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Für meine lieben Eltern. 



 

 
 

“We shall go on to the end, we shall fight in France, we 

shall fight on the seas and oceans, we shall fight with 

growing confidence and growing strength in the air, we 

shall defend our island, whatever the cost may be, we 

shall fight on the beaches, we shall fight on the landing 

grounds, we shall fight in the fields and in the streets, we 

shall fight in the hills we shall never surrender…” 

 

Winston Churchill
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1. Einleitung 

1.1 Geschichte der Hitzeschockproteine 

Ritossa entdeckte die hitzeabhängige Transkription einiger Gene in Drosophila 

melanogaster (Ritossa 1962, 1996). Diese Transkription konnte auch durch Infektion,  

Nahrungsmangel, Strahlung und Toxine ausgelöst werden (Ashburner 1970). 

Schließlich wurden die korrespondierenden Proteine (insbesondere ein 70 kDa 

Protein), die man „Hitzeschock-“ oder „Zellstressproteine“ nannte, identifiziert (Mirault 

et al. 1977; Moran et al. 1978; Tissiéres et al. 1974). Diese Proteine waren nicht nur in 

Drosophila melanogaster, sondern auch in weiteren Lebewesen vorhanden (Johnston 

et al. 1980; Key et al. 1981; Tilly et al. 1983). Es bestand eine Homologie der 

Hitzeschockproteine in den verschiedenen Spezies (Bardwell und Craig 1984). Man 

konnte feststellen, dass die Aufgabe der Hitzeschockproteine darin bestand 

stressbedingt denaturierte Proteine zu entfalten (Ananthan, Goldberg und Voellmy 

1986; Hemmingsen et al. 1988; Hightower 1980; Pelham 1984). In diesem 

Zusammenhang entstand der Begriff der „Chaperone“. Zudem stellte sich heraus, dass 

Hitzeschockproteine auch stressunabhängig Proteine entfalten und weitere Aufgaben 

wie Proteintransport zwischen Zellorganellen, Stabilisierung von Zellorganellen und 

Kontrolle regulatorischer Proteine besitzen (Bukau, Weissman und Horwich 2006; 

Hartl 1996; Jäättelä 1999; Lindquist und Craig 1988). Daher wurde der Begriff des 

„Housekeeping“ geprägt. In der Folge konnte man Hitzeschockproteine auch im 

Extrazellulärraum (Hightower und Guidon 1989; Pockley et al. 1999; Pockley, 

Shepherd und Corton 1998) und der Zellmembran finden (Multhoff et al. 1995; Multhoff 

und Hightower 1996) und es verdeutlichte sich, dass sie eine enorme Bedeutung für 

Physiologie und Pathologie besitzen (Ciocca und Calderwood 2005; Pockley, 

Henderson und Multhoff 2014; Qu et al. 2015). 

1.2 Hitzeschockprotein 70-Familie 

Durch die fortlaufende Entdeckung neuer Hitzeschockproteine wurde eine einheitliche 

Nomenklatur und Einteilung notwendig. Dies erfolgte zunächst für die Hsp70 

(Hitzeschockprotein 70)-Familie (Tavaria et al. 1996). Schließlich wurden auch die 
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anderen 5 Hitzeschockproteinfamilien integriert, so dass derzeit folgende Nomenklatur 

und Einteilung gilt: Hsp110 (HSPH (Hitzeschockprotein H), 4 Mitglieder), Hsp90 

(HSPC, 5), Hsp70 (HSPA, 13), Hsp40 (DNAJ), ca. 40), kleine Hsp (HSPB, 11), 

Hsp60/10 (HSPD/E, 2) und CCT (Chaperonin Containing Tailless Complex 

Polypeptide, 9) (Kampinga et al. 2009). Die 13 Proteine der Hsp70-Familie 

entstammen einem Multigenkomplex, welcher 17 Gene und 30 Pseudogene umfasst 

(Brocchieri et al. 2008). Die Hsp70-Familie ist in allen Lebewesen vorhanden, umfasst 

die meistkonservierten Proteine der Evolution und wird daher für 

Verwandtschaftsanalysen benutzt (Gupta und Singh 1994; Hunt und Morimoto 1985). 

Die Hsp70-Familie existierte in ähnlicher Form bereits in der Urzelle „LUCA“ (Last 

Universal Common Ancestor, (Glansdorff 2000)). Die Gliederung der humanen Hsp70-

Familie zeigt Tab. 1. 

Gen- 
name 

Protein-
name 

alte 
Namen 

Lokali-
sation 

Chro- 
mo- 
som 

Homologie 
HSPA1A 
(% As) 

Stressin-
duzierbar- 
keit 

Gewebe- 
expression 

HSPA1A HSPA1A 
Hsp70-1, 
Hsp 70-1a, 
Hsp72 

Zy, Nu, 
Zm, Ex 

6 100 ja ubiquitär 

HSPA1B HSPA1B 
Hsp70-1, 
Hsp70-1b, 
Hsp70-2 

Zy, Nu, 
Ex 

6 99 ja ubiquitär 

HSPA1L HSPA1L 
Hsp70-1L, 
Hum70t 

Zy, Nu 6 91 nein Hoden 

HSPA2 HSPA2 Hsp70.2 
Zy, Nu, 
Zm, Ex 

14 84 nein 
Gehirn, 
Hoden 

HSPA5 HSPA5 
Hsp70-5, 
Bip, Grp78 

ER, Ex 9 64 nein ubiquitär 

HSPA6 HSPA6 
Hsp70-6, 
Hsp70B` 

Zy, Ex 1 85 ja Blutzellen 

HSPA7 HSPA7 
Hsp70-7, 
Hsp70B 

Ex 1 gering nein ? 

HSPA8 HSPA8 

Hsp70-8, 
Hsc70, 
Hsp71, 
Hsp73 

Zy, Nu, 
Zm, Ex 

1 86 nein ubiquitär 

HSPA9 HSPA9 

Hsp70-9, 
Mot, 
Grp75, 
MtHsp70 

Mi, Nu 5 52 nein ubiquitär 

HSPA12A HSPA12A Hsp70-12A Zy, Ex 10 gering nein 
Gehirn, Mus-
kel, Niere 

HSPA12B HSPA12B Hsp70-12B Zy, Ex 20 gering nein 
Herz, Leber, 
Muskel 

HSPA13 HSPA13 Hsp70-13 
ER, Ex, 
Mi 

21 gering nein ubiquitär 

HSPA14 HSPA14 Hsp70-14 Zy, Zm 10 gering ja 
dendritische 
Zellen 

Tab. 1: Gliederung der humanen Hsp70-Familie. As=Aminosäuresequenz, Bip=Binding Immunoglobulin 

Protein, ER=endoplasmatisches Retikulum, Ex=Exosomen, Grp=Glucose-related Protein, Hsc= Heat 

Shock Cognate, Hum=Human, Mi=Mikrosomen, Mot=Mortalin, Mt=Mitochondrial, Nu=Nucleus, 

Zm=Zellmembran, Zy=Zytosol (geändert nach Radons 2016). 
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Aus Tab. 1. ist folgendes zu entnehmen bzw. zu ergänzen: Die Vertreter der Hsp70-

Familie unterscheiden sich im Wesentlichen bezüglich Lokalisation, 

Aminosäuresequenz, Stressinduzierbarkeit und Gewebeexpression. HSPA1A und 

HSPA1B sind die mit Abstand bekanntesten und meistuntersuchten Proteine der 

Familie und werden in den folgenden Kapiteln ausführlich besprochen. HSPA1L und 

HSPA2 spielen nur im Gehirn und Hoden eine Rolle (Daugaard et al. 2007). HSPA5 

ist der Housekeeper des endoplasmatischen Retikulums (Munro and Pelham 1986), 

welches es mit einer Lokalisationssequenz erreicht und dort mit einer 

Retentionssequenz verbleibt (Munro and Pelham 1987). HSPA6 wird nur in Blutzellen 

stressinduzierbar exprimiert (Leung et al. 1990). HSPA7 galt lange als Pseudogen mit 

hoher Homologie zu HSPA6 (Leung et al. 1992; Parsian et al. 2000), neue 

Untersuchungen deuten jedoch auf ein echtes Gen hin (Brocchieri et al. 2008). HSPA8 

stellt den zytosolischen Housekeeper dar (Dwornczak und Mirault 1987). Selbige 

Aufgabe wird im Mitochondrium durch HSPA9 übernommen, wobei dieses 

Kompartment ähnlich wie bei HSPA5 durch eine Lokalisationssequenz betreten wird 

(Mizzen et al. 1989). HSPA12A, HSPA12B, HSPA13 und HSPA14 gelten als neuere 

und noch weitgehend unbekannte Mitglieder der Familie, wobei HSP12A und HSP12B 

eine atypische ATPase-Domaine (Adenosintriphosphat) besitzen (Han et al. 2003). Im 

Gegensatz dazu zeigen die anderen Hitzeschockroteine im Wesentlichen folgenden 

Aufbau: N-terminale Nukleotidbindedomaine (ATPase, konserviert), Mittelregion, 

Substratbindedomäne (konserviert), C-terminale Region mit EEVD (E=Glutamat, 

V=Valin, D=Aspartat)-Motiv (variabel) zur Bindung von weiteren Hitzeschockproteinen 

und Cochaperonen (Bukau, Weissman und Horwich 2006; Hartl 1996) (Abb. 1). 
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Abb. 1: Struktur der Hitzeschockprotein 70-Familie. EEVD=EEVD (E=Glutamat, V=Valin, D=Aspartat)-

Motiv, HSP=Hitzeschockprotein, KDEL=KDEL (K=Lysin, D=Aspartat, E=Glutamat, L=Leucin)-

Retentionssequenz des ER, LOK=Lokalisationssequenz des ER, NBD=Nukleotidbindedomäne, 

SBD=Substratbindedomäne, VAR=variable Region (geändert nach Daugaard et al. 2007). 

