belastung der Tiere zu mindern. Narkose stellte sich als ungeeignet heraus, da
unter Narkose die Korpertemperatur der Tiere stark absank. Wurde ein Bein der
narkotisierten Tiere in einem 43°C warmen Bad behandelt, schwankte die Kdrpertemperatur
zwischen 37°C und 35°C. Wegen der groBen Unterschiede in der Kerntemperatur der
behandelten Tiere war es nicht mdglich, unter Narkose temperaturabhdngige Effekte zu
untersuchen. Statt dessen wurden die Tiere fiir alle folgenden Versuche durch die Gabe des
Benzodiazepams Midazolam sediert. Von diesem Medikament ist bekannt, dal es die
Korpertemperatur nur leicht senkt (Kurz, Sessler et al. 1995). Fiir Midazolam sind bis auf die
Inhibition der Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren bei Mastzellen (Bidri, Royer et

al. 1999) keine immunologischen Wirkungen beschrieben.

Aufgrund der in diesem Projekt gewonnenen Daten zum Zelltod und zur Synthese und
Freisetzung von Hitzeschockproteinen wurde zur Therapie der B16-FOTumore in vivo eine
Temperatur von 43°C gewédhlt. Eine Temperaturkontrolle im Tumor wurde nicht
durchgefiihrt, da nur invasiv zu verwendende Sonden zur Verfiigung standen, die die
Narkotisierung der Tiere wihrend der Behandlung erfordert hétten. Es ist bekannt, daf3 sich
subkutane Tumore bei Wasserbad-Hyperthermie innerhalb von 1,5 Minuten auf 43°C
erwarmen (Imamura, Seki et al. 1998), so dall von einer schnellen Autheizung des Tumors

ausgegangen werden konnte.

4.2.2 Histologie und Leukozyteninfiltration des Tumors nach Hyperthermie

Nach Hyperthermie der Tumore in vivo waren in Kryoschnitten Bereiche mit zerstorter
Zellstruktur zu erkennen, welche auf nekrotisch gestorbene Zellen hinweisen. Jedoch war
keine Verlangsamung des Tumorwachstums zu sehen. Es ist bekannt, daB Hyperthermie bis

43°C das Wachstum von B16-Tumoren nicht beeinflult (Wahl, Brustad et al. 1979;
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Leibovici, Klorin et al. 1991). Hyperthermie bei 43,5°C fiir 60 Minuten hingegen kann das
Wachstum der B16-Tumore deutlich verlangsamen, aber ebenfalls nicht verhindern
(Stojkovic and Radacic 2002). B16F1-Zellen, die vor Tumorinjektion hyperthermiert wurden,
wachsen zwar etwas langsamer zu einem soliden Tumor an, doch die Tumoren erreichen die
gleiche Grofe wie bei unbehandelten Zellen und fithren ebenso zum Tod der Tiere
(Leibovici, Klorin et al. 1991). In den hier vorgestellten Versuchen war die Versorgung des
Tumors mit Blutgefden nach Hyperthermie ebenso wie die mikroskopisch sichtbare Struktur
der Blutgefile nicht verdndert. Hyperthermie hat demzufolge wahrscheinlich keinen
langfristigen EinfluB3 auf die Versorgung des Tumors mit Nihrstoffen. Es ist bekannt, daf3 die
Durchblutung von Tumoren wihrend derApplikation einer Wasserbad-Hyperthermie deutlich
erhoht ist (Peck and Gibbs 1983). Da sich auch die Permeablitit des Endothels erhdht,
konnen Leukozyten ebenso wie im Serum geldste Stoffe leichter in den Tumor gelangen

(Avery, Nathanson et al. 1992).

Die Infitration der zentralen Bereiche der Tumore durch Leukozyten war schwach. Nur im
Randbereich waren Regionen mit starker Infiltration zu sehen. Die infiltrierenden Zellen
waren weder Dendritische Zellen, noch T-Zellen. Auch Makrophagen waren nur vereinzelt
im Tumor nachweisbar. Andere Autoren haben fir das Bl6-Melanom das gleiche
histologische Bild beschrieben (Todryk, Melcher et al. 1999). In Tumoren HSP 72-
transfizierter B16-Melanome fanden sie zudem einige T-Zellen, Dendritische Zellen und
Neutrophile Granulozyten. In der vorliegenden Arbeit nahm die Infiltration in den zentralen
Bereichen der Tumore nach regionaler Hyperthermie jedoch nicht zu. Ursache fiir die
fehlende Infiltration der Tumore konnte sein, dal B16-Zellen T-Zellen in die Apoptose

treiben kdnnen (Fishman, Irena et al. 2001).

4.2.3 Leukozytendifferenzierung in den regionalen Lymphknoten nach Hyperthermie

Tiere mit B16FO-Tumoren weisen in den efferenten Lymphknoten eine deutlich erhohte Zahl
von Leukozyten auf. Ein groBer Teil dieser Zellen sind B-Zellen. Aber auch die Zahl der
Dendritischen Zellen und der Makrophagen steigt wihrend der immunologischen
Auseinandersetzung mit dem Tumor an. Die lymphatische Drainage von Tumoren ist
wihrend der Applikation einer Wasserbad-Hyperthermie verstirkt, so da man eine
vermehrte Migration der Leukozyten aus dem Randbereich der Tumore in die Lymphknoten

erwarten kann (Avery, Nathanson et al. 1992). Unter diesen konnten sich
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antigenprisentierende Zellen befinden. Jedoch konnte 24 Stunden nach Hyperthermie kein
erhohter Anteil antigenpriasentierender Zellen in den drainierenden Lymphknoten

nachgewiesen werden.

4.2.4 Phagozytoseaktivitit der Monozyten im peripheren Blut

Antigenprdsentierende Zellen konnen Peptide aus phagozytierten Antigenen in das
Zytoplasma schleusen, proteasomal abbauen und iiber MHC 1 an zytotoxische T-Zellen
prasentieren. Aufgrund ihrer costimulatorischen Fahigkeiten konnen sie auf diesem Weg
zytotoxische T-Zellen aktivieren. Hierzu sind andere Zellen, einschlieBlich Tumorzellen,
meist nicht in der Lage. Die Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen wird so durch
antigenpriasentierende Zellen kontrolliert. Da  Antigenprdsentation eine wichtige
Vorraussetzung fiir die Ausbildung einer Immunantwort ist, wurde die Phagozytoseaktivitét
der Monozyten des peripheren Blutes untersucht. Die Monozyten des peripheren Bluts
zeigten bei tumortragenden Tieren eine erhohte Phagozytoseaktivitit gegeniiber naiven
Tieren. Dies ist ein Zeichen fiir eine systemische, nicht nur lokale, Stimulation der
Immunabwehr. Die Abnahme der Phagozytoseaktiitit 24 Stunden nach Hyperthermie konnte
auf einer Migration phagozytierender antigenprédsentierender Zellen in den Tumor beruhen.
Da jedoch dort histologisch keine Infiltration nachweisbar war, mufl eher von einer

suppressiven Wirkung der Therapie auf antigenprisentierende Zellen ausgegangen werden.

