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III Zielsetzung 

Glioblastoma multiforme ist die häufigste und ebenso bösartigste Form der 

Hirntumore. Gleichzeitig ist es mit der schlechtesten 5-Jahres 

Überlebenswahrscheinlichkeit aller menschlichen Tumore überhaupt assoziiert (Krex 

et al., 2007). Obwohl mittlerweile komplexe, ineinandergreifende Therapiekonzepte 

entwickelt wurden, die neben chirurgischen Eingriffen auch lokale Strahlen- sowie 

systemische Chemotherapien (u.a. Temozolomid) umfassen, liegt die mediane 

Überlebenszeit nach Diagnose immer noch nur bei 15-18 Monaten (Stupp et al., 

2009). Gründe für das geringe Ansprechen auf die diversen Therapiekonzepte sind 

u.a. die hohe Zellheterogenität, das infiltrative Wachstum des Tumors und eine hohe 

Therapieresistenz, welche dem Glioblastom zu eigen ist (Cloughesy et al., 2014). In 

den Fokus aktueller Forschungsarbeiten treten deshalb nun immer mehr 

individualisierte Therapieansätze, die u.a. gezielt das körpereigene Immunsystem 

stimulieren und somit eine weitere Therapievariante bieten.  

Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem komplexen Zusammenspiel zwischen 

Tumorzellen und Immunsystem und geht im Genaueren auf die Expression von 

membrangebundenem Hsp70 als Zielstruktur für den Angriff durch NK-Zellen auf 

humanen Glioblastomzellen nach Bestrahlung ein. Ziel meiner 

medizinisch/experimentellen Doktorarbeit war es, die zeit- und dosisabhängige 

Expression von Hsp70-Proteinen zu eruieren, um anhand dessen zielführende 

Aussagen zu anschließende Therapieschemata konzipieren zu können.  

Zunächst wurden humane Glioblastomzellen der Zelllinie U87 aufgrund 

unterschiedlicher Verweildauer in Kultur nach Bestrahlung in darauf abgestimmter 

Dichte (variierend von 250.000 an Tag 1 bis 10.000 für Tag 7) ausgesät. 

Anschließend erfolgte die Bestrahlung mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen 

zwischen 0 bis 6 Gy. Nachfolgend wurde die tägliche Messung der Expression des 

membrangebundenen Hsp70 mittels FACS-Analyse unter Verwendung des 

monoklonalen Antikörpers cmHsp70.1 vorgenommen.  
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1 Einleitung 

1.1 Grundlagen der Onkologie 

1.1.1 Eigenschaften von Tumorzellen 

Tumorzellen unterscheiden sich in erheblichem Maße von normalen Zellen des 

menschlichen Körpers. Mithilfe tumorspezifischer Eigenschaften, den sogenannten 

„hallmarks of cancer“ wird es neoplastischen Zellen ermöglicht, sich den 

Regulierungsmechanismen von normalen Körperzellen zu entziehen und dadurch an 

Autarkie zu gewinnen. Diese besonderen Merkmale ermöglichen den Tumorzellen 

ein für sie typisches nahezu ungebremstes Wachstum und Metastasierungsverhalten 

(Hanahan & Weinberg, 2011). Um die Tumorbiologie in ihrer Gänze zu verstehen, 

die Diversität der neoplastischen Erkrankungen und die Komplexität von 

Tumorgewebe erfassen zu können, werden im Folgenden die einzelnen Merkmale, 

die zur Tumorentstehung beitragen, näher beleuchtet. 

 

1.1.1.1 Aufrechterhaltung proliferativer Signale 

Zellen des normalen, nicht neoplastischen Gewebes sind darauf bedacht, ein 

Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und -untergang zu wahren, was mithilfe 

kontrollierter Produktion und Freisetzung von Wachstums- und Apoptose-

induzierenden Faktoren erreicht wird. Damit wird auf Dauer eine Homöostase 

bezüglich Zellzahl, Gewebs-architektur und -funktion gewährleistet (Hanahan & 

Weinberg, 2011).  

Tumorzellen sind in der Lage diese Mechanismen zu umgehen und somit ein 

ungebremstes Zellwachstum zu ermöglichen. Sie stellen tumorspezifische 

Wachstumsfaktoren her, reagieren mit tumoreigenen Rezeptoren darauf und stellen 

dadurch eine autarke Proliferation sicher. Auch Wachstumsfaktoren, die normale 

Zellen stimulieren werden ausgeschüttet, um ein geeignetes Tumormikromilieu 

herzustellen (Cheng et al., 2008). 