1.3 Intrazelluläres Hitzeschockprotein 70 

HSPA1A (Hsp70-1a) und HSPA1B (Hsp70-1b) sind die wichtigsten 

stressinduzierbaren Proteine der Hsp70-Familie, unterscheiden sich nur durch 2 

Aminosäuren (damit gegenseitig austauschbar und unter Hsp70-1 zusammengefasst) 

und ihre Genloci sind direkt benachbart auf Chromosom 6 anzutreffen (Milner und 

Campbell 1990; Wu, Hunt und Morimoto 1985). Im Folgenden werden beide Proteine 

unter Hsp70 zusammengefasst. Die Expression von Hsp70 erfolgt in allen Geweben 

und übersteigt dort die der anderen Proteine der Hsp70-Familie deutlich, wobei das 

Protein im Zytosol und Nucleus anzutreffen ist (Daugaard et al. 2007). Es folgt dem 

klassischen Aufbau der Hsp70-Familie und besteht aus einer 44 kDa 

Nukleotidbindedomäne und einer 28 kDa Substratbindedomäne (Flaherty, DeLuca-

Flaherty und McKay 1990; Zhu et al. 1996). Zellen mit Hsp70-Knockout sind 

lebensfähig, aber sehr stressanfällig (Daugaard et al. 2007) 

Die Hauptaufgabe von intrazellulärem Hsp70 ist die Aufrechterhaltung der 

Proteinhomeostase (Proteostase) durch Verhinderung der Aggregation 

(Proteotoxizität) von ungefalteten oder fehlgefalteten Proteinen (Bukau, Weissman 

und Horwich 2006; Hartl 1996; Jäättelä 1999). Dies erreicht Hsp70 durch seine 

Proteinentfaltungsfähigkeit („Unfoldase“) (Sharma et al. 2010). Hsp70 übernimmt 
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zudem weitere bereits unter 1.1.1 aufgeführte Aufgaben. Die Entfaltung von nicht 

korrekt gefalteten Proteinen gelingt in einem ATP-abhängigen Chaperonzyklus mit 

Hilfe von Cochaperonen (Bukau, Weissman und Horwich 2006; Hartl 1996; Radons 

2016): Die Cochaperone Hsp40 und Hip (Hsp70-interacting Protein) bringen ein 

entsprechendes Substrat zu Hsp70, welches ATP gebunden hat. Es kommt zur 

substratinduzierten ATP-Hydrolyse, die eine Konformationsänderung von Hsp70 

bewirkt. Dadurch wird das Protein entfaltet. Die Entfaltung kann durch das Cochaperon 

CHIP (Carboxy Terminus of Hsp70-interacting Protein) blockiert und damit eine 

Degradation des Proteins eingeleitet werden. Über das Cochaperon Hop 

(Hsp70/Hsp90-organizing Protein) kann das entfaltete Protein an Hsp90 („Holdase“) 

weitergeleitet werden. Nukleotidaustauschfaktoren wie BAG-1 (Bcl2 Associated 

Athanogene) und HspB1 (Heat shock Protein Family B Member 1) tauschen ADP 

(Adenosindiphosphat) gegen ATP aus, so dass es erneut zu einer 

Konformationsänderung von Hsp70 kommt. Das dadurch freigesetzte entfaltete 

Protein kann nun gefaltet oder erneut an Hsp70 gebunden werden. 

Unter stressfreien Bedingungen wird Hsp70 nur gering und Zellzyklus abhängig über 

Bindestellen für klassische Transkriptionsfaktoren exprimiert (Greene et al. 1987; 

Milarski und Morimoto 1986). Unter Stress erfolgt die massive Synthesesteigerung im 

Rahmen eines evolutionär konservierten Abwehrmechanismus, der „Heat Shock 

Response“, welche in erster Linie ein transkriptionssteuernder Mechanismus ist, so 

dass posttranskriptionelle oder -translationale Regulationen fast keine Rolle spielen 

(Craig 1985; Lindquist 1986; Morimoto 2011; Shamovsky und Nudler 2008). 

Entscheidende Transkriptionsfaktoren sind die „Heat Shock Factors“ (HSF), 

insbesondere HSF-1 (Åkerfelt, Morimoto und Sistonen 2010; Fujimoto und Nakai 2010; 

Pirkkala, Nykänen und Sistonen 2001). Normalerweise liegt HSF-1 als Monomer 

gebunden an Hsp90 im Zytosol vor, durch Stress löst sich Hsp90, HSF-1 bildet 

Homotrimere und wandert in den Nucleus (Åkerfelt, Morimoto und Sistonen 2010; Zou 

et al. 1998). HSF-1 bindet schließlich an spezielle Stellen, die „Heat Shock Elements“, 

der DNA oberhalb des Hsp70-Promotors (Anckar und Sistonen 2007; Milner und 

Campbell 1990). Die Regulation von HSF-1 selbst erfolgt überwiegend auf Level der 

Aktivierung (Anckar and Sistonen 2011). In Tumorzellen ist zum einen die Synthese 

von Hsp70 ohne HSF-1 über STAT1/3 (Signal Transducer And Activator Of 

Transcription 1/3), NF-IL6 (Nuclear Factor Interleukin 6) oder C/EBP 

(CCAAT/enhancer Binding Protein) möglich, zum anderen kann dort HSF-1 direkt 
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durch mTORC (Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) oder Sirtuin-1 aktiviert 

werden (Chou et al. 2012; Westerheide et al. 2009). HSF-1 ist in der Lage ein 

Hitzeschock unabhängiges tumorigenes Transkriptionsprogramm in Gang zu setzen 

(Mendillo et al. 2012). Dabei kann nicht nur die Tumorzelle selbst, sondern auch das 

Tumorstroma maßgeblich beeinflusst werden (Scherz-Shouval et al. 2014). 

An verschiedenen Stellen ist Hsp70-1 antiapoptotisch wirksam: Es blockiert die 

mitochondriale Translokation von Bax (Stankiewicz et al. 2005), inhibiert den 

Zusammenbau des DISC (Death-inducing Signaling Complex) (Guo et al. 2005), 

verhindert die Anlagerung von Procaspase 9 an das Apaf-1-Apoptosom (Apoptotic 

Protease Activating Factor 1) (Beere et al. 2000) und antagonisiert AIF (Apoptosis-

inducing Factor) (Ravagnan et al. 2001). Hsp70 kann zudem Caspase 3 sowie die 

proliferationsfördernden Kinasen JNK (c-Jun N-terminal Kinase), MAPK (Mitogen-

activated Protein Kinase) und ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase) regulieren 

(Gabai et al. 1997; Lee, Lee und Seo 2005) und den Abbau von ASK-1 (Apoptosis 

Signal-regulating Kinase 1) über Proteasomen fördern (Gao et al. 2010). Entscheidend 

ist auch die Stabilisierung der lysosomalen Membran (Gyrd-Hansen, Nylandsted und 

Jäättelä 2004; Nylandsted et al. 2004). Hsp70 ist nicht nur in der Lage Apoptose zu 

unterdrücken, sondern kann auch Seneszenz verhindern (Yaglom, Gabai und 

Sherman 2007). Zudem greift es über MMP-2/9 (Matrixmetalloproteinase-2/9) in die 

Transition von Epithel zu Mesenchym ein (Lee et al. 2006). Die zentrale 

Transkriptionsfaktoren NF-κB (Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer Of 

Activated B-Cells) und HIF-1α (Hypoxia-inducible Factor-1α) sowie der 

Zellzyklusregulator p21 werden durch Hsp70-1 beeinflusst (Colvin et al. 2014). Hsp70-

1 unterstützt auch DNA-Reperatur (Kotoglou et al. 2009). Die Aufgaben von Hsp70 in 

malignen Tumoren (ohne Chaperonfunktion) gibt Abb. 2 wieder. 

Es ist bereits an intrazellulärem Hsp70 zu erkennen, dass es sich um ein „Moonlighting 

Protein“ mit diversen Funktionen handelt (Campbell und Scanes 1995; Jeffery 2018). 
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Abb. 2: Aufgaben von Hsp70 in malignen Tumoren (ohne Chaperonfunktion). 

1.4 Extrazelluläres und membrangebundenes Hitzeschockprotein 70 

Hsp70 wurde 1986 erstmalig extrazellulär an Tintenfischgliazellen festgestellt (Tytell, 

Greenberg und Lasek 1986). Weitere Mitglieder der Hsp70-Familie konnten kurz 

darauf an Rattenembryonenzellen detektiert werden, wobei die Freisetzung aktiv und 

nicht über den klassischen sekretorischen Weg erfolgt (Hightower und Guidon 1989). 

Im Verlauf wurde Hsp70 im Blut gesunder menschlicher Individuen nachgewiesen 

(Pockley, Shepherd und Corton 1998). Inzwischen ist das extrazelluläre Vorkommen 

der Hsp70-Familie im Blut sowohl bei Gesunden als auch bei Kranken gut bekannt 

(Pockley, Henderson und Multhoff 2014). Da Hsp70 eine Sequenz für den klassischen 

Sekretionsweg fehlt, bleibt der Mechanismus der Freisetzung aus der Zelle kontrovers 

diskutiert. Die Freisetzung kann über Exosomen (Bausero et al. 2005; Gastpar et al. 

2005; Lancaster und Febbraio 2005), Lysosomen (Gyrd-Hansen, Nylandsted und 

Jäättelä 2004; Mambula und Calderwood 2006), cholesterinreiche Mikrodomänen 

(Broquet et al. 2003), sekretory-like Granula (Evdonin et al. 2006), Ubiquitin 

abhängigen Transport (Evdonin et al. 2004) oder passiv bei Nekrose (Basu et al. 2000) 

erfolgen. Eine nicht-klassische Sekretion ist auch bei wichtigen anderen 

extrazellulären Proteinen wie FGF-1/2 (Fibroblast Growth Factor-1/2) und IL-1 

(Interleukin-1) bekannt (Chimini und Rubartelli 2005). Extrazellulär liegt Hsp70 als 
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freies Protein oder assoziiert mit antigenen Peptiden bzw. Exosomen vor (Bausero et 

al. 2005; Gastpar et al. 2005; Lancaster und Febbraio 2005; Vega et al. 2008). 

Erhöhte (+) oder erniedrigte (-) Hsp70 Werte im Blut zeigen sich bei einer Vielzahl von 

physiologischen Vorgängen und Krankheiten: Alter (-), Sport (+), Schwangerschaft (-), 

Adipositas (+), Asthma (+), Carotisstenose und pAVK (+), COPD (+), Diabetes mellitus 

(+), Hepatitis (+), KHK (-), Infektion und Sepsis (+), Niereninsuffizienz (+), OP/Trauma 

(+), Präeklampsie (+) (Pockley et al. 2014; Qu et al. 2015). 

Extrazelluläres Hsp70 erfüllt im Immunsystem eine duale immunoregulatorische Rolle, 

da es sowohl pro- als auch antiinflammatorisch wirken kann. Dabei ist Hsp70 an der 

Kreuzpräsentation von immunogenen Peptiden über den MHC (Major 

Histocompatibility Complex) beteiligt, interagiert wie ein Zytokin mit Immunzellen 

(„Chaperokin“) und dient als Zielstruktur von NK-Zellen (Natürliche Killerzellen) 

(Arnold-Schild et al. 1999; Asea et al. 2000; Henderson und Pockley 2010; Multhoff 

und Radons 2012; Pockley, Muthana und Calderwood 2008) (Abb. 3). Die Vermutung, 

dass die proinflammatorische Rolle durch bakterielle Endotoxinkontamination 

hervorgerufen wird (Gao und Tsan 2003), ist mittlerweile widerlegt (Henderson et al. 

2010). Seine beiden unterschiedlichen Wirkungen entfaltet Hsp70 durch Bindung an 

dendritische Zellen, Makrophagen und Monozyten, wobei hier viele Mechanismen 

noch unverstanden sind (Calderwood, Gong und Murshid 2016). Hsp70 benutzt für die 

Interaktion mit oben genannten Immunzellen folgende Rezeptoren: Scavenger-

Rezeptoren (LOX-1 (Lectin-like Oxidized Low-density Lipoprotein Receptor-1), SREC-

I (Scavenger Receptor Expressed By Endothelial Cells-I), FEEL-1 (Fasciclin, EGF-like, 

Laminin-type EGF-like And Link Domain-containing Scavenger Rezeptor-1), LDL-

Rezeptor (Low-density Lipoprotein) (LRP1 (Low-density Lipoprotein Receptor-related 

Protein 1)/CD91 (Cluster Of Differentiation 91)), Siglec-5/14-Rezeptoren (Sialic Acid-

binding Immunoglobin-like Lectin-5/14) und Toll-like-Rezeptoren (TLR-2,4) (Basu et al. 