4.2.5 MHC II Prisentation und B16-spezifische Antikorper nach Hperthermie

Bei der Neustimulation einer Immunantwort wandern antigenprisentierende Zellen aus dem
Blut in das Gewebe ein und phagozytieren Zelldebris. Die darin enthaltenen Proteine werden
in den Lysosomen abgebaut und iiber iiber MHC II an T-Helfer-Zellen présentiert, um diese
zu stimulieren. Die MHC II-Expression der Dendritischen Zellen dnderte sich nach
Hyperthermie nicht. Somit ist nicht von einer starkeren Stimulation der antigenspezifischen
T-Helfer-Zellen durch Dendritische Zellen auszugehen. Die in den Lymphknoten
tumortragender Méuse stark expandierten B-Zellen sind zu 80 % MHC II positiv und damit
naiv. Die Anteil der MHC II positiven B-Zellen sinkt nach Hyperthermie leicht ab (nicht
signifikant). B-Zellen exprimieren kein MHC II mehr, wenn sie aktiviert werden und mit der
Sekretion von Antikorpern beginnen. Demzufolge scheint als Folge der Hyperthermie eine
B-Zell Aktivierung stattzufinden. Es dauert mehrere Tage, bis nach der Aktivierung von

B-Zellen spezifische Antikorper nachweisbar sind. Da die B16F0-Tumore, die bei Therapie
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bereits eine Grofle von 10 mm hatten, sehr schnell wachsen, war es aus tierschutzrechtlichen
Griinden nicht moglich, die Méuse bis zu diesem Zeitpunkt am Leben zu lassen. Bei nicht
therapierten, tumortragenden Maéusen gelang es in der vorliegenden Arbeit in
Immunfluoreszenz und Western Blot nicht, B16-spezifische Antikorper nachzuweisen. Das
steht in Widerspruch dazu, da3 lange Zeit postuliert wurde, das B16-Melanom induziere eine
ADCC-Antwort (Eisenthal and Mclntosh 1990). Nach Injektion monoklonaler Antikdrper,
die sich gegen Membranproteine von B16F0-Zellen richten, bilden C57BL/6-Méduse gegen
B16-Tumore eine Antikorper-vermittelte zytotoxische Reaktion (Shrayer, Kouttab et al.
1993, Eisenthal, Lafreniere et al. 1987). Andere Autoren beschrieben nach Injektion von
B16-Tumoren auftretende erhohte Antikorper-Spiegel im Blut von CS57BL/6-Méusen
(Ehrlich, Smorodinsky et al. 1984). Doch es gibt keinen Nachweis von B16-spezifischen
Antikorpern und einer Antikorper-vermittelten Immunantwort bei Miusen mit etablierten

B16-Tumoren.

4.2.6 Analyse der T-Zell-Proliferation mittels CFSE

Die Analyse der Proliferation und Migration von T- und B-Zellen in vivo ist mit Hilfe der
Injektion von CFSE-markierten vorstimulierten Zellen moglich. Diese Methode wird zumeist
bei der Analyse von T-Zell-Klonen oder TCR-transgenen Midusen verwendet. In beiden
Modellen proliferiert ein groBBer Teil der injizierten Zellen. Da bei der Immunantwort auf das
B16-Melanom in vivo von einer deutlich niedrigeren Zahl spezifischer T-Zellen als bei
TCR-transgenen Tieren ausgegangen werden mufite, wurde die Methode zunichst mit Tieren
etabliert, die ohne Verwendung von Adjuvans gegen ein T-Helfer-Antigen (KLH)
immunisiert wurden. Auch bei der nach dieser schwachen Immunisierung auftretenden
geringen Zahl antigenspezifischer Zellen war es moglich, die Migration und Proliferation der
injizierten CFSE-markierten Zellen zu analysieren und die Zellen zu typisieren. Es war
jedoch aufgrund der geringen Zahl proliferierender Zellen nicht moglich, die Zahl der

Teilungen, die eine einzelne Zelle durchlaufen hatte zu bestimmen.

Wurden Tieren mit einem BIl16F0-Melanom CFSE-markierte Lymphozyten und
Makrophagen aus Tieren injiziert, die gegen B16F0-Zellen immunisert waren, so war in den
efferenten Lymphknoten eine Hemmung der Proliferation nachzuweisen. Das deutet auf eine

Suppression der Proliferation durch den Tumor hin. Nach Hyperthermie war keine Anderung
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zu sehen. Hyperthermnie ist demzufolge nicht in der Lage, die antiproliferative Wirkung des

B16F0-Melanoms auf aktivierte Lymphozyten in den efferenten Lymphknoten zu inhibieren.