Zusätzlich wird durch den Eingriff in zelleigene Signalkaskaden die Anzahl der 

Rezeptorproteine durch somatische Mutation auf den Zellen erhöht, um gesteigerte 

Wachstumsraten zu ermöglichen. Beispielhaft kann hier der B-Raf Signalweg 

angeführt werden, durch den der MAP-Kinase sowie der PI3-Kinase Signalweg 
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aktiviert werden und die Akt/PKB Kaskade initiiert wird. Beide Signalwege führen 

durch aktivierte Wachstumsrezeptoren zu einer kontinuierlichen Zellproliferation.   

Auch negative „feedback“ Mechanismen spielen für die tumoreigene 

Proliferationsmaschinerie eine große Rolle. Physiologisch liegt die Aufgabe von 

Rückkopplungsmechanismen darin, bei zu hoher Produktion eine zusätzliche 

Signalausschüttung zu verhindern. Tumorzellen versuchen diese Feedbackschleifen 

zu unterbinden und Proliferationssignale zu verstärken. Im PTEN-Signalweg führen 

Mutationen im PTEN-Gen entgegen seiner eigentlichen Wirkung der 

Tumorsuppression durch Verstärkung des PI3K-Signalwegs zu unkontrolliertem 

Wachstum und Tumorneubildung. Ein bekannter Vertreter dieser 

Rückkopplungsmechanismen ist die PTEN-Phosphatase, die als Gegenspieler der 

PI3-Kinase eigentlich deren Produkt, das PIP3 abbaut. Geht die antagonistische 

Wirkung durch eine „loss-of-function“ Mutation im PTEN-Gen verloren, führt dies zu 

einer Verstärkung des PI3K-Signalwegs, Wachstum und Tumorneubildung werden 

begünstigt (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

1.1.1.2 Vermeiden von Tumorsuppression 

Es ist für Tumorzellen nicht nur von entscheidender Bedeutung 

proliferationsfördernde Wirkung aufrechtzuerhalten, sondern in gleichem Maße, 

Einflussgrößen, die die Proliferation stoppen könnten, zu verhindern. Innerhalb des 

Zellzyklus stellen sogenannte „gatekeeper“ durch ihre regulierende Funktion eine 

geordnete Zellhomöostase sicher. Wichtige Vertreter der Tumorsuppressorgene sind 

das Retinoblastom Gen (RB) und p53. Durch intra-, als auch extrazellulären Input 

entscheiden sie als zentrale Kontrollpunkte im Zellzyklus über Proliferation, 

Seneszenz oder Apoptose (Hanahan & Weinberg, 2011). In Abwesenheit oder bei 

Defekten dieser Gene fehlt deren Kontrollfunktion, entartete Zellen werden nicht als 

maligne erkannt, vermehren sich weiter und führen zu einem für Tumorzellen 

charakteristischen, ungeordneten Wachstum.  

 

1.1.1.3 Apoptoseresistenz 

In normalen Zellen wird das Apoptose-Programm durch physiologische 

Stressfaktoren, wie Hypoxämie, Hypo- und Hyperthermie, sich verändernde pH-

Werte und Hypoglykämie getriggert. Beim Ablauf der Apoptose unterscheidet man 
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zwischen zwei grundsätzlichen Signalwegen: dem extrinsischen, bei welchem der 

Zelle über Fas-Rezeptoren auf extrazellulärem Weg ein Trigger vermittelt wird, und 

den intrinsischen, bei welchem aufgrund intrazellulärer Faktoren das Apoptose-

Programm initiiert wird. Als Endpunkt besitzen beide Signalwege die Aktvierung der 

Caspase 8/9, welche eine erneute proteolytische Kaskade initiiert, um die Zelle 

vollständig abzutöten und die Phagozytose einzuleiten. Normalerweise besteht bei 

nicht malignen Zellen ein Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen 

Proteinen. Apoptose-fördernde Proteine wie Bax und Bak befinden sich in einer 

festen Bindung mit Apoptose-inhibierenden Proteinen, welche zur Bcl-Familie gezählt 

werden (Adams & Cory, 2007). Durch die Wechselwirkung beider Partner wird die 

Zellhomöostase im Gleichgewicht gehalten. Lösen sich Bak und Bax aus dieser 

Bindung geht die Integrität der Mitochondrienmembran verloren, das pro-

apoptotische Signalprotein Zytochrom c wird freigesetzt und eine proteolytische 

Kaskade aktiviert, welche als Endpunkt den Zelltod und die Phagozytose nach sich 

zieht. 