2001; Binder, Vatner und Srivastava 2004; Fong et al. 2015; Thériault, Adachi und 

Calderwood 2006). 
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Abb. 3: Immunoregulatorische Rolle von Hsp70. CD=Cluster Of Differentiation, 

Hsp70=Hitzeschockprotein 70, IFN=Interferon, IL=Interleukin, MHC=Major Histocompatibility Complex, 

NK-Zelle=natürliche Killerzelle, TNF-α=Tumornekrosefaktor α, NO=Stickstoffoxid (geändert nach 

Shevtsov und Multhoff 2016). 

Bei malignen Tumoren ist Hsp70 überwiegend überexprimiert, die Expression 

korreliert mit Proliferation und Aggressivität des Tumors sowie Stadium und Prognose 

der Erkrankung bei kolorektalem Karzinom, Endometriumkarzinom, hepatozellulärem 

Karzinom, Lungenkarzinom, Mammakarzinom, Melanom, Mundhöhlenkarzinom, 

Ovarkarzinom und Prostatakarzinom (Calderwood et al. 2006; Ciocca und Calderwood 

2005). Zudem zeigen sich die Blutwerte von Hsp70 bei sehr vielen malignen Tumoren 

erhöht, so dass Hsp70 einen potentieller Biomarker darstellt (Pockley et al. 2014). 

Generell ist die aktive Freisetzung von Hsp70 aus lebenden Tumorzellen viel höher 

als die passive Freisetzung aus nekrotischen Zellen (Mambula et al. 2007). Erhöhte 

Blutwerte von Hsp70 bestehen bei kolorektalem Karzinom (Kocsis et al. 2010), 

Leukämie (Yeh et al. 2009, 2010) Lungenkarzinom  (Balázs et al. 2017; Gunther et al. 

2015; Zimmermann et al. 2012), hepatozellulärem Karzinom (Gehrmann et al. 2014), 

Pankreaskarzinom (Dutta et al. 2012) und Prostatakarzinom (Abe et al. 2004). 

Interessanterweise kann man durch die Hsp70-Blutwerte zwischen Pankreaskarzinom 

(++) und Pankreatitis (+) sowie hepatozellulärem Karzinom (++) und Hepatitis (+) 

differenzieren (Dutta et al. 2012; Gehrmann et al. 2014). 
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Hsp70 kann zudem in der Zellmembran vorliegen. Wie bereits bei extrazellulärem 

Hsp70 erwähnt stellt sich die Frage nach dem Transport in die Membran ohne den 

klassischen sekretorischen Weg. Membrangebundenes Hsp70 (mHsp70) kommt nur 

bei Tumorzellen, aber nie bei gesunden Zellen vor (Multhoff et al. 1995; Multhoff und 

Hightower 1996). Es kann dort nur durch den spezifischen Antikörper cmHsp70.1 

detektiert werden (Stangl et al. 2011). Insgesamt sind ca. 50% aller malignen Tumoren 

membranpositiv, wobei sich zeigt, dass die Metastasen generell höhere mHsp70-

Werte besitzen als der Primärtumor (Gehrmann et al. 2002, 2012). Ca. 15-20 % des 

gesamten Hsp70 der Tumoren liegt als mHsp70 vor, wobei in der Zellmembran eine 

Assoziation mit Gb3 (Globotriaosylceramid 3) und PS (Phosphatidylserin) besteht 

(Gehrmann et al. 2008; Vega et al. 2008). Dabei dient mHsp70 auch der 

Membranstabilisierung (Horváth et al. 2008). Membranpositive Tumoren sind deutlich 

resistenter gegenüber Strahlen- und Chemotherapie, wobei beide Therapien die 

Membranpositivität sogar noch erhöhen (Gehrmann et al. 2002; Gehrmann et al. 2008; 

Schmid und Multhoff 2012). Da mHsp70 als Zielstruktur von NK-Zellen fungiert, ist die 

Prognose bei manchen membranpositiven dennoch besser als bei membrannegativen 

Tumoren (Pfister et al. 2007). 

In Anbetracht der großen Bedeutung von Hsp70 im Bereich der malignen Tumoren 

sind vielfältige diagnostische und therapeutische Ansätze erfolgt, diese sind aber noch 

nicht in regelhafter klinischer Anwendung (Radons 2016). Es liegen mehrere Hsp70-

Inhibitoren wie PES (Phenylethylsulfonamid) (Leu et al. 2009); Peptide (ADD70 (AIF-

derived Decoy For Hsp70), A8, A17) (Rérole et al. 2011; Schmitt et al. 2003); ATP-

Analoga (Ver-155008) (Schlecht et al. 2013); Imidazole (Apoptozol) (Williams et al. 

2008); und Spergualinderivate (15-Deoxyspergualin) (Brodsky 1999) vor. Keiner der 

Inhibitoren hat sich klinisch durchgesetzt (Radons 2016). Selbiges gilt für den Versuch 

einer Vakzine aus Tumorprotein und Hsp70 (Ciocca et al. 2012). Als weiterer Ansatz 

wird die Tötung von membranpositiven Tumorzellen über aktivierte NK-Zellen und 

Granzym B verfolgt (Gehrmann et al. 2005; Gross et al. 2003; Kleinjung et al. 2003; 

Multhoff et al. 1999, 2001). Eine Phase-I-Studie wurde erfolgreich abgeschlossen, eine 

Phase-II-Studie ist derzeit laufend (Krause et al. 2004; Specht et al. 2015). Eine 

antikörpervermittelte Tötung von membranpositiven Tumorzellen ist durch den 

Antikörper cmHsp70.1 möglich (Stangl et al. 2011). Ein großer Fokus liegt derzeit auf 

dem Gebiet der magnetischen Nanopartikel (MNP), insbesondere der 

superparamagnetischen Eisenoxidnanopartikel (SPION) (Faraji, Yamini und Rezaee 
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2010; Petri-Fink und Hofmann 2007). SPION können konjugiert mit Hsp70 oder dem 

Antikörper cmHsp70.1 diagnostisch wie auch therapeutisch („Theranostics“) nach 

Magnetfeldanwendung gegen maligne Tumoren eingesetzt werden (Deatsch und 

Evans 2014; Shevtsov et al. 2014; Shevtsov et al. 2015 a; Shevtsov et al. 2015 b). 

Auch Goldnanopartikel (AuNP) sind in Verbindung mit dem Antikörper cmHsp70.1 zur 

Tumordetektion in Erprobung (Gehrmann et al. 2015). Künftig könnte auch eine 

Konjugation mit Chemotherapeutika durchgeführt werden (Cui et al. 2016). 

1.5 Tumornekrose und -hypoxie 

Tumornekrose und Tumorhypoxie spielen eine große Rolle in der Biologie, 

Behandlung und Prognose von Tumoren (Vaupel und Mayer 2007). 

Als Formen des Zelltods sind zum einen Apoptose und zum anderen Nekrose bekannt. 

Im Rahmen der Apoptose kommt es nach tödlichem extrinischem oder intrinsischem 

Stimulus kontrolliert und programmiert über die Aktivierung von Caspasen zur 

Fragmentierung der Zelle in apoptotische Körper, die von Immunzellen phagozytiert 

werden, wobei keine Entzündungsreaktion entsteht. Im Rahmen der Nekrose erfolgt 

das Sterben der Zelle unkontrolliert, so dass es zur Zellmembranruptur mit folgender 

Entzündungsreaktion durch Immunzellen kommt (Galluzzi et al. 2018; Kerr, Wyllie und 

Currie 1972; Zong und Thompson 2006). Inzwischen ist eine kontrolliert und 

programmiert ablaufende Sonderform der Nekrose, die Nekroptose, entdeckt worden. 

Die Nekroptose ist abhängig von der Aktivierung von RIPK1/3 (Receptor Interacting 

Protein Kinase 1/3) und MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain-Like Pseudokinase) 

(Galluzzi und Kroemer 2008; Holler et al. 2000). Bei Tumoren scheint die Nekroptose 

den Hauptteil der Nekrose auszumachen, wobei sowohl eine tumorfödernde wie auch 

eine tumorsupprimierende Rolle vorzuliegen scheint (Jiao et al. 2018; Liu und Jiao 

2020). 

Tumorhypoxie ist eine charakteristische Eigenschaft von ca. 50-60 % der lokal 

fortgeschrittenen Tumoren und definiert als Tumorareal mit einem pO2 

(Sauerstoffpartialdruck) unter 10 mmHg (Vaupel, Höckel und Mayer 2007; Vaupel, 

Mayer und Höckel 2004). Es werden eine akute und eine chronische From 

unterschieden. Die chronische Tumorhypoxie wurde von Thomlinson und Gray 

erstbeschrieben. Die Ursache ist eine Limitation der O2-Diffusion aus Gefäßen in den 

Tumor (Thomlinson und Gray 1955). Die akute Tumorhypoxie wurde von Brown 
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erstbeschrieben und von Chaplin et al. experimentell bestätigt. Der Grund ist die 

schwankende Perfusion des Tumors (Brown 1979; Chaplin, Durand und Olive 1986). 

Es besteht ein großer Unterschied zwischen chronischer und akuter Tumorhypoxie 

hinsichtlich der Ursachen und deren biologischer und klinischer Konsequenzen (Bayer 

et al. 2011). Inzwischen wurde eine weitere Form der Tumorhypoxie, die fluktuierende 

Hypoxie ergänzt (Dewhirst 2009). Die Detektion von Tumorhypoxie kann mit mit 

unterschiedlichen Techniken  wie fMRT (funktionelle Magnetresonanztomographie), 

Immunfluoreszenz, O2-Mikroelektroden, PET (Positronenemissionstomographie) 

erfolgen (Astner et al. 2010; Maftei et al. 2011 a; Maftei et al. 2011 b; Magat et al. 2010; 

Vaupel, Höckel und Mayer 2007; Wang et al. 2009). Einerseits führt Tumorhypoxie 

durch Energiemangel zu reduzierter Proliferation und zum Absterben der meisten 

Tumorzellen. Andererseits kommt es zu Genom- und Proteomänderungen einer 

Tumorzellminderheit mit der Folge eines aggressiveren Phänotyps, welcher zu 

Tumorprogression, Metastasierung und einer schlechten Prognose führt. Diese 

Doppelrolle ist als Janus-Gesicht der Tumorhypoxie bekannt (Vaupel und Mayer 

2007). Zudem führt Tumorhypoxie auch zu reduzierter Wirksamkeit von Chemo-, 

Radio- und Immuntherapie (Vaupel 2009). Die Genom- und Proteomänderungen 

werden hypoxieabhängig durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1α 

gesteuert (Semenza 2002).