4.2.7 T-Zell-Rezeptor Excisionszirkel (TREC) als Marker fiir die T-Zell Proliferation

Um das Ergebnis des vorigen Versuches abzusichern, wurde eine zweite Methode zur
Analyse der T-Zell-Proliferation und -Migration in vivo etabliert. Zwar ist es moglich, durch
einmalige Injektion von BrdU die Proliferation aller Zellen zu erfassen und die
proliferierenden Zellen durchfluzytometrisch zu typisieren, doch ist diese Methode nicht
geeignet, zugleich die Migration der Zellen zu erfassen. Als Marker fiir T-Zellen, der
Aufschluf3 iiber die Proliferation einer Population von T-Zellen gibt, wurden T-Zell-
Rezeptor-Exzisionszirkel gewidhlt. Bei der Bildung des T-Zell-Rezeptors werden wie bei
Immunglobulin-Genen Genabschnitte rekombiniert, um eine grofle Diversitdt zu erreichen.
Bei jedem Rekombinationsschritt werden Bereiche des Chromosoms als zirkuldrer
DNA-Strang exzidiert. Diese T-Zell-Rezeptor-Exzisionszirkel (TREC) werden nicht
degradiert. Da TRECs bei der Mitose der Zelle nicht verdoppelt werden, konnen sie nur an je
eine Tochterzelle weitergegeben werden, so dal die Zahl der TREC-enthaltenden T-Zellen
sich bei jeder Teilung halbiert (Hazenberg, Verschuren et al. 2001). Daher 148t sich die
Verdiinnung der TRECs in einem T-Zell-Pool als MaB fiir die Proliferation der T-Zellen
nehmen. Betrachtet man die Gesamtzahl der TRECs pro Organ gewinnt man zudem
Aufschlufl iiber die Migration von T-Zellen. Voraussetzung ist, dal T-Zellen in ihrer
Migration und Proliferation nicht davon beeinfluit werden, ob sie TRECs enthalten. Hierzu
gibt es bisher keine Untersuchungen. Bei Mausen ist liegt die Halbwertszeit von TRECs in
den T-Zellen zwischen 2 und 11 Wochen (Sempowski, Gooding et al. 2002). Es ist daher
innerhalb von zwei Wochen nach einer Therapie die Analyse der Proliferation und Migration

einer Population von T-Zellen {iber eine Bestimmung der TRECs mdglich.

In Kooperation mit Dr. C.A.Schmidt wurde die TREC-Analyse etabliert. Da zu Beginn der
Versuche keine Daten iiber TRECs in Miusen bekannt waren, wurde zundchst der Anteil
TREC-positiver T-Zellen in primiren und sekundiren lymphatischen Organen bestimmt. Die
in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zeigen, dall hinsichtlich des TREC-Gehaltes
der T-Zellen deutliche Unterschiede zwischen den primdren lymphatischen Organen
(Knochenmark: keine TRECs, Thymus: mehr als 50 % der CD3-positiven T-Zellen enthalten
einen TREC) und den sekundéren lymphatischen Organen (Milz und Lymphknoten: ca. 5 %



Diskussion 90

der T-Zellen enthalten einen TREC) nachweisbar sind. Diese Daten stimmen gut mit den

kiirzlich fiir Méuse publizierten Daten iiberein (Sempowski, Gooding et al. 2002).

Um zu untersuchen, ob die Bestimmung die TRECs dier Analyse einer T-Zell-vermittelten
Immunantwort ermdglicht, wurden Maiduse beider Stimme mit einem T-Helfer-Antigen
(KLH) in komplettem Freundschem Adjuvans immunisiert. Die Immunisierung erfolgte
assymetrisch in eine hintere Extremitit, so dal der Vergleich der Lymphknoten, die die
Immunisierungsstelle drainierten, mit Lymphknoten der nicht immuniserten Extremitit
desselben Tieres moglich war. In beiden untersuchten Mausstdimmen sind 9 Tage nach
Immunisierung Verdnderungen in der Zahl der TRECs pro 1000 CD3-positive Zellen und in
der Zahl der TRECs pro Organ nachweisbar, wobei sich die beiden Stimme verschieden
verhalten. Aufgrund der TREC-Analyse ist es moglich, Aufschluf3 iiber T-Zell-Proliferation
und Immigration zu erhalten, wie in Abbildung 39 dargestellt. Die Abnahme der Gesamtzahl
der TRECs in den nicht efferenten Lymphknoten und der Milz beruht auf einer Emigration
von T-Zellen, wihrend in die efferenten Lymphknoten T-Zellen einwandern und die
Gesamtzahl der TRECs steigt. Zugleich proliferieren die T-Zellen sowohl in efferenten als
auch in nicht-efferenten Lymphknoten, so dafl die Zahl der TRECs pro 1000 T-Zellen
abnimmt. Die Abnahme der TRECs pro 1000 T-Zellen in den nicht-efferenten Lymphknoten
konnte auch durch eine alleinige Emigration TREC-haltiger T-Zellen bei Verbleib der
TREC-negativen Zellen in den Lymphknoten verursacht sein, doch gibt es keinen Grund zu

der Annahme, dal} sich T-Zellen mit und ohne TRECs verschieden verhalten.

Die Analyse von Proliferation und Migration mittels TRECs ist jedoch nur moglich, wenn es
sich um eine starke Immunantwort handelt, da mindestens eine Verdoppelung oder
Halbierung der TRECs pro 1000 T-Zellen vorliegen muf3, um die Verédnderungen messen zu
konnen. Bei tumortragenden Tieren konnte keine Verdnderung gegeniiber naiven Tieren
gemessen werden. Ebenso trat nach Hyperthermie keine Verdnderung auf. Auffillig war die
starke Streuung der Daten und einige unplausibel hohe Werte, die die Methode zur

Beantwortung der Fragestellung in hyperthermierten Médusen ungeeignet machte.
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Abbildung 39: TRECs: Modell der T-Zell-Proliferation und -Migration
Die Immunisierung der 129P2/OlaHsd-Mduse und die Analyse erfolgten wie unter Material und
Methoden in Abschnitt 21 dargestellt.

4.3 Antigenprisentation nach Hyperthermie

Nachdem in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, da nach Hyperthermie von
B16F0-Zellen tiber freigesetzte Hitzeschockproteine eine Immunantwort gegen Antigene, an
Hitzeschockproteine gebundene Peptide ausgelost werden kann, wurde anschliefend
untersucht, ob solche Peptide nach Hyperthermie entstehen und an die Hitzeschockproteine
gebunden werden konnen. Des weiteren wurde untersucht, ob durch Hyperthermie
B16F0-Zellen nch Hyperthermie durch fiir zytotoxische T-Zellen erkannt werden konnen.
Als Modellantigen wurden Tyrosinase gewéhlt, da es als Antigen humaner Melanome

bekannt ist (Brichard, Van Pel et al. 1993).

4.3.1 Proteasomale Degradation von Tyrosinase bei B16F0 nach Hyperthermie

Die Tyrosinase-Expression in Zellen des B16-Melanoms wurde mittels Western Blot und

quantitativer RT-PCR tiberpriift. In B16F0-Zellen waren mindestens drei verschiedene
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Tyrosinase-Isoformen nachweisbar, wihrend nach Kultur in Tyrosin-armem RPMI zwei
Isoformen schwach exprimiert waren. Die Proteinmenge der im Western Blot detektierbaren
niedermolekularen Isoformen betrug abhidngig von den Kulturbedingungen der Zellen etwa
10-40 % der gesamt vorhandenen Tyrosinase. Es handelt sich vermutlich um nicht oder
unvollstindig glykosylierte Isoformen, da Tyrosinase in manchen Melanomzellinien
langsamer glykosyliert wird als in Melanozyten (Halaban, Cheng et al. 1997). Diese
Isoformen werden vor allem in amelanotischen Melanomzellen proteasomal abgebaut und

nicht vollstindig prozessiert (Halaban, Cheng et al. 1997).