Tumorzellen versuchen sich dem programmierten Zelltod zu entziehen, indem sie 

durch eine „loss-of-function“ Mutation des Tumorsuppressorgens p53 einen 

Checkpoint im Zellzyklus umgehen und somit uneingeschränktes Wachstum 

erreichen. Eine weitere Alternative gibt die Modulation auf Ebene der pro- und anti-

apoptotischen Proteine: eine Erhöhung von Bcl, beziehungsweise eine verminderte 

Expression von Bax/Bak (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

1.1.1.4 Telomerstabilität 

Normale, nicht maligne Zellen durchlaufen je nach Entität eine limitierte Anzahl an 

Zellzyklen, bevor sie entweder in den Zustand der Seneszenz übergehen, einem 

Ruhemodus, in dem keine Proliferation stattfindet oder in Apoptose gehen. Als 

wichtigster Trigger für beide Wege gilt die Länge der Telomere, jener 

Polynukleotidketten, die am Ende von Chromosomen lokalisiert sind und bei jeder 

Zellteilung um ein Stück verkürzt werden. Telomere schützen die Chromosomen vor 

End-zu-End Fusionen, welche unmittelbar zu einem Aneinanderheften mehrerer 

Chromosomen und zu instabilen Karyotypen führen und die Zelle in die Apoptose 

treiben. Sind die Telomere stark verkürzt, kann diese Schutzfunktion nicht mehr 

gewährleistet werden, weshalb die Telomerlänge als Proliferationslimitation 

angesehen werden kann. 
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Die für die Verlängerung der Telomere zuständige Polymerase ist die sogenannte 

Telomerase. Telomerasen fügen neue Nukleotidsequenzen an die Enden der 

Chromosomen hinzu und verhindern somit die progressive Telomerverkürzung. Der 

Übergang in die Seneszenz, beziehungsweise Apoptose wird dadurch deutlich 

hinausgezögert und die Lebenszeit einer Zelle erheblich verlängert. In normalen 

Zellen werden Telomerasen kaum exprimiert, wohingegen sie in Tumorzellen 

zumeist überexprimiert werden. 

 

1.1.1.5 Angiogenese 

Tumore, als schnellwachsende und hochproliferative Gewebe, benötigen für ihr 

Wachstum einerseits viel Energie und Sauerstoff, andererseits die Möglichkeit durch 

hohen Zellumsatz anfallende Stoffwechselendprodukte abzutransportieren. Um 

diesen Anforderungen gerecht zu werden, ist es für neoplastisches Gewebe deshalb 

unabdingbar ein weitläufiges Gefäßnetzwerk auszubilden, um eine optimale 

Versorgung sicherzustellen (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Physiologisch findet die Angiogenese in der Embryonalphase und auch postnatal 

statt, stellt danach jedoch ihre Aktivität ein und wird im adulten Körper nur für 

Wundheilungsprozesse oder Wachstumsvorgänge und während des weiblichen 

Zyklus in Gang gesetzt. In Tumorgeweben führen verschiedene Wachstumsfaktoren 

zum sogenannten „angiogenic switch“, wodurch Neovaskularisation und 

Gefäßproliferation wieder ermöglicht wird (Hanahan & Folkman, 1996).  

Charakteristischerweise tragen Gefäße in neoplastischen Geweben typische 

Merkmale, die sie von normalen Blutgefäßen unterscheiden: es finden sich viele 

Gefäßverästelungen, Konvolute, undichte Stellen und vergrößerte Gefäße, die zu 

einem unphysiologischen Blutfluss, Mikrohämorrhagien und ungleichmäßiger 

Sauerstoff- und Nährstoffversorgung führen.  

Auch die Angiogenese unterliegt einem Kräftemessen zwischen inhibierenden und 

aktivierenden Mechanismen: „endothelial growth factor-A“ (VEGF-A) ist der 

bekannteste Vertreter der Angiogenese-stimulierenden Faktoren. Getriggert wird 

seine Ausschüttung durch Hypoxie und onkogene Signalkaskaden, Zielrezeptoren 

sind drei verschiedene Tyrosinkinasen (VEGFR-1-3) (Ferrara, 2010). Sein 

Gegenspieler TSP-1 bindet ebenso an Transmembranrezeptoren endothelialer 

Zellen, setzt inhibierende Kaskaden in Gang und dient als endogener Inhibitor, 
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physiologischer Regulator der Angiogenese und intrinsische Barriere gegen 

ungesteuerte Gefäßproliferation (Kazerounian et al., 2008). 