2. Zielsetzung 

18 
 

2. Zielsetzung 

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit bestanden Publikation über erhöhte Blutwerte von Hsp70 

bei malignen Tumoren im Tiermodell und am Menschen. Obwohl dieser Nachweis bei 

verschiedenen Tumorentitäten gelang, konnte eine Korrelation des Blutwertes mit dem 

Tumorvolumen noch nicht erbracht werden. Diese Korrelation nachzuweisen war das 

Ziel dieser Arbeit. Um menschliche Tumoren im Mausmodell untersuchen zu können, 

wurden menschliche Kopf-Hals-Tumoren in immunsupprimierte Mäuse transplantiert 

(Xenografttumoren). Durch Ultraschallmessungen konnte das Tumorvolumen 

überwacht werden. Nach Erreichen definierter Größen (in einigen Versuchsgruppen 

teilweise oder komplett rückläufiges Tumorvolumen nach Bestrahlung) wurden die 

Tumoren explantiert und Blut gewonnen. Im Blutplasma wurde durch ELISA (Enzyme-

linked Immunosorbent Assay) Hsp70 bestimmt. Die Tumoren wurden gefroren, 

geschnitten und immunfluoreszenz- bzw. HE (Hämatoxylin/Eosin)-gefärbt. Mit 

Immunfluoreszenzmikroskopie und Hellfeldmikroskopie konnten Tumornekrose und 

Tumorhypoxie ermittelt werden. Damit sollte ein Einfluss der beiden Parameter auf 

Hsp70 im Blutplasma ausgeschlossen werden. 
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3. Material und Methoden 

3.1. Materialverzeichnis 

Name Art Hersteller 

Alexa Fluor 594 Antikörper 
Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA 

Aqueous Mount Einbettmedium 
Zytomed Systems, Berlin, 
Deutschland 

Atipamezol Narkosemittelantagonist Pfizer, New York, NY, USA 

Axiocam MRc 5 Kamera 
Carl Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland 

Axioskop 2 plus Mikroskop 
Carl Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland 

AxioVision 4.7 Software 
Carl Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland 

Azeton Chemikalie 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA 

BBD6220 Inkubator 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA 

Ciprofloxacin Antibiotikum 
Fresenius Kabi, Bad Homburg, 
Deutschland 

Crl:NMRI-Foxn1nu Mäuse 
Charles River, Burlington, MA, 
USA 

Dako Fluorescent Einbettmedium Dako, Glostrup, Dänemark 

Deckgläser Deckgläser 
Gehard Menzel, Braunschweig, 
Deutschland 

DMEM Chemikalie 
Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA 

DMSO Chemikalie 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA 

DPBS Chemikalie 
Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA 

DuoSet IC Human/Mouse/Rat 
Total HSP70 

ELISA-Kit 
R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA 

Elasto-Gel Pflaster 
Velo Medizinprodukte, 
Sengenthal, Deutschland 

EL808 ELISA-Lesegerät Bio Tek, Winooski, VT, USA 

Eosin Chemikalie Merck, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure Chemikalie Merck, Darmstadt, Deutschland 

FaDu Zellen 
American Type Culture 
Collection, Manassas, VA, USA 

FCS Chemikalie 
PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 

Fentanyl Narkosemittel 
Janssen-Cilag, Neuss, 
Deutschland 

Flumazenil Narkosemittelantagonist 
Inresa Arzneimittel, Freiburg, 
Deutschland 

Ketamin Narkosemittel 
Inresa Arzneimittel, Freiburg, 
Deutschland 
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Hämatoxylin Chemikalie Merck, Darmstadt, Deutschland 

HEPES Chemikalie 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA 

Hoechst 33342 Perfusionsmarker 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA 

Isofluran Narkosemittel 
Abbott Laboratories, Chicago, 
IL, USA 

Loqig 5 Ultraschallgerät 
GE Healthcare, Chalfont St 
Giles, Buckinghamshire, UK 

MEC 13.3 Antikörper 
BD Biosciences, San Jose, CA, 
USA 

Medetomidin Narkosemittel Pfizer, New York, NY, USA 

HM 500 O Mikrotom 
Microm International Gmbh, 
Walldorf, Deutschland 

Midazolam Narkosemittel Ratiopharm, Ulm, Deutschland 

NaCl Chemikalie 
Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA 

Naloxon Narkosemittelantagonist 
Inresa Arzneimittel, Freiburg, 
Deutschland 

NEAA Chemikalie 
PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 

SuperFrost Ultra Plus Objektträger 
Gerhard Menzel, 
Braunschweig, Deutschland 

PAD Chemikalie AbD Serotec, Oxford, UK 

Photoshop Creative Suite 4 
Extended 

Software 
Adobe Systems, San Jose, CA, 
USA 

Pimonidazol Hypoxiemarker 
Hypoxyprobe, Burlington, MA, 
USA 

PowerPoint 2010 Software Microsoft, Redmond, WA, USA 

P/S Antibiotikum 
Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA 

RS225A Bestrahlungsgerät Gulmay, Byfleet, UK 

SPSS 20 Software IBM, Armonk, NY, USA 

Tissue-Tek O.C.T. Compound Einbettmedium 
Sakura Finetek, Alphen an den 
Riijn, Niederlande 

Trilogy Bestrahlungsgerät 
Varian Medical Systems, Palo 
Alto, CA, USA 

Trypsin Enzym 
PAN Biotech, Aidenbach, 
Germany 

T162 Zellkulturflasche Corning, New York, NY, USA 

4.3.11.3 Antikörper 
Hypoxyprobe, Burlington, MA, 
USA 

Tab. 2: Materialverzeichnis. Angegeben sind Name, Art und Hersteller der Materialien. 

3.2. Experimentübersicht 

Im Vorversuch (Abb. 4) wurden Crl:NMRI-Foxn1nu-Mäuse einer 4 Gy-

Ganzkörperbestrahlung unterzogen. Danach konnten FaDu-Tumorzellen 
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transplantiert werden. Diese waren durch eine Zellkultur gewonnen worden. Unter 

Überwachung der Tumorgröße durch Ultraschallmessungen erreichten die Tumoren 

ein Volumen von 0,32 cm³. Nach der Explantation mussten sie in 1 mm³-Tumorstücke 

zerteilt werden, welche im Hauptversuch verwendet wurden.  

 

Abb. 4: Struktur des Vorversuchs. 

Im Hauptversuch (Abb. 5) wurden Crl:NMRI-Foxn1nu-Mäuse ebenfalls einer 4 Gy-

Ganzkörperbestrahlung unterzogen. Im Anschluss konnte die 

Tumorgewebetransplantation mit den aus dem Vorversuch gewonnenen 

Tumorstücken durchgeführt werden. In Abhängigkeit von der Tumorgröße, welche 

wieder durch Ultraschallmessungen kontrolliert wurde, entstanden zunächst 5 

verschiedene Versuchsgruppen: 0,01 cm³-, 0,04 cm³-, 0,16 cm³-, 0,32 cm³- und 

0,64 cm³-Tumoren. Nach einer 30-Gy-Tumorbestrahlung der 0,32 cm³-Tumoren 

konnten 3 weitere Gruppen gebildet werden: 24 h nach Bestrahlung, ½ 

Ausgangsvolumen (0,16 cm³) und lokale Kontrolle (0 cm³). Als Kontrollgruppen 

dienten Mäuse ohne Ganzkörper-, mit Ganzkörper- und mit Ganzkörper- sowie 30 Gy-

Beinbestrahlung. Jede Versuchs- oder Kontrollgruppe bestand aus 4-5 Mäusen. Am 

Versuchsende wurden vorhandene Tumoren explantiert und durch 

Immunfluoreszenzfärbung auf Hypoxie untersucht. Dafür war die Bestimmung der 

Nekrose durch HE-Färbung erforderlich. Zudem konnte Blutplasma gewonnen 

werden, welches durch ELISA auf Hsp70 analysiert wurde. 
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Abb. 5: Struktur des Hauptversuchs. 

3.3. Zellkultur 

Für die Zellkultur wurden ausschließlich FaDu-Zellen, welche einem humanen 

Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx entstammen, verwendet. Die Zellen konnten 

aus einer laufenden Kultivierung in Passage 25 übernommen werden. Als Medium 

wurde in T162-Zellkulturflaschen 40 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 

4,5 mg/ml Glucose, Glutamin, Pyruvat), welches mit 10 % FCS (Fetal Calf Serum), 

2 % HEPES (Hydroxylethylpiperazinylethansulfonsäure), 1 % NEAA (Non-essential 

Amino Acids) und 1 % P/S (Penicillin/Streptomycin) versetzt worden war, benutzt. 

Nach 3 d im BBD6220-Inkubator (37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit, 95 % Raumluft/5 % 

CO2) erreichten die Zellen eine Konfluenz von 90 %, so dass sie passagiert werden 

konnten. Nachdem das Medium entfernt worden war, wurden die verbliebenen Zellen 

2x mit 15 ml DPBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline, ohne CaCl2 und MgCl2) 

gewaschen, durch 3 ml Trypsin während einer erneuten Inkubation von 5 min abgelöst 

und mit 11 ml Medium resuspendiert. In der Neubauer-Zählkammer ergaben sich ca. 

7,5 x 106 Zellen/14 ml Medium. Nun wurde 5 min zentrifugiert (4 °C, 500 g), das 
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Medium verworfen und die Zellen in 750 µl DPBS (4 °C) aufgenommen. Diese 

Suspension wurde sofort auf Eis gelagert. 

3.4. Mäuse 

Für alle Tierversuche wurden Mäuse (Abb. 6), deren exakte Bezeichnung Crl:NMRI-

Foxn1nu lautet, verwendet. Sie besitzen im Gen des Transkriptionsfaktors FOXN1 

(Forkhead Box Protein N1) eine Mutation, die durch eine fehlerhafte Entwicklung des 

embryonalen Ektoderms zur mangelhaften Keratinisierung des Haarschafts und 

fehlenden Anlage des Thymus führt. Daher sind diese Mäuse haarlos und 

immundefizient. Die Immunschwäche ist durch das Fehlen reifer T-Zellen (Thymus) 

bedingt, wobei B-Zellen (Bone marrow, Bursa fabricii) in normaler und NK-Zellen sogar 

in kompensatorisch erhöhter Anzahl vorliegen. Die reduzierte Immunkompetenz 

bedingt eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber fakultativ pathogenen Bakterien und 

Viren, erlaubt aber die Implantation von Xenografttumoren durch eine abgeschwächte 

Abstoßungsreaktion. Die Haltung der Mäuse (weiblich, zu Beginn 7-10 Wochen alt, 

18-25 g schwer) erfolgte unter sterilen Bedingungen (Käfige mit abgeschlossener 

Luftzirkulation, 26 °C, 50-60 % Luftfeuchtigkeit, 12 h-Tag-Nacht-Rhythmus mit Licht an 

um 6 Uhr, handelsübliches Nagetierfutter und Wasser frei verfügbar) im ZPF (Zentrum 

für präklinische Forschung) am Klinikum Rechts der Isar der Technischen Universität 

München. Alle Mausversuche erfolgten nach Genehmigung durch die Regierung von 

Oberbayern (Gz.55.2-1-54-2532-135-11) in Übereinstimmung mit den geltenden 

Tierschutzbestimmungen. 