Die Halbwertszeit von Tyrosinase in B16F0-Zellen betrug in der vorliegenden Arbeit etwa
2,5 Stunden. Sie erwies sich damit gegeniiber den fiir andere murine Zellinien publizierten
4, bzw. 12 Stunden als sehr niedrig (Halaban, Cheng et al. 1997; Martinez-Esparza, Jimenez-
Cervantes et al. 1997). Das heif3t, da3 aufgrund der geringen Halbwertszeit von Tyrosinase in
B16F0-Zellen nach 6 Stunden bereits etwa 80 % der zu einem gegeben Zeitpunkt in einer
Zelle vorhandenen Tyrosinase abgebaut ist. Hyperthermie von 30 Minuten bei 43°C fiihrte
nach 3 Stunden zu einer um etwa 50-70% erniedrigten Expression aller Tyrosinase-
Isoformen. Durch quantitative RT-PCR konnte gezeigt werden, dafl die Transkription von

Tyrosinase nach Hyperthermie verringert, doch nicht vollstédndig inhibiert ist.

Beim Abbau antigener Proteine konnen Peptide entstehen, die iiber MHC I-Komplexe an
T-Zellen prasentiert werden. Voraussetzung dafiir ist, dall das Protein proteasomal abgebaut
wird, wie fiir Tyrosinase bekannt ist (Halaban, Cheng et al. 1997; Mosse, Meadows et al.
1998). Auch nach Hyperthermie wird dieser Weg beschritten, wie die Anreicherung von
Tyrosinase bei Inhibition der Proteasomen unmittelbar nach Hyperthermie zeigt. Jedoch nicht
jedes Peptid, das dem proteasomalen Abbau entstammt, hat eine fiir die Bindung an MHC I-
Komplexe geeignete Sequenz. Solche Peptide entstehen vermutlich préaferentiell dann, wenn
das Proteasom die Untereinheiten LMP 2, LMP 7 und LMP 10 enthélt (Boehm, Klamp et al.
1997). Alle drei Untereinheiten werden in B16-Zelle nicht exprimiert (Seliger, Wollscheid et
al. 2001). Hitzeschockproteine binden Peptiden anders als MHC-Komplexe nicht
sequenzabhingig. Auch konnen Hitzeschockproteine langere Peptide binden als
MHC-Komplexe. Fiir die Bindung von Peptiden an Hitzeschockproteine sollte demzufolge
die Beteiligung von LMP 2, LMP 7 und LMP 10 nicht entscheidend sein. Jedoch ist bekannt,
dafl das Hitzeschockprotein HSP 90 Proteasomen, die keine LMP-Untereinheiten besitzen,
hemmen kann (Lu, Michaud et al. 2001). Der Effekt von HSP 90 wird durch den Proteasom-
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Aktivator PA 28 (11 S Regulator) aufgehoben (Lu, Michaud et al. 2001), der die Effizienz
der Proeasomen steigert und vermutlich bei der Generierung antigener Peptide wichtig ist
(Boehm, Klamp et al. 1997). B16-Zellen exprimieren unter normothermen Bedingungen
keine der beiden PA 28-Untereinheiten (Seliger, Wollscheid et al. 2001). In der vorliegenden
Arbeit wurde proteasomaler Abbau von Tyrosinase nach Hyperthermie nachgewiesen, so daf3
nicht von einer Hemmung der Proteasomen durch Hyperthermie-induzierte

Hitzeschockproteine ausgegangen werden muf3.

Die beim proteasomalen Abau der Tyrosinase nach Hyperthermie entstehenden Peptide
konnen im Zytosol der Zellen an HSP 72 und HSP 73 gebunden werden. Beide
Hitzeschockproteine werden nach Hyperthermie freigesetzt. Dendritische Zellen nehmen
Hitzeschockproteine der HSP 70-Familie Rezeptor-vermittelt auf und schleusen die an sie
gebundenen Peptide in den MHC I-Prisentationsweg. Treffen sie auf naive peptidspezifische
T-Zellen, konnen sie diese 1iber costimulatorische Proteine aktivieren. Bei der
experimentellen Untersuchung der Antigenprésentation benétigt man man T-Zell-Klone, die
gegen Peptide des untersuchten Proteins spezifisch sind, um eine ausreichend starke mef3bare
T-Zell-Antwort zu erhalten. Ein solcher H-2K"- oder H-2Db-restringierter T-Zell-Klon gegen

murine Tyrosinase ist in der Literatur nicht beschrieben.

4.3.2 TAP-Expression nach Hyperthermie
Neben Proteinen der HSP 70-Familie kdnnen auch jene der HSP 90-Familie Peptide binden.

Auch sie sind in der Lage, nach Freisetzung antigenprisentierende Zellen zu aktivieren und
nach Endozytose die gebundenen Peptide in den MHC I-Priasentationsweg der
antigenprisentierenden Zelle zu schleusen. Die Bindung von Peptiden an das in der Regel im
endoplasmatischen Retikulum lokalisierte GP 96 erfordert ihren Transport durch die
ER-Membran, der in der Regel iiber den TAP-Transporter geschieht. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob B16F0-Zellen nach Hyperthermie die beiden

Untereinheiten des TAP-Transporters exprimieren.