 

1.1.1.6 Invasion und Metastasierung 

Invasion und Metastasierungsverhalten werden durch Alterationen begünstigt, 

welche sich typischerweise im Genom von Tumorzellen befinden und die Zell-zu-Zell 

und Zell-zu-Matrix Kontakte beeinflussen. Die als epithelial-mesenchymale Transition 

(EMT) beschriebenen Vorgänge umfassen neben dem Verlust der normalen 

Zellkontakte sowohl Änderungen der Zellarchitektur und Expression von Matrix-

abbauenden Enzymen, als auch eine erhöhte Motilität und gesteigerte 

Apoptoseresistenz (Peinado et al., 2004). Genauer muss hier die Familie der 

Cadherine beleuchtet werden: E-Cadherine vermitteln durch ihre Adhäsionsfunktion 

an epitheliale Zellen einen geordneten Gewebsaufbau. Geht durch „loss-of-function“ 

Mutation die ursprüngliche Struktur der E-Cadherine verloren, werden Invasion und 

Metastasierung begünstigt. N-Cadherine treten typischerweise bei migrierenden 

Neuronen oder mesenchymalen Zellen während der Organogenese auf. Eine 

Überexpression dieser Proteine trägt zu einer erhöhten Zellmigration bei.  

Invasion und Metastasierung sind hochkomplexe Prozesse, die in mehreren Stufen 

ablaufen. Beginnend mit den oben erwähnten Zellveränderungen folgen lokale 

Invasion, Intravasation, Übergang in das lymphatische und hämatogene System, 

Extravasation, das Ausbilden von Mikrometastasen und letztendlich der Übergang in 

makroskopische Tumore (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

1.1.1.7 Genominstabilität und Mutation 

In normalen Zellen werden Veränderungen der DNA rasch detektiert und repariert. 

Sogenannte „caretaker“-Gene codieren für Proteine, welche DNA-Schäden erkennen 

und Reparaturmechanismen in Gang setzen oder sogar selbst in den 

Reparaturvorgang eingebunden sind und mutagene Alterationen schon eliminieren, 

bevor Defekte am Genom entstehen (Negrini et al., 2010). Durch Aufrechterhaltung 

der Genomstabilität werden spontane Mutationen auf ein Minimum reduziert. 

Tumorzellen erhöhen durch Außerkraftsetzen der Reparaturmechanismen die 

Mutationsrate, beeinträchtigen die Genomstabilität und beschleunigen die 

Tumorprogression (Hanahan & Weinberg, 2011).  
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1.1.1.8 Tumorfördernde Inflammation 

In nahezu jedem neoplastischen Gewebe finden sich Entzündungs- und 

Immunzellen. Diese tumorassoziierte Antwort des Körpers führt zu einem paradoxen 

Effekt: es werden bioaktive Moleküle, wie Wachstumsfaktoren, anti-apoptotische 

Faktoren, Angiogenese-stimulierende Proteine und andere Enzyme freigesetzt, die 

die epithelial-mesenchymale Transition, Invasion und Metastasierung fördern 

(DeNardo et al., 2010). 

 

1.1.1.9 Änderung des Energiestoffwechsels 

Neoplastische Gewebe benötigen aufgrund ihrer hohen Proliferationsraten sehr viel 

Energie. In normalen Zellen erfolgt die Energiegewinnung unter aeroben 

Bedingungen über Glykolyse verbunden mit anfallendem Pyruvat, was im Folgenden 

in den Mitochondrien unter Gewinnung von ATP zu Acetyl-CoA abgebaut wird. 

Tumorzellen besitzen die Möglichkeit zwischen aeroben und anaeroben Stoffwechsel 

zu wechseln („metabolic switch“) (Vander Heiden et al., 2009). Die bei erhöhter 

Glykolyse anfallenden Metabolite können zu Nukleotiden, Aminosäuren und Fetten 

weiterverarbeitet werden, um im Folgenden für die Neubildung von Zellen genutzt zu 

werden. Pyruvat wird in Tumorzellen nicht in die Mitochondrien transportiert, sondern 

über Laktatdehydrogenase A zu Laktat abgebaut, das aus Tumorzellen 

ausgeschleust wird und das Tumorwachstum weiter stimuliert.  