 

Abb. 6: Crl:NMRI-Foxn1nu-Maus. Diese Mäuse sind aufgrund einer Mutation im Gen eines 

Transkriptionsfaktors haarlos und immundefizient. 

3.5. Ganzkörperbestrahlung 
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Um das Risiko einer Abstoßungsreaktion durch das residuale Immunsystem zu 

senken, wurden die Mäuse 3 d vor der Tumortransplantation einer 

Ganzkörperbestrahlung unterzogen. Insgesamt ergab sich dadurch eine Erfolgsquote 

der Transplantationen von ca. 90 %. Die Bestrahlung erfolgte am RS225A-

Bestrahlungsgerät in einem in unserem Labor entwickelten Bestrahlungskäfig (Abb. 

7). Die Positionierung der Mäuse (maximal 5) unter einem ca. 5 cm hohen Einsatz 

stellte durch die Einschränkung der vertikalen Bewegungsmöglichkeit eine homogene 

Dosisverteilung sicher. Zudem garantierte der aufliegende Filterdeckel sterile 

Bedingungen. Die Bestrahlung wurde mit 4 Gy (1 Gy/min, 4 min 12 s, 200 kV/15 mA 

Röntgenstrahlung) durchgeführt. Das danach weiter erhöhte Infektionsrisiko erforderte 

die Verabreichung des Antibiotikums Ciprofloxacin (40 mg/l Trinkwasser) bis zum 

Versuchsende. 

 

Abb. 7: Bestrahlungskäfig für die Ganzkörperbestrahlung. Der Käfig (B) ist mit einem Filterdeckel (A) 

und einem Einsatz (C), unter welchem die Mäuse (D) positioniert wurden, versehen. Der Filterdeckel 

sorgte für sterile Bedingungen, der Einsatz ermöglichte eine homogene Dosisverteilung. 

3.6. Tumortransplantation 



3. Material und Methoden  

25 
 

3.6.1. Tumorzelltransplantation 

Die Tumorzelltransplantation wurde 3 d nach der Ganzkörperbestrahlung 

durchgeführt. Nach Narkotisierung der Mäuse durch die intramuskuläre Gabe von 

MMF (Medetomidin, Midazolam, Fentanyl) (Tab. 3) erfolgte die subkutane Injektion 

von 100 µl Tumorzellsuspension (1x 106 Zellen) in die rechte Axilla. Zur 

Antagonisierung der Narkose wurde intramuskulär AFN (Atipamezol, Flumazenil, 

Naloxon) (Tab. 3) verabreicht. Bei Erreichen der Zielgröße konnten die Mäuse getötet 

und die Tumoren explantiert werden. Unter Entfernung nekrotischer Anteile wurden 

ca. 1 mm³ große Tumorstücke gebildet, welche in DMEM (mit 10 % FCS, 10 % DMSO 

(Dimethylsulfoxid), 1 % NEAA, 1 % P/S) eingebettet, für 1 d bei -80 °C in einer Box mit 

100 % Isopropanol und schließlich bei -196 °C in flüssigem Stickstoff gelagert werden 

konnten. 

Narkosemittel MMF Antagonist AFN 

Substanz 
Dosierung (µg/g 
Körpergewicht) 

Substanz 
Dosierung (µg/g 
Körpergewicht) 

Medetomidin 0,5 Atipamezol 2,5 

Midazolam 5 Flumazenil 0,5 

Fentanyl 0,05 Naloxon 1,2 

Tab. 3: Zusammensetzung von Narkosemittel und Antagonist für die Tumorzelltransplantation. 

Dargestellt sind die Einzelsubstanzen mit Dosierung für das Narkosemittel MMF (Medetomidin, 

Midazolam, Fentanyl) und den entsprechenden Antagonisten AFN (Atipamezol, Flumazenil, Naloxon). 

3.6.2. Tumorgewebetransplantation 

Die Tumorgewebetransplantation fand 3 d nach der Ganzkörperbestrahlung statt. 

Narkotisierung und Antagonisierung wurden wie bei der Tumorzelltransplantation 

durchgeführt. Nach Auftauen in DPBS konnten die ca. 1 mm³ großen Tumorstücke 

subkutan am rechten Hinterbein implantiert werden. 

3.7. Ultraschallmessung 

Die Bestimmung des Tumorvolumens durch Ultraschall (Abb. 8) erfolgte an einem 

Loqig 5-Ultraschallgerät. Jeder Tumor wurde vom Beginn des Wachstums bis zur 
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Explantation mindestens 2 x/Woche gemessen (Sektorschallkopf, 11 Mhz, 2 

orthogonale Ebenen). Das Volumen konnte nach der Formel für Rotationsellipsoide 

(V=L x B x T x π/6) berechnet werden. 

 

Abb. 8: Ultraschallaufnahme eines Tumors. Der Tumor (B) liegt direkt unter der Haut (A) im subkutanen 

Gewebe (C) vor der Muskulatur (D). In dieser Ebene sind Tiefe (1) und Länge (2) bestimmt worden. 

3.8. Tumor- und Beinbestrahlung 

Nach Narkotisierung durch die intramuskuläre Gabe eines Narkosemittels bestehend 

aus Ketamin (80 µg/g Körpergewicht) und Midazolam (5 µg/g Körpergewicht) erfolgte 

die Positionierung der Mäuse im Bestrahlungskäfig (Abb. 9), welcher einem 

gewöhnlichen Haltungskäfig mit Deckel und Gitter für Wasser und Futter entsprach. 

Dabei mussten die Mäuse so gelagert werden, dass sich die Tumoren bzw. die Beine 

in einem am Boden des Käfigs markierten, 1,5 x 1,5 cm  großen Feld befanden. Für 

die Fixierung wurden Elasto-Gel-Pflaster verwendet, da diese auch eine homogene 

Dosisverteilung ermöglichten. Für die Bestrahlung mit 30 Gy (6 Gy/min, 5 min, 6 MV 

Photonenstrahlung) wurde ein Trilogy-Bestrahlungsgerät verwendet. 
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Abb. 9: Bestrahlungskäfig für die Tumor- und Beinbestrahlung. Der Käfig (B) entspricht einem 

gewöhnlichen Haltungskäfig mit Deckel (A) und Gitter für Wasser und Futter (C). Am Boden befindet 

sich ein 1,5 x 1,5 cm großes Feld (D), in welchem die Mäuse (E) so gelagert wurden, dass nur die 

Tumoren oder die Beine bestrahlt werden konnten. 

3.9. Tumorexplantation und Plasmagewinnung 

Nach Verabreichung von 50 µl des Hypoxiemarkers Pimonidazol (100 µg/g 

Körpergewicht, verdünnt in NaCl, 2 h prämortal, intraperitoneal) und 50 µl des 

Perfusionsmarkers Hoechst 33342 (15 µg/g Körpergewicht, verdünnt in NaCl, 1 min 

prämortal, intravenös) wurden die Mäuse mit Isofluran narkotisiert und das Blut aus 

dem orbitalen Sinus entnommen. Nach 1 min auf Eis wurden die verwendeten 

Plasmaröhrchen 15 min zentrifugiert (4 °C, 1500 g). Aus dem den Überstand 

bildenden Blutplasma konnten Aliquots mit 50 µl gebildet werden, welche bei -80 °C 

eingefroren wurden. Die Tumoren wurden nach Entfernung von Haut, subkutanem 

Gewebe und Muskel in einem Stück geborgen, in Tissue-Tek O.C.T. Compound 

Medium eingebettet und bei -80 °C gelagert. 

3.10. Histologie 
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3.10.1. Mikrotomie 

Das Schneiden der Tumoren wurde bei -20 °C am HM 500 O-Mikrotom durchgeführt. 

Hierfür wurde bei allen Tumoren ein einheitliches Schnittschema (Abb. 10) verwendet. 

Zunächst wurden die oberen und unteren 10 % der Tumoren verworfen. Die 

verbliebenen mittleren 80 % wurden dann in 5 gleichmäßig verteilte Blöcke zerteilt. 

Jeder dieser Blöcke bestand aus 5 unmittelbar benachbarten Schnitten mit einer Dicke 

von 10 µm. Insgesamt konnten dadurch 25 Schnitte pro Tumor auf SupraFrost Ultra 

Plus-Objekträgern (75 x 25 x 1 mm) platziert werden, welche bei -20 °C gelagert 

wurden. 

 

Abb. 10: Schnittschema der Tumoren. Nach Verwerfen des obersten (A) und untersten Abschnitts (B) 

der Tumoren wurde der verbliebene Rest in 5 Blöcke (C) mit jeweils 5 Schnitten (D) à 10 µm zerteilt. 

3.10.2. Färbung 

3.10.2.1. Immunfluoreszenzfärbung 

Die Immunfluoreszenzfärbung erfolgte nach einem bestimmten Schema (Tab. 4) an 5 

aus verschiedenen Blöcken stammenden Schnitten pro Tumor. Der Nachweis von 
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Hypoxie und Gefäßen gelang durch Anfärbung von Pimonidazol bzw. CD31 durch 

entsprechende Antikörper. 

Schritt Durchführung 

1. Auftauen und Trocknen 5 min Abzug 

2. Fixieren 10 min Azeton (4 °C) 

3. Rehydrieren und Trocknen 10 min DPBS auf Rüttler (45 x/min), Papiertuch 

4. Anfärben des hypoxischen Gewebes 

4.3.11.3-Ak (=Anti-Pimonidazol-Antikörper), 
FITC-gelabelt (Fluoresceinisothiocyanat), aus 
der Maus, 50 µl, 1:50 verdünnt in PAD, 
Inkubation 1 h bei 37 °C in Dunkelheit 

5. Waschen und Trocknen  10 min, DPBS, Papiertuch 

6. Anfärben der Gefäße (I) 

MEC 13.3-Ak (=Anti-CD31-Ak), aus der Ratte, 
gegen Maus, 50 µl , 1:100 verdünnt in PAD, 
Inkubation 1 h bei Raumtemperatur in 
Dunkelheit 

7. Waschen und Trocknen 10 min DPBS, Papiertuch 

8. Anfärben der Gefäße (II) 

Alexa Fluor 594-Ak (=Anti-anti-CD31-Ak), Alexa 
Fluor 594-gelabelt, aus der Ziege, gegen Ratte, 
50 µl, 1:200 verdünnt in DPBS, Inkubation 1 h 
bei 37 °C in Dunkelheit 

9. Waschen und Trocknen 10 min DPBS, Papiertuch 

10. Einbetten 1 Tropfen Dako Fluorescent-Einbettmedium 

11. Eindecken 
Aufsetzen des Deckglases (20 x 20 x 0,13-
0,16 mm) 

12. Lagerung 4 °C 

Tab. 4: Schema der Immunfluoreszenzfärbung. Hypoxie und Gefäße in den Tumoren wurden über 

Antikörper gegen Pimonidazol bzw. CD31 detektiert. 