Die Transkription von streBinduzierbaren Hitzeschockgenen wird durch die Trimerisierung
des Transkriptionsfaktors HSF 1 und anschlieBende Bindung des HSF 1-Trimers an
Hitzeschockelemente im Promotor induziert (Kroeger, Sarge et al. 1993). HSF 1-induzierte
Transkription erfordert die Bindung zweier Trimere, wobei zur Bindung des zweiten Trimers

ein unvollstindiges Hitzeschockelement aus ein oder zwei (invers zueinander angeordneten)
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Wiederholungen des NGAAN-Motivs genligt (Kroeger, Sarge et al. 1993). Das im
bidirektionalen Promotor von tap 1 und Imp 2 (TAP = Transporter assoziiert mit Antigen-
Prozessierung, LMP = low molecular weight polypeptide) nahe den multiplen
Transkriptionsstartstellen von tap 1 gefundene Hitzeschockelement weist insgesamt vier
NGAAN-Motive auf, deren zweites und viertes invers angeordnet sind (Abbildung 32).
Damit ist eine Bindung zweier HSF 1-Trimere mdglich, von denen eines mit niedriger
Affinitit gebunden wird, da nur eine von drei Bindungsstellen vorhanden ist. Der
Transkriptionsfaktor HSF 2, fiir dessen Bindung Hitzeschockelemente aus drei NGAAN-
Motiven ausreichen, kann nach Hitzeschock keine Transkription von Hitzeschockgenen
induzieren, da das Protein aufgrund einer Konformationsinderung in wéssriger Umgebung

unloslich wird (Mathew, Mathur et al. 2001).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten B16F0-Zellen transkribieren kein tap 1. In
2 von 4 Versuchen wurde unter verschiedenen Bedingungen tap 2 transkribiert. Es blieb
unklar, wovon die instabile tap 2 Transkription abhing. Andere Autoren beschrieben eine
konstitutive Transkription von tap 2, die jedoch nicht zur Expression des Proteins fiihrte
(Seliger, Wollscheid et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 das
Hitzeschockelement im tap 1-Promotor nach Hyperthermie die Transkription von tap 1
induziert. Da auch Homodimere aus TAP 1 in der Lage sind, bestimmte Peptide zu
transportieren (Hosken and Bevan 1992; Gabathuler, Reid et al. 1994), besteht somit die
Moglichkeit, daB die beim Abbau der Tyrosinase entstehenden Peptide in das
endoplasmatische Retikulum gelangen. Es wire jedoch wichtig, die Expression von TAP 1
und TAP 2 auch auf Proteinebene zu untersuchen, da nach Hyperthermie die Translation der
mRNAs inhibiert sein konnte. Ob Peptide, die dem proteasomalen Abbau
melanomassoziierter Antigene entstammen, von TAP 1-Homodimeren transportiert werden
konnen, bleibt noch im Einzelnen zu kldren. Die zytosolischen HSP 72 und HSP 73 kénnen
mit den Proteinen des TAP-Transporters, welche Peptide aus dem Zytosol in das
endoplasmatische Retikulum transportieren, assoziiert sein und die Aktivitit des TAP-
Transporters erhohen (Chen and Androlewicz 2001). Ob das Hitzeschockprotein mit TAP 1
oder TAP 2 assoziiert, ist nicht bekannt.

In MHC I-defizienten Tumorzellen konnen die transportierten Peptide an das
Hitzeschockprotein GP 96 gebunden werden. Eine TAP-unabhéngige Bindung von Peptiden
an GP 96 wurde fiir bestimmte Peptide beschrieben (Arnold, Wahl et al. 1997), wéhrend
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andere Peptide nur TAP-abhingig in das endoplasmatische Retikulum gelangen konnen
(Arnold, Wahl et al. 1997; Lammert, Arnold et al. 1997). Nach der Freisetzung von GP 96
nach Hyperthermie gelangen die antigenen Peptide so zu Dendritischen Zellen. Diese konnen
GP 96-gebundene Peptide in ihren MHC I-Prasentationsweg schleusen und so

peptidspezifische zytotoxische T-Zellen aktivieren.

4.3.3 MHC I-Expression nach Hyperthermie

Tumorspezifische zytotoxische T-Zellen, die von antigenprédsentierenden Zellen aktiviert
wurden, konnen Tumorzellen lysieren, die auf MHC I-Komplexen die Peptide présentieren,
auf die die T-Zellen spezifisch reagieren. Tumorzellen, die kein MHC I exprimieren, konnen

von den zytotoxischen T-Zellen nicht erkannt werden und werden daher nicht getotet.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten B16F0-Zellen préasentieren kein MHC auf ihrer
Membran. Auch nach Zugabe MHC I-bindender Peptide oder nach Kultur der Zellen bei
erniedrigter Temperatur sind keine MHC I-Komplexe auf ihrer Oberfliche nachweisbar.
Durch Zugabe MHC I-bindender Peptide und durch Kultur bei niedrigeren Temperaturen
konnen leere MHC I-Komplexe, d.h. MHC-Komplexe, die kein Peptid gebunden haben, auf
der Membran stabilisert und so vor ihrem Abbau geschiitzt werden. Bei B16F0 kann davon
ausgegangen werden, daBl keine leeren MHC I-Komplexe auf der Membran sind. Zum
Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit galten B16-Zellen als MHC-I prisentierend
(wenn auch schwach) und es waren zytotoxische T-Zell-Reaktionen gegen B16 nachgewiesen
worden (Bloom, Perry-Lalley et al. 1997; Dyall, Bowne et al. 1998; Overwijk, Tsung et al.
1998). Auch konnte in Versuchen zur Tumorvakzination eine erfolgreiche T-Zell-Antwort
gegen das B16-Melanom induziert werden (DeMatos, Abdel-Wahab et al. 1998). Die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene funktionelle MHC I-Defizienz der Zellen wurde im
vergangenen Jahr auch von anderen Gruppen beobachtet (Seliger, Harders et al. 1998; Peter,
Mezzacasa et al. 2001). Die zuvor nachgewiesenen T-Zell-Reaktionen gegen das
B16-Melanom konnten auf einer lokal oder systemisch erhéhten IFNy-Konzentration im

Rahmen einer TH 1-Antwort beruhen, die die MHC I-Produktion der B16-Zellen induziert.

Die MHC I-Expression von B16F0-Zellen ist durch IFNy induzierbar, so dafl davon
ausgegangen werden kann, daB3 der verminderten Expression nicht eine Mutation in den
MHC I-Genen zugrunde liegt. IFNy induziert iiber die Transkriptionsfaktoren IRF 1 und
IRF 2 nicht nur die Transkription der MHC Ia-Kette, sondern auch des ebenfalls im
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MHC-Komplex enthaltenen P2-Mikroglobulin, der LMP Proteasom-Untereinheiten und
beider Untereinheiten des TAP-Transporters. Diese Proteine werden alle fiir die Présentation
antigener Peptide auf der Zellmembran benétigt. Das Fehlen eines dieser Proteine kann auch
bei vorliegender Translation der MHC la-Kette eine funktionelle MHC I-Defizienz zur Folge
haben (Gabathuler, Reid et al. 1994).