 

1.1.1.10 Umgehen des Immunsystems 

Das zelluläre und humorale Immunsystem übernimmt eine wichtige Barrierefunktion 

im Hinblick auf Tumorentstehung und -progression. Sowohl das angeborene als auch 

das adaptive Immunsystem trägt zur immunologischen Überwachung und zur 

Tumorabwehr bei. Tumorzellen können bestimmte „tumor escape“ Mechanismen 

einleiten, um der Erkennung durch Immunzellen zu entgehen. Unter hypoxischen 

Bedingungen exportieren Tumorzellen ATP in den Extrazellulärraum, wo nach 

Umwandlung durch die membrangebundenen Ektoenzyme CD39/CD73 freies 

Adenosin (ADO) gebildet wird. Durch Binden an Tumor- und Immunzellen wird eine 

Adenosin-getriggerte Signalkaskade ausgelöst, welche besonders die Wirkung von 

CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen, NK- und dendritischen Zellen negativ beeinflusst und 

die Freisetzung immunstimulierender Zytokine hemmt. Gleichzeitig werden 

regulatorische T-Zellen (Tregs) und „myeloid-derived suppressor cells“ (MDSCs) 



Einleitung 13 

aktiviert und die Polarisation in tumorassoziierte (TAM) M2 Makrophagen begünstigt. 

Darüber hinaus werden vermehrt immunsuppressive Zytokine sezerniert und sowohl 

Tumorprogression als auch Gefäßneubildung direkt gefördert (Vaupel & Multhoff, 

2016). 

 

 

Abbildung 1: Begünstigende Einflussfaktoren der Tumorneogenese (Hanahan & Weinberg, 2011) 

 

1.1.2 Tumormikroumgebung 

Tumore dürfen nicht als isolierte Gewebsneubildungen betrachtet werden, sondern 

müssen aufgrund ihrer intratumoralen Heterogenität unter Einbeziehung aller 

involvierten Zelltypen bewertet werden. Das unmittelbare Umfeld eines Tumors 

nimmt entscheidenden Einfluss auf die Karzinogenese, weshalb die beteiligten 

Zelltypen im Folgenden kurz behandelt werden. 

 

1.1.2.1 Tumorstammzellen 

Tumorstammzellen (CSCs) bilden das Herzstück eines jeden Tumors. Sie sind in der 

Lage genetisch homogene, phänotypisch allerdings höchst heterogene 

proliferierende Tumorzellen, auszubilden. CSCs besitzen die Fähigkeit im nativen 

Gewebe neue Tumore auszubilden und sind gleichzeitig durch ihre Heterogenität 

resistenter gegenüber gängigen Tumortherapien (Hanahan & Weinberg, 2011). 
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1.1.2.2 Endothelzellen 

Endothelzellen kleiden das Lumen von Gefäßen aus. Nach dem sogenannten 

„angiogenic switch“, also dem Übergang vom ruhenden in einen aktiven Zustand und 

die damit verbundene Angiogenese, spielen sie eine bedeutende Rolle in der 

Gefäßneubildung und -progression. Ohne Angiogenese ist das Wachstum von 

Tumoren limitiert (Hanahan & Weinberg, 2011).  

 

1.1.2.3 Perizyten 

Perizyten sind spezialisierte, mesenchymale Zellen, die mit ihren fingerförmigen 

Ausläufern eine stabilisierende Schicht um Blutgefäße bilden, antiproliferative 

Signale aussenden, die vaskuläre Basalmembran synthetisieren und durch 

Freisetzen von VEGF die endotheliale Homöostase nicht nur im normalen, sondern 

auch im Tumorgewebe unterstützen (Hanahan & Weinberg, 2011).  

 

1.2.2.4 Zellen des Immunsystems 

Zu den tumorassoziierten Immunzellen zählen Makrophagen, Mastzellen, 

Neutrophile, B-, T- und NK-Zellen (Coffelt et al., 2010). Im Gegensatz zu ihrer 

Funktion im gesunden Gewebe, tragen sie im Tumorgewebe durch Freisetzung 

diverser Signalmoleküle zur Tumorprogression bei. Tumorfördernde Wirkung wird 

durch das Ausschütten von Wachstumsfaktor EGF, Angiogenese Faktor VEGF und 

FGF2, Chemokine, Zytokine und Matrix-abbauender Proteasen vermittelt (Qian & 

Pollard, 2010). 

 

1.2.2.5 Tumorassoziierte Stromazellen 

Zu