3.10.2.2. Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Für die Färbung mit Hämatoxylin und Eosin (HE) wurden die bereits 

immunfluoreszenzgefärbten Schnitte nach erfolgter Mikroskopie verwendet. Auch 

diese Färbung fand nach einem festen Schema (Tab. 5) statt. Vitales Gewebe wurde 

durch Hämatoxylin, nekrotisches Gewebe durch Eosin markiert. 

Schritt Durchführung 

1. Entfernung des Deckglases 12 h Einlegen in Wasser 

2. Waschen und Trocknen 10 min DPBS, Papiertuch 

3. Färbung des vitalen Gewebes 1 min Hematoxylin 

4. Waschen 3,5 min Wasser 

5. Färbung des nekrotischen Gewebes 
2 min Eosin (mit 1 Tropfen 100 %ige 
Essigsäure) 

6. Waschen und Trocknen 10 min DPBS, Papiertuch 

7. Einbetten 1 Tropfen Aqueous-Einbettmedium 

8. Eindecken 
Aufsetzen des Deckglases (20 x 20 x 0,13-
0,16 mm) 

9. Lagerung 4 °C 

Tab. 5: Schema der HE-Färbung. Vitales und nekrotisches Gewebe in den Tumoren wurden durch 

Hämatoxylin bzw. Eosin detektiert. 
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3.10.3. Mikroskopie 

3.10.3.1. Immunfluoreszenzmikroskopie 

Die Mikroskopie der immunfluoreszenzgefärbten Schnitte wurde am Axioskop 2 plus-

Mikroskop mit einer AxioCam MRc 5-Kamera durchgeführt. Als Programm für die 

Aufnahme und Bearbeitung der mikroskopischen Bilder wurde AxioVision 4.7 

verwendet. Nach manueller Definiton seiner Grenzen erfolgte die automatische 

Aufnahme des Tumors. Dabei wurde der Tumor in einem kammartigen Muster unter 

Aufnahme von unmittelbar benachbarten Einzelbildern (10 x Vergrößerung, schwarz-

weiß, 646 x 484 Bildpunkte) durchfahren. Die Zusammensetzung der Einzelbilder zu 

einem Summenbild gelang durch das MosaiX-Modul. Insgesamt musste der Tumor 3 x 

mit unterschiedlichen Einstellungen durchfahren werden. Der 1. Durchlauf mit einer 

Belichtungszeit von 150 ms und passendem Filter identifizierte die Perfusion über 

Hoechst 33342 (Exzitation: 360 nm, Emission: 460 nm → blaue Fluoreszenz, 

Farbzuweisung: blau). Der 2. Durchlauf mit einer Belichtungszeit von 400 ms und 

passendem Filter gab die Hypoxie über FITC (Exzitation: 495 nm, Emission: 521 nm 

→ grüne Fluoreszenz, Farbzuweisung: grün) zu erkennen. Der 3. Durchlauf mit einer 

Belichtungszeit von 700 ms und passendem Filter markierte die Gefäße über Alexa 

Fluor 594 (Exzitation: 590 nm, Emission 617 nm → rote Fluoreszenz, Farbzuweisung 

rot). Durch Übereinanderlegen der Summenbilder, Bearbeitung von Helligkeit und 

Kontrast sowie Zuschneiden entstand schließlich das Gesamtbild (Abb. 11). 
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Abb. 11: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Tumors. Durch die verschiedenen 

Fluorochrome sind Perfusion (A, blau), Hypoxie (B, grün) und Gefäße (C, rot/violett) zu erkennen. 

3.10.3.2. Hellfeldmikroskopie 

Die Mikroskopie der HE-gefärbten Schnitte wurde bis auf folgende Unterschiede wie 

die Immunfluoreszenzmikroskopie durchgeführt. Die Einzelbilder konnten farbig mit 

860 x 644 Bildpunkten aufgenommen werden. Insgesamt war nur ein Durchlauf mit 

einer Belichtungszeit von 20 ms und ohne Filter erforderlich um im Gesamtbild (Abb. 

12) vitales Gewebe über Hämatoxylin (blau) und nekrotisches Gewebe über Eosin (rot) 

zu identifizieren. 
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Abb. 12: Hellfeldmikroskopische Aufnahme eines Tumors. Vitales Gewebe (A, blau) ist deutlich von 

nekrotischem Gewebe (B, rot) abgrenzbar. 

3.10.4. Bildbearbeitung und -auswertung 

In den immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden durch Vergleich mit 

den entsprechenden hellfeldmikroskopischen Aufnahmen 2 verschiedene Masken 

(Abb. 13) erstellt. Dafür wurde das Freihandformwerkzeug in PowerPoint 2010 

verwendet. Die rote Maske begrenzte das gesamte Tumorgewebe, die weiße Maske 

bedeckte das nekrotische Gewebe. Dann wurde mit Photoshop Creative Suite 4 

Extended weitergearbeitet. Mit dem Schnellauswahlwerkzeug konnte der Bereich 

innerhalb der roten Maske (gesamtes Tumorgewebe) und die Bereiche der weißen 

Masken (nekrotisches Gewebe) ausgewählt werden. Über das Farbauswahlwerkzeug 

gelang die Auswahl der grünen Bereiche (hypoxisches Tumorgewebe). Jeder Auswahl 

schloss sich die Berechnung der Anzahl der Bildpunkte an. Dadurch erhielt man die 

Größe des gesamten, nekrotischen, vitalen (gesamtes Tumorgewebe – nekrotisches 

Tumorgewebe) und hypoxischen Tumorgewebes sowie die nekrotische (nekrotisches 
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Tumorgewebe / gesamtes Tumorgewebe) und hypoxische Fraktion (hypoxisches 

Tumorgewebe / vitales Tumorgewebe). 

 

Abb. 13: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Tumors mit Masken. Die rote Maske (A) 

begrenzte das gesamte Tumorgewebe, die weiße Maske (B) das nekrotische Tumorgewebe. Im 

unbedeckten vitalen Tumorgewebe ist das hypoxische Tumorgewebe (C) zu erkennen. 

3.11. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Die Bestimmung der Hsp70-Konzentration im Blutplasma der Mäuse erfolgte durch 

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) (Abb. 14) mit dem DuoSet IC 

Human/Mouse/Rat Total HSP70-Kit nach Herstellerangaben. 96-Loch-

Mikrotiterplatten wurden mit dem Fängerantikörper gegen Hsp70 bedeckt (12 h, 

Raumtemperatur). Nachdem gewaschen (3 x, Waschpuffer), geblockt (Blockpuffer, 

1,5 h Inkubator (27 °C, Raumluftfeuchtigkeit, 100 % Raumluft)) und erneut gewaschen 

worden war, konnte das Plasma aufgetragen werden (2 h Inkubator). Nach 

abermaligem Waschen wurde der biotinylierte Detektionsantikörper gegen Hsp70 

appliziert (2 h Inkubator) und wieder abgewaschen. Dem Zugeben von mit 
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Meerretichperoxidase konjugiertem Streptavidin (2 h Inkubator) und einem letzten 

Waschschritt folgte das Hinzufügen einer Substratlösung aus TMB 

(Tetramethylbenzidin) und H2O2 (Wasserstoffperoxid, 20 min Inkubator). Zum 

Beenden der Farbreaktion wurde eine Stoplösung aus H2SO4 (Schwefelsäure) 

verwendet. Die Messung der optischen Dichte gelang bei 450 nm am EL808-ELISA-

Lesegerät. 

Abb. 14: Schema des Hsp70-ELISA. Auf der Mikrotiterplatte (schwarz) sitzt der Fängerantikörper gegen 

Hsp70 (schwarz). Unbenötigte Bindungsstellen der Platte sind durch Blockproteine (hellbraun) 

geschützt. Hsp70 (rot) ist vom Fänger- wie auch vom Detektionsantikörper (schwarz) gebunden. 

Letzterer ist an seinem konstanten Teil mit Biotin (blau) versehen, an welches mit Meerrettichperoxidase 

(dunkelbraun) konjugiertes Streptavidin (grün) bindet. Die Peroxidase katalysiert mit Hilfe von H2O2 

(Wasserstoffperoxid) die Farbreaktion von TMBH2 zu TMB (Tetramethylbenzidin). Nach Stoppen der 

Reaktion durch H2SO4 (Schwefelsäure) kann die Messung der optischen Dichte bei 450 nm erfolgen. 

3.12. Statistische Analysen 

Für die statistische Auswertung wurde SPSS 20 (Statistical Package For The Social 

Sciences 20) verwendet. Sämtliche Daten, bis auf die Korrelationsanalysen bei 

welchen Einzelwerten verwendet wurden, sind als Mittelwerte mit Standardfehler 

angegeben. Für die Korrelationsanalyse zwischen den Variablen wurde über eine 

lineare Regression der Pearson-Koeffizient (r) errechnet. Die statistische Signifikanz 

konnte durch den Student’s T-Test für unverbundene Stichproben in Abhängigkeit des 
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Levene-Tests ermittelt werden. Dabei wurden unterschiedliche Signifikanzniveaus in 

Abhängigkeit des p-Werts (Tab. 6) verwendet. 

Signifikanzniveau p-Wert 

nicht signifikant (n. s.) 0,05<p 

signifikant (*) 0,01<p≤0,05 

hoch signifikant (**) 0,001<p≤0,01 

höchst signifikant 
(***) 

p≤0,001 

Tab. 6: Signifikanzniveaus in Abhängigkeit des p-Werts. Ab einem p-Wert ≤0,05 wurden 

Zusammenhänge als statistisch signifikant betrachtet. Für diese Zusammenhänge erfolgte eine weitere 

Aufteilung in 3 Gruppen in Abhängigkeit des p-Werts. 
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4. Ergebnisse 

4.1. Tumornekrose/-hypoxie und Tumorvolumen/-bestrahlung 

Zwischen Tumorvolumen und Tumornekrose (nekrotischer Fraktion) zeigte sich ein 

Zusammenhang (Abb. 15). Mit steigendem Tumorvolumen erhöhte sich die 

nekrotische Fraktion. Im Bereich der kleineren Tumoren fiel diese Erhöhung geringer 

aus, während sie sich im Bereich der größeren Tumoren deutlicher zeigte. Die 

nekrotische Fraktion der 0,04 cm³-Tumoren lag bei 13,09 %. Bei den 0,16 cm³-

Tumoren betrug sie 14,51 % und bei 0,32 cm³-Tumoren 19,34 %. Deutlich erhöht war 

die nekrotische Fraktion bei den 0,64 cm³-Tumoren mit 37,58 %. Nur im Vergleich der 

0,04 cm³- mit den 0,64 cm³-Tumoren zeigte sich der Unterschied in der nekrotischen 

Fraktion signifikant (p<0,001). 

 

Abb. 15: Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Tumornekrose (nekrotische Fraktion). 

Dargestellt sind Mittelwerte (n=5) mit Standardfehler. *** p≤0,001. 