Die MHC I-Expression der B16F0-Zellen ist nicht hitzeinduzierbar. Eine nach IFNy-
Stimulation bereits vorhandene MHC I-Prédsentation wird durch anschlieBende Hyperthermie
reduziert, doch nicht vollstindig inhibiert. Da bei gleichzeitger Behandlung mit IFNy und
Hyperthermie eine deutliche, wenn auch verglichen mit IFNy alleine niedrigere MHC I-
Préasentation auf der Membran stimulierbar war, erscheint eine Kombinationstherapie aus
Hyperthermie und gleichzeitiger IFNy-Gabe sinnvoll. AuBler IFNy induzieren auch IFNa,
IFNB, IL 12 sowie TNFo die Expression von MHC I auf der Membran (Garbe and
Krasagakis 1993). IFNa, IL 12 und TNFa werden in der Therapie von Melanomen bereits
eingesetzt und fithren zu einer Verlangerung der rezidivfreien Zeit (Nashan and Luger 2001).
TNFa wird zusammen mit Chemotherapeutika in der hyperthermen Extremitdtenperfusion
von Melanomen verwendet (Nashan and Luger 2001). Es inhibiert jedoch die Expression
von Tyrosinase und anderen Melanom-assoziierten Antigenen (Martinez-Esparza, Jimenez-
Cervantes et al. 1998) und ist daher fiir eine Therapie mit dem Ziel der T-Zell-Stimulation
weniger gut geeignet, als die Interferone, die keinen Einflul} auf die Antigenexpression haben
(Garbe and Krasagakis 1993). Interferone konnen sowohl lokal (subkutane tumornahe oder
intratumorale Applikation) als auch systemisch (orale oder intravendse Applikation)
eingesetzt werden. IL 12, das die IFNy-Sekretion steigert, wird gegenwirtig in der klinischen
Anwendung noch evaluiert. In Abbildung 40 ist dargestellt, wie Interferon- oder IL12-

Therapie in Kombination mit Hyperthermie eine T-Zell-Stimulation bewirken koénnte.

Das vollstindige Fehlen der MHC I-Expression bei einigen Melanomzellinien konnte
Resultat der langjdhrigen in vitro Kultur und der Selektion auf maximale Malignitét sein.
Vollstindig MHC I-negative Melanome sind bei Patienten selten (Geertsen, Hofbauer et al.
1998; Johnsen, France et al. 1998; Geertsen, Boni et al. 2002). Daher wurde an einem
konstitutiv. MHC I-exprimierenden Tumoruntersucht, ob Hyperthermie die MHC I-
Préasentation beeinfluflit. Als Modelltumor wurde das RMA-T-Zell-Lymphom des Thymus
gewihlt. RMA-Zellen exprimieren die MHC I-Allele H-2D" und H-2K". Die Zahl der H-2D"-
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prasentierenden Zellen war unmittelbar nach Hyperthermie unverdndert, doch 90 Minuten
nach Hyperthermie deutlich erniedrigt. Auch die Stiarke der H-2D"-Priisentation der weiterhin
positiven Zellen sank 90-180 Minuten nach Hyperthermie. Zugrunde liegt wahrscheinlich ein
verminderter Transport neuer MHC I-Komplexe auf die Membran, denn MHC I-Komplexe
haben auf der Zellmembran eine kurze Halbwertszeit und werden anschlieBend internalisiert
(Dasgupta, Watkins et al. 1988; Vega and Strominger 1989). Ursache konnte die
Denaturierung der im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten, nicht an Peptide
gekoppelten MHC Ia-Ketten sein, da MHC-Komplexe, wenn sie keine Peptide gebunden
haben, hitzelabil sind (Reich, Altman et al. 1997; Batalia, Kirksey et al. 2000; Owen and
Pease 2001). Die Antigen-Prisentation mittels H-2K® hingegen ist bereits unmittelbar nach
Hyperthermie deutlich erniedrigt und bleibt in den folgenden 180 Minuten unveridndert. In
diesem Fall kann man von der Denaturierung sowohl der auf der Membran befindlichen
Komplexe, als auch einer reduzierten Prasentation neuer Komplexe und damit auch von einer
schlechten Prisentation der durch Hyperthermie entstehenden Antigenen Peptide ausgehen.
Eine reduzierte MHC I-Priasentation nach Hyperthermie ist auch fiir andere Tumorzellinien
bekannt (Dressel, Elsner et al. 2000). Sie fiihrt jedoch nicht zwangsldufig zu einer
verminderten zytotoxischen T-Zell-Reaktion gegen die Tumorzellen (Dressel, Elsner et al.
2000). Andere Autoren fanden eine verstirkte MHC I-Prasentation bei Fibroblasten nach
Langzeitkultur iiber mehrere Tage bei 39°C (Aboud, Segal et al. 1992). Moderate
Hyperthermie kann demzufolge einen positiven Effekt auf die MHC I-Prsentation habeb.
Doch nicht nur die Expressionsstiarke von MHC I-Komplexen dndert sich nach Hyperthermie.
Hyperthermie vermindert auch die laterale Diffusion von MHC I-Komplexen (Mehdi and
Hahn 1990). Damit wird zytotoxische Reaktion gegen eine MHC I-prisentierende
Tumorzelle erschwert, da diese mit der Bindung mehrerer MHC [-Komplexe an die
Rezeptoren der T-Zelle beginnt. Bei Tumoren, die wie das B16F0-Melanom nur schwach
oder gar nicht MHC I exprimieren, ist nach Hyperthermie ein vollkommenes Fehlen der
MHC I-Prisentation zu erwarten, so daB in den ersten Stunden nach Hyperthermie eine
zytotoxische Reaktion gegen den Tumor unwahrscheinlich ist. Die MHC I-Présentation ist
jedoch 24 Stunden nach Hyperthermie nicht mehr beeintrichtigt. Die Moglichkeit, bei
MHC I-exprimierenden Tumren durch Hyperthermie eine zytotoxische T-Zell-Reaktion
gegen den Tumor zu induzieren, ist daher von der Kinetik des crosspriming der Dendritischen

Zellen und der Aktivierung der T-Zellen abhédngig. Hier sind weitere Untersuchungen nétig.
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Es bleibt weiterhin zu klidren, ob neben MHC I andere Proteinkomplexe des MHC I-

Préasentationsweges durch Hyperthermie inhibiert werden.
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Abbildung 40: MHC I-Expression nach Hyperthermie

Bei konstitutiv MHC I-exprimierenden Zellen inhibiert Hyperthermie den Transport neuer MHC I-
Komplexe auf die Membran. Die funktionelle MHC I-Defizienz bei Bl6F0-Zellen kann durch
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IFNy-Gabe nach  Hyperthermie  durchbrochen  werden. Daher empfiehlt sich eine
Kombinationstherapie aus Interferonen oder IL 12 und Hyperthermie.