Zwischen Tumorbestrahlung und nekrotischer Fraktion ließ sich ebenfalls ein 

Zusammenhang erkennen (Abb. 16). 24 h nach 30 Gy-Bestrahlung von 0,32 cm³ 

Tumoren erhöhte sich die nekrotische Fraktion von 19,34 auf 28,46 %. Nach 30 Gy-

Bestrahlung und 50 %iger Tumorkontrolle zeigte sich die nekrotische Fraktion mit 

57,65 % noch deutlicher gestiegen. Über alle Tumorgruppen konnte im Vergleich von 

apikalen, zentralen und basalen Tumorschnitten kein bestimmtes Muster der 
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Verteilung der Nekrose in den Tumoren ermittelt werden. Zudem konnte keine 

signifikante Korrelation zwischen Tumornekrose und Plasma-Hsp70 festgestellt 

werden (r=0,18; p=0,44). 

 

Abb. 16: Zusammenhang zwischen Tumorbestrahlung und Tumornekrose (nekrotische Fraktion). 

Dargestellt sind Mittelwerte (n=5) mit Standardfehler. *** p≤0,001. 

Zwischen Tumorvolumen und Tumorhypoxie (hypoxischer Fraktion) zeigte sich ein 

Zusammenhang (Abb. 17). Die hypoxische Fraktion blieb über alle Tumorgruppen mit 

ca. 8 bis 10 % nahezu konstant. Signifikante Unterschiede der 0,16 cm³-, 0,32 cm³- 

oder 0,64 cm³-Tumoren gegenüber der 0,04 cm³-Tumoren konnten nicht festgestellt 

werden (p=0,99, 0,72, 0,59). Für die einzelnen Tumoren innerhalb der Tumorgruppen 

ergaben sich teils erhebliche Unterschiede der hypoxischen Fraktion. 
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Abb. 17: Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Tumorhypoxie (hypoxische Fraktion). 

Dargestellt sind Mittelwerte (n=5) mit Standardfehler. 

Zwischen Tumorbestrahlung und hypoxischer Fraktion ließ sich ebenfalls ein 

Zusammenhang erkennen (Abb. 18). Nach 30 Gy-Bestrahlung von 0,32 cm³-Tumoren 

sank die hypoxische Fraktion von 9,79 auf 8,98 %. Dieses Absinken war nicht 

signifikant (p=0,66). Nach 30 Gy-Bestrahlung und 50 %iger Tumorkontrolle ging die 

hypoxische Fraktion auf 2,33 % zurück. Dieser Rückgang war signifikant (p≤0,001). 

Über alle Tumorgruppen konnte im Vergleich von apikalen, zentralen und basalen 

Tumorschnitten kein bestimmtes Muster der Verteilung der Hypoxie in den Tumoren 

ermittelt werden. Zudem konnte keine signifikante Korrelation zwischen Tumorhypoxie 

und Plasma-Hsp70 ermittelt werden (r=0,19; p=0,43). 
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Abb. 18: Zusammenhang zwischen Tumorbestrahlung und Tumorhypoxie (hypoxische Fraktion). 

Dargestellt sind Mittelwerte (n=5) mit Standardfehler. *** p≤0,001. 

4.2. Hitzeschockprotein 70 und Tumorvolumen/-bestrahlung 

Zwischen Tumorvolumen und Plasma-Hsp70 konnte ein Zusammenhang 

nachgewiesen werden (Abb. 19). Im Vergleich der Kontrollgruppen mit und ohne 4 Gy-

Ganzkörperbestrahlung zeigte sich eine leichte Erhöhung des Plasma-Hsp70 von 4,31 

auf 4,74 ng/ml nach 4 Gy-Ganzkörperbestrahlung. Die Erhöhung erwies sich als nicht 

signifikant (p=0,435). Mit steigendem Tumorvolumen erhöhte sich das Plasma-Hsp70. 

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe mit 4 Gy-Ganzkörperbestrahlung war der Anstieg 

des Plasma-Hsp70 in allen Tumorgruppen signifikant (0,04 cm³: 5,89 ng/ml, p=0,042; 

0,16 cm³: 7,69  ng/ml, p=0,022; 0,32 cm³: 8,96 ng/ml, p=0,003; 0,64 cm³: 9,34 ng/ml, 

p=0,002).  
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Abb. 19: Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Plasma-Hsp70 der Kontroll- und 

Tumorgruppen. Dargestellt sind Mittelwerte (n=5) mit Standardfehler. * 0,01<p≤0,05, ** 0,001<p≤0,01. 

Innerhalb der volumengroßen Tumorgruppen ließen sich größere Schwankungen des 

Plasma-Hsp70 feststellen als in den volumenkleinen Tumorgruppen. Das zeigt sich bei 

der Darstellung von Tumorvolumen und Plasma-Hsp70 der einzelnen Kontrollen und 

Tumoren (Abb. 20). Dennoch bestätigte sich eine sehr gute, signifikante Korrelation 

(r=0,708, p<0,001). Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen Plasma-Hsp70 

und der Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren ermittelt werden (r=0,192, p=0,420). 
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Abb. 20: Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Plasma-Hsp70 der einzelnen Kontrollen (weiß) 

und Tumoren (schwarz). Dargestellt sind Einzelwerte. *** p≤0,001, r=Pearson-Koeffizient. 

Zwischen Tumorbestrahlung und Plasma-Hsp70 bestand ebenfalls ein 

Zusammenhang (Abb. 21). Im Vergleich der Kontrollen mit 4 Gy-Ganzkörper- mit oder 

ohne 30 Gy-Beinbestrahlung zeigte sich ein geringer Anstieg des Plasma-Hsp70 von 

4,74 auf 5,54 ng/ml ohne Signifikanz (p=0,159). Der Vergleich der 0,32 cm³-Tumoren 

mit gleich großen Tumoren 24 h nach 30 Gy-Tumorbestrahlung ergab eine nur 

unwesentliche Erhöhung des Plasma-Hsp70 von 8,96 auf ca. 9,49 ng/ml, welche nicht 

signifikant war (p=0,599). Der Vergleich der Kontrollen mit 4 Gy-Ganzkörper- und 

30 Gy-Beinbestrahlung mit den 0,32 cm³-Tumoren 24 h nach Bestrahlung zeigte eine 

deutliche Erhöhung des Plasma-Hsp70 von 5,54 ng/ml auf 9,49 ng/ml, welcher 

signifikant war (p<0,001). Deutlich fielen die Ergebnisse bei Gegenüberstellung der 

Gruppe der 0,32 cm³-Tumoren 24 h nach Bestrahlung mit den Gruppen nach 50 %iger 

bzw. 100 %iger Tumorkontrolle aus. Dabei sank das Plasma-Hsp70 von 9,49 über 

7,06 auf 4,89 ng/ml. Dabei erwies sich das Absinken jeweils als signifikant 

(0,16 cm³/30 Gy/50 %: p<0,001; 0 cm³/30 Gy/100 %: p<0,001). Letztlich wurde nach 

Rückgang der Tumoren wieder der Plasma-Hsp70-Wert der Kontrollen erreicht. 
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Abb. 21: Zusammenhang zwischen Tumorbestrahlung und Plasma-Hsp70. Dargestellt sind Mittelwerte 

(n=5) mit Standardfehler. *** p≤0,001. 

Zusammenfassend konnten folgende Ergebnisse gewonnen werden (Abb. 20): 1. 

Plasma-Hsp70 korreliert mit Tumorvolumen und ist weder durch Tumorbestrahlung, 

hypoxische oder nekrotische Fraktion beeinflusst. 2. Die hypoxische Fraktion korreliert 

nicht mit Tumorvolumen, wohl aber mit Tumorbestrahlung. 3. Die nekrotische Fraktion 

korreliert mit Tumorvolumen und Tumorbestrahlung. 
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen Tumornekrose (nekrotische Fraktion), Tumorhypoxie (hypoxische 

Fraktion) bzw. Plasma-Hsp70 und Tumorvolumen bzw. -bestrahlung. Dargestellt sind Mittelwerte (n=5) 

mit Standardfehler (geändert nach Bayer et al. 2014). 
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5. Diskussion 

Meine Ergebnisse zeigen eine Korrelation zwischen Hsp70-Blutwerten und 

Tumorvolumen im humanen Kopf-Hals-Xenografttumormodell der Maus. Diese 

Korrelation besteht während des Tumorwachstums und der Tumorschrumpfung nach 

Bestrahlung. Analog zu unseren Daten am Tiermodell wurde festgestellt, dass bei 

Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren ein höherer Hsp70-Blutwert vorliegt als bei 

Gesunden, dieser Wert mit dem Tumorvolumen korreliert und daher nach Bestrahlung 

und Operation sank. Dabei konnten bei Tumoren mit starker Hsp70-

Membranpositivität höhere Hsp70-Blutwerte festgestellt werden (Gehrmann et al. 

2014). Auch Kleinjung et al. konnten an Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren eine hohe 

Membranpositivität von 73% nachweisen (Kleinjung et al. 2003). Dies erklärt auch 

meine relativ hohen Hsp70-Blutwerte bei Tumoren, da die Membranpositivität der 

humanen FaDu-Xenografttumoren über 90% betrug. Da ich bereits einen signifikant 

erhöhten Blutwert von Hsp70 bei sehr kleinen Tumoren von 0,04 cm³ nachgewiesen 

habe, könnte Hsp70 möglicherweise als früher Biomarker einer Tumorerkrankung 

eingesetzt werden. Breuninger et al. stellten ebenfalls erhöhte Hsp70-Blutwerte bei 

Patienten mit Glioblastom, Kopf-Hals-Tumoren, Kolonkarzinom, Leukämie und 

Pankreaskarzinom fest (Breuninger et al. 2014). Eine Korrelation mit dem 

Tumorvolumen wurde aber nicht untersucht. Zu bemerken ist, dass für diese Arbeit ein 

spezieller ELISA (lipHsp70), welcher durch den cmHsp70.1 Antikörper liposomales 

(exosomales) Hsp70 entdeckt, verwendet wurde. Dieser lipHsp70-ELISA detektiert 

freies Hsp70 vergleichbar zu konventionellen ELISAs, exosomales Hsp70 aber 10 x 

besser. Abschließend konnte in dieser Arbeit festgehalten werden, dass die Hsp70-

Werte im Plasma und Serum vergleichbar sind. Gunther et al. konnten bei Patienten 

mit NSCLC (Non-small Cell Lung Cancer) ebenfalls eine Korrelation zwischen Hsp70-

Blutwerten und dem Tumorvolumen herstellen (Gunther et al. 2015). In dieser Arbeit 

wurde ebenfalls der lipHsp70-ELISA verwendet. Mit einem konventionellen ELISA 

zeigten Zimmermann et al. an Patienten, dass eine Korrelation zwischen Hsp70-

Blutwerten und der Erkrankung an NSCLC besteht, wobei keine Korrelation zum 

Stadium der Erkrankung gelang (Zimmermann et al. 2012). Unsere Arbeitsgruppe 

konnte darlegen, dass Mäuse mit Pankreaskarzinom erhöhte Hsp70-Blutwerte 

aufweisen (Bayer et al. 2014). Selbiges konnten Dutta et al. und Abe et al. an Patienten 
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mit Pankreaskarzinom bzw. Prostatakarzinom ermitteln (Abe et al. 2004; Dutta et al. 

2012). Anhand der Hsp70-Blutwerte konnte in der Arbeit von Dutta et al. zwischen 

Gesunden, Patienten mit chronischer Pankreatitis und Patienten mit 

Pankreaskarzinom differenziert werden. Vergleichbare Ergebnisse lieferten Gehrmann 

et al., die herausfanden, dass Hsp70-Blutwerte bei Patienten mit hepatozellulärem 

Karzinom höher sind als bei Patienten mit chronischer Hepatitis (Gehrmann et al. 

2014). Yeh et al. fanden auch eine Korrelation zwischen Hsp70-Blutwerten und 

Tumorvolumen bei Leukämie, während Kocsis et al. erhöhte Hsp70-Blutwerte bei 

kolorektalen Tumoren feststellen konnten. In beiden Arbeiten waren erhöhte Hsp70-

Blutwerte mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Kocsis et al. 2010; Yeh et al. 

2010). Interessant ist auch der Ansatz Hsp70-Blutwerte als Monitoring von Hsp90-

Inhibitoren zu verwenden (Induktion der Hsp70-Expression durch Hsp90-Inhibition) 

(Dakappagari et al. 2010). 

Widersprüchliche Ergebnisse zeigen sich für Hsp70-Autoantikörperblutwerte als 

Biomarker bei Tumoren. Fujita et al. beschrieben erhöhte Hsp70-

Autoantikörperblutwerte bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, wobei in der selben 

Arbeit kein Unterschied zu den Gesunden bei Magenkarzinom und kolorektalem 

Karzinom festgestellt werden konnte (Fujita et al. 2008). Gehrmann et al. konnten 

keine Korrelation zwischen Tumorvolumen und Hsp70-Autoantikörperblutwerten an 

Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren festhalten (Gehrmann et al. 2014). 

Des Weiteren zeigen meine Ergebnisse, dass kein signifikanter Einfluss der Bein-, 

Ganzkörper- oder Tumorbestrahlung auf die Hsp70-Blutwerte besteht. Der jeweils 

geringe nicht signifikante Anstieg der Hsp70-Blutwerte nach Bestrahlung könnte durch 

sterbende Zellen entstanden sein. Im Gegensatz dazu konnten Hurwitz et. al eine 

signifikante Steigerung der Blutwerte von Hsp70 nach Ganzköperbestrahlung von 

Mäusen mit Prostatakarzinom feststellen (Hurwitz et al. 2010). 

Das von mir benutzte humane FaDu-Xenograftmodell der Maus wird häufig benutzt 

um die Resultate einer Strahlentherapie zu verfolgen (Baumann et al. 1994). 

Aus unseren Ergebnissen geht hervor, dass die Hsp70-Blutwerte nicht durch 

Tumornekrose oder Tumorhypoxie beeinflusst werden. Maftei et al. zeigten im 

identischen Tumormodell bei ähnlichem Tumorvolumen (0,16cm³-0,48cm³) 

vergleichbare Werte der nekrotischen Fraktion der Tumoren (30%-55%) (Maftei et al. 

2012). Zudem erarbeiteten Maftei et al. in diesem Tumormodell bei kleinerem 

Tumorvolumen (0,16) und anderem Bestrahlungsmodus (fraktioniert) vergleichbare 
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Werte der nekrotischen Fraktion der Tumoren vor und nach Bestrahlung (9% 

gegenüber 35%) (Maftei, Bayer, et al. 2011). Im Gegensatz zu mir ermittelten Maftei 

et al. bei steigendem Tumorvolumen (0,16 cm³-0,48cm³) fallende Werte der 

hypoxischen Fraktion der Tumoren (60%-40%) (Maftei et al. 2012). Trotz oben 

erwähntem, modifizierten Tumorvolumen und Bestrahlungsmodus konnten von Maftei 

et al. ähnliche Werte der hypoxischen Fraktion der Tumoren vor und nach Bestrahlung 

ermittelt werden (36%-21%). Die Vergleiche mit Maftei et al. bestätigen, dass meine 

Ermittlung der Tumornekrose und Tumorhypoxie zuverlässig ist. Zudem ist zu 

beachten, dass Hsp70 in deutlich höherem Maße aktiv von lebenden Tumorzellen als 

passiv aus nekrotischem Gewebe in das Blut abgegeben wird (Mambula et al. 2007). 

Da Hsp70 in vielen Tumoren überexprimiert ist und von Tumorzellen aktiv sezerniert 

wird, ist zu erwarten, dass Hsp70 als Biomarker im Blut vieler Tumoren nachweisbar 

ist (Ciocca and Calderwood 2005; Pockley et al. 2014). Die im Rahmen dieser 

Doktorarbeit erschienene Publikation ist die erste Arbeit die einen Zusammenhang 

zwischen Hsp70-Blutwerten und dem Tumorvolumen eines soliden Tumors am 

Beispiel von Kopf-Hals-Tumoren beschreibt (Bayer et al. 2014). Weitere Studien mit 

mehr Patienten müssen zeigen, ob Hsp70 als Biomarker zur Diagnosestellung und 

Verlaufskontrolle unter Therapie bei Tumoren herangezogen werden kann und eine 

klare Differenzierung zu Gesunden möglich ist (Pockley und Henderson 2018). 
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6. Zusammenfassung 

Das Ziel dieser Arbeit war es eine Korrelation zwischen Tumorvolumen und Plasma-

Hsp70 am Mausmodell mit menschlichen Kopf-Hals-Xenografttumoren festzustellen. 

Diese Korrelation konnte gezeigt werden. Mit steigendem Tumorvolumen erhöhte sich 

auch Plasma-Hsp70. Ein Einfluss der nötigen Ganzkörperbestrahlung der Mäuse auf 

die Plasma-Hsp70 konnte ausgeschlossen werden. Mit sinkendem Tumorvolumen 

durch Tumorbestrahlung erniedrigte sich ebenfalls Plasma-Hsp70. Das erreichte nach 

vollständigem Tumorrückgang wieder das Niveau der Kontrollen. Ein Einfluss der 

Tumorbestrahlung an sich auf Plasma-Hsp70 konnte ausgeschlossen werden. Da 

sowohl Tumornekrose als auch Tumorhypoxie Plasma-Hsp70 beeinflussen können, 

wurden diese Parameter auch untersucht. Es konnte ermittelt werden, dass sich die 

Tumornekrose mit steigendem Tumorvolumen und durch Tumorbestrahlung erhöht. 

Es zeigte sich, dass die Tumorhypoxie bei steigendem Tumorvolumen gleich bleibt 

und durch Tumorbestrahlung abnimmt. Eine Beeinflussung von Plasma-Hsp70 durch 

Tumornekrose oder Tumorhypoxie bestand nicht. Plasma-Hsp70 kann daher als 

tumorspezifischer Biomarker von menschlichen Kopf-Hals-Xenografttumoren 

verwendet werden. Weitere klinische Studien sind erforderlich um diese Erkenntnis zu 

einer möglichen klinischen Anwendung zu führen.
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Abkürzung Bedeutung 

ADD70 AIF-Derived Decoy For Hsp70 

ADP Adenosindiphosphat 

AFN Atipamezol, Flumazenil, Naloxon 

AIF Apoptosis-inducing Factor 

Ak Antikörper 

Apaf-1 Apoptotic Protease Activating Factor-1 

As Aminosäure 

ASK-1 Apoptosis Signal-regulating Kinase-1 

ATP Adenosintriphosphat 

AuNP Goldnanopartikel 

BAG-1 BCL2-associated Athanogene 

BIP Binding Immunoglobulin Protein 

B-Zelle “Bone marrow”, “Bursa fabricii” 

CCT Chaperonin Containing Tailless Complex Polypeptide 

CD91 Cluster Of Differentiation 91 

C/EBP CCAAT/Enhancer Binding Protein 

CHIP Carboxy Terminus Of Hsp70-interacting Protein 

FOXN1 Forkhead Box Protein N1 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DISC Death-inducing Signaling Complex 

DPBS Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline 

EEVD E=Glutamat, V=Valin, D=Aspartat 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERK Extracellular Signal-regulated Kinase 

Ex Exosomen 

FCS Fetal Calf Serum 

FEEL-1 
Fasciclin, EGF-like, Laminin-type EGF-like and Link Domain-containing Scavenger 
Receptor-1 

FITC Fluroresceinisothiocyanat 
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FGF-1/2 Fibroblast Growth Factor-1/2 

Gb3 Globotriaosylceramid 

GRP Glucose-related Protein 

HE Hämatoxylin/Eosin 

HEPES Hydroxylethylpiperazinethansulfonsäure 

HIF-1α Hypoxia-inducible Factor-1α 

Hip Hsp70-interacting Protein 

Hop Hsp70/Hsp90-organizing Protein 

Hsc Heat Shock Cognate 

HSF Heat Shock Factor 

Hsp/HSP Hitzeschockprotein 

HSPB1 Heat Shock Protein Family B Member 1 

Hum Human 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

H2SO4 Schwefelsäure 

IFN Interferon 

IL-1 Interleukin-1 

JNK c-Jun N-terminal Kinase 

KDEL K=Lysin, D=Aspartat, E=Glutamat, L=Leucin 

LDL Low-density Lipoprotein 

lipHsp70 Liposomales Hsp70 

LOK Lokalisationssequenz 

LOX-1 Lectin-like Oxidized Low-density Lipoprotein Receptor-1 

LRP1 Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 

LUCA last universal common ancestor 

MAPK Mitogen-activated Protein Kinase 

MHC Major Histocompatibility Complex 

mHsp70 Membrangebundenes Hsp70 

Mi Mikrosomen 

MLKL Mixed Lineage Kinase Domain-like Pseudokinase 

MMF Medetomidin, Midazolam, Fentanyl 

MMP-2/9 Matrixmetalloproteinase-2/9 
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MNP Magnetische Nanopartikel 

Mot Mortalin 

Mt Mitochondrial 

mTORC Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 

NBD Nukleotidbindedomäne 

NEAA Non-essential Amino Acids 

NO Stickstoffoxid 

NF-IL6 Nuclear Factor Interleukin 6 

NF-κB Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer Of Activated B-cells 

NK-Zelle Natürliche Killerzelle 

NSCLC Non-small Cell Lung Cancer 

Nu Nucleus 

PES Phenylethylsulfonamid 

PET Positronenemissionstomographie 

pO2 Sauerstoffpartialdruck 

PS Phosphatidylserin 

P/S Penicillin/Streptomycin 

RIPK1/3 Receptor Interacting Protein Kinase1/3 

SBD Substratbindedomäne 

SIGLEC Sialic Acid-binding Immunoglobin-like Lectin 

SPION Supraparamagnetische Eisenoxidnanopartikel 

SPSS 20 Statistical Package For The Social Sciences 20 

SREC-I Scavenger Receptor Expressed By Endothelial Cells 

STAT1/3 Signal Transducer And Activator Of Transcription 1/3 

TMB Tetramethylbenzidin 

TLR-2/4 Toll-like Receptor-2/4 

T-Zelle “Thymus” 

VAR Variabel 

Zm Zellmembran 

ZPF Zentrum für präklinische Forschung 

Zy Zytosol 
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