4.4 Expression von Markern fiir NK-Zellen und y06 T-Zellen nach HT

NK-Zellen sind wesentlich fiir die Immunabwehr MHC I-defizienter Tumore. Sie erkennen
das Fehlen der MHC I-Préisentation. Um eine zytotoxische Reaktion auszuldsen, wird noch
ein zweites Signal in Form NK-Zell aktivierender Proteine auf der Zellmembran bendtigt.
Eine Vielzahl solcher Marker ist bekannt. Im Rahmen der Hitzeschockantwort ist von
besonderem Interesse, daB} fiir einige Tumorzellinien die Expression von HSP72 und GP96
auf der Zellmembran beschrieben ist (Ferrarini, Heltai et al. 1992; Kim, Nelson et al. 1995;
Altmeyer, Maki et al. 1996; Multhoff 1997; Multhoff, Botzler et al. 1997; Robert, Menoret et
al. 1999). Die Hitzeschockproteine werden dort von NK-Zellen und yd T-Zellen erkannt. In
der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daB auf der Membran von B16F0-Zellen beide
Hitzeschockproteine weder vor noch nach Hyperthermie nachweisbar sind. Eine gegen die
Hitzeschockproteine gerichtete NK-Zell- oder y5-T-Zell-Antwort auf B16F0-Zellen ist somit
auszuschlieBen. Andere NK-Zellen und 7¢3-T-Zellen stimulierende Marker sind beim

B16-Melanom nicht bekannt.

Ein weiterer y3-T-Zellen aktivierender Marker ist das nicht-klassiche MHC I Qa-1°. Es ist
ubiquitdr exprimiert und prisentiert vorrangig die Signalpeptide der klassischen MHC I-
Molekiile. Qa-1° konnte auf auf 2-3 % der B16F0-Zellen nachgewiesen werden. Da jedoch
B16F0-Zellen keine MHC la-Ketten synthetisieren, ist davon auszugehen, daB3 keine oder
andere Peptide an das Qa-1° gebunden sind. Da die fehlende Peptidbindung die Stabilitit der
Molekiile beeintrichtigen kénnte, wurde die Qa-1°-Expression nach Hyperthermie am
MHC I-exprimierenden RMA-T-Zell-Lymphom des Thymus untersucht. Nach Hyperthermie
stieg die Zahl der Qa-lb-exprimierenden RMA-Zellen von an, wiahrend ie Expressionsstérke
der einzelnen Zellen zugleich deutlich abnahm. Da aber auch nach Hyperthermie ein
deutlicher Unterschied der Qa-1°-positiven Zellen zu den negativen Zellen zu sehen war, ist
von einer ausreichenden Présentation der einzelnen Zellen bei einer hoheren Zahl
prisentierender Zellen auszugehen. Hyperthermie kann also auf dem Weg iiber die Qa-1°-

Prisentation yd T-Zellen zu einer zytotoxischen Reaktion gegen den Tumor stimulieren.

Auf NK-Zellen hingegen wirkt Qa-1° inhibitorisch, wenn es das Signalpeptid Qdm der
MHC la-Ketten présentiert. Da B16F0-Zellen kein MHC I und damit kein Qdm bilden,
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spielt die Qdm-vermittelte Inhibition von NK-Zellen im Falle des B16-Melanoms jedoch
keine Rolle. In einer Kombinationstherapie des B16F0-Melanomos mit IFNy und
Hyperthermie muf3 jedoch von der Priasentation des Qdm-Peptids durch Qa-1° ausgegangen
werden. In diesem Fall diirfte die Inibition der NK-Zellen die Folge sein. Daher konnte

Hyperthermie in Kombination mit Interferontherapie eine zytotoxische NK-Zell-Reaktion auf

das B16-Melanom verhindern.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob regionale Hyperthermie von Melanomen
eine spezifische Immunantwort auf diesen Turmor induzieren oder verstirken kann, um
Ansatzpunkte fiir eine Kombination aus Hyperthermie und Immuntherapie zu entwickeln. Als
Modell wurde das murine B16F0-Melanom der C57L/6-Maus gewdhlt, da es in syngene
Maiuse transplantierbar ist und einige Melanozyten-Differenzierungs-Antigene exprimiert, die
auch bei Menschen in der Immunantwort auf Melanome eine wesentliche Rolle spielen.

Zudem ist es durch eine Fiille von Publikationen gut definiert.

In der Zellkultur zeigte sich, dal Hyperthermie von B16F0-Zellen bis 41°C im Vergleich zu
unbehandelten Zellen keinen EinfluB3 auf Zelltod und Hitzeschockexpression hat. Auch die
Phagozytose von Zelldebris der Tumorzellen durch Dendritische Zellen nimmt nicht zu. Es
ist daher davon auszugehen, dal Hyperthermie von B16F0-Zellen bis 41°C in der T-Zell-
Stimulation durch Dendritische Zellen keine Wirkung hat. Werden die B16F0-Zellen bei
43°C hyperthermiert, so sterben etwa 20 % der Zellen apoptotisch oder nekrotisch und es
werden Hitzeschockproteine freigesetzt. Dendritische Zellen phagozytieren den Debris der
hyperthermierten B16F0-Zellen, welcher die nach Hyperthermie verstirkt gebildeten
Hitzeschockproteine HSP 72, HSP 73 und GP 96 enthélt. Die daran gebundenen Peptide der
nach Hyperthermie abgebauten Tyrosinase konnen von den Dendritischen Zellen an
T-Zellen présentiert werden. Da Dendritische Zellen durch Hitzeschockproteine aktiviert

werden, konnen sie wiederum peptidspezifische T-Zellen aktivieren.

Im Mausmodell der regionalen Hyperthermie konnte in der vorliegenden Arbeit kein
reduziertes Wachstum des B16F0-Melanoms nach Hyperthermie nachgewiesen werden. Es
wurde auch keine verstirkte Migration von Leukozyten nach Hyperthermie in die schwach
infiltrierten Tumore gefunden. Betrachtete man die MHC-Présentation und die Phagozytose-
Aktivitit der antigeprdsentierenden Zellen, so war keine Verdnderung zu sehen. Beim
Transfer markierter T-Zellen aus immunisierten Mausen in tumortragende Tiere zeigte sich
eine verminderte Proliferation dieser Zellen in den efferenten Lymphknoten der Tiere, die
nach Hyperthermie nicht stieg. Zusammenfassend 146t sich sagen, daB3 nach Hyperthermie
keine Induktion einer Immunantwort gegen den Tumor nachgewiesen werden konnte. Da das
B16-Melanom sehr schnell wichst, war das Zeitfenster, in dem die Immunstimulation

untersucht werden konnte, sehr klein. Die vollstindige Ausbildung einer T-Zell-Reaktion
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dauert mindesten 9 Tage. Die Synthese von Antikorpern kann man sogar erst nach etwa
14 Tagen messen. Daher wurde im folgenden in Zellkulturexperimenten untersucht, ob die
Hyperthermie die Bildung und die Prédsentation antigener Peptide beeinfluf3t, um so die Frage
zu beantworten, ob de Stimulation einer T-Zell-Reaktion durch regionale Hypertehrmie

moglich ist.

Als Modellantigen wurde Tyrosinase gewéhlt, da dieses Antigen in der T-Zell-vermittelten
Immunantwort auf Melanome beim Menschen eine wichtige Rolle spielt. Es konnte gezeigt
werden, dafl die Transkription von Tyrosinase nach Hyperthermie erniedrigt, aber nicht
vollstidndig inhibiert ist. Vorhandene Tyrosinase wird proteasomal abgebaut, so da3 von der
Produktion antigener Peptide ausgegangen werden kann. Daher kann man folgern, daf3
Hyperthermie zur Bildung antigener Peptide eines wichtigen T-Zell-Antigens der Melanome

fuihrt.

Es konnte zudem gezeigt werden, dal B16F0-Zellen konstitutiv keine der beiden
Untereinheiten des TAP-Transporters bilden, der die antigenen Peptide in das
endoplasmatische Retikulum transportiert, wo sie an MHC la-Ketten gebunden werden
konnen. Bei Analyse des bidirektionalen Promotors von tap 1 und Imp 2, einer Untereinheit
der Proteasomen, wurde ein Hitzeschockelement gefunden. Nach Hyperthermie konnte
Transkription von tap 1, nicht jedoch von tap 2 nachgewiesen werden. Ob die nachgewiesene
mRNA translatiert wurd, bleibt zu kldren, ebenso ob ein TAP 1-Homodimer die aus
Tyrosinase entstehenden antigenen Peptide transportiert. Ohne diesen Transport konnen die
Peptide nicht zur MHC la-Kette oder zu den im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten

Hitzeschockproteinen gelangen.

Neben der Expression des TAP-Transporters wurde auch die Expression der
MHC I-Komplexe auf der Membran untersucht. B16F0-Zellen exprimieren konstitutiv kein
MHC 1. Auch nach Hyperthermie war keine MHC I-Expression nachzuweisen. Um den
Einflu} der Hyperthermie auf die MHC I-Expression weitergehend zu untersuchen, wurde
das RMA-T-Zell-Lymphom des Thymus verwendet, das ebenfalls der C57BL/6-Maus
entstammt und konstitutiv MHC I exprimiert. Hyperthermie fiihrte zur verminderten MHC I-
Expression, die vermutlich auf einem reduzierten Transport neuer Komplexe auf die
Membran beruht. Im Fall des Allels H-2Kb werden wahrscheinlich auch jene MHC I-
Komplexe abgebaut, die sich zum Zeitpunkt der Hyperthermie bereits auf der Membran

befinden. Es ist also davon auszugehen, dal nach Hyperthermie auf Tumorzellen eine



Zusammenfassung 103

verminderte Antigenprédsentation stattfindet, die den Zellen hilft, der Immunantwort zu

entgehen.

Stimuliert man B16F0-Zellen mit IFNy, so exprimieren sie MHC [-Komplexe auf der
Zellmembran. Zwar ist die Prdsentation weniger stark, wenn die Zellen unmittelbar vor der
IFNy-Stimulation hyperthermiert werde, doch sie ist weiterhin vorhanden. Daher sollte eine
IFNy-Therapie bei Tumoren mit funktioneller MHC I-Defizienz, die unmittelbar nach einer
regionalen Hyperthermie erfolgt, die Prdsentation der gebildeten T-Zell-Peptide auf den
Tumorzellen induzieren. Tumorspezifische T-Zellen, die nach Hyperthermie von
Dendritischen Zellen aktiviert wurden, welche Hitzeschockproteine mit daran gebundenen
Peptiden aufgenommen haben und nun die Peptide prisentieren, konnen diese Tumorzellen

erkennen und lysieren.

Zusmmenfassend 1468t sich sagen, dal Hyperthermie zur Stimulation tumorspezifischer
T-Zellen fithren kann, wenn eine Mindesttemperatur iiberschritten wird. Diese betrdgt beim
B16-Melanom 43°C. Da jedoch das B16-Melanom keine MHC I-Komplexe exprimiert,
konnen aktivierte tumorspezifische T-Zellen die Tumorzellen nicht erkenen und somit nicht
lysieren. Ein moglicher Weg, die MHC I-Expression von B16F0-Zellen zu stimulieren, wire
die Therapie mit IFNy unmittelbar nach Hyperthermie. Alternativ konnten IFNa oder IL 12
eingesetzt werden, die beide in der Melanomtherapie verwendet werden und zu einer
Verlidngerung der rezidivfreien Zeit bei Melanompatienten fithren. Zudem wére eine lokale
Therapie des Tumors mit dem Zytokin GM-CSF sinnvoll (granulocyte macrophage colony
stimulating factor), das die Migration von Dendritischen Zellen in den Tumor induziert, um

die Aunahme von Tumorzelldebris nach Hyperthermie zu verstarken.

Bei der Anwendung der regionalen Hyperthermie bleibt zu beachten, da3 es Hinweise auf die
verstirkte Metastasierung von Tumore nach Hyperthermie gibt. Daher ist die Untersuchung
der Metastasierung in dem in der vorliegenden Arbeit etablierten Mausmodell der regionalen
Hyperthermie des B16-Melanoms von entscheidender Bedeutung. Diese Fragestellung wird

derzeit innerhalb der Arbeitsgruppe bearbeitet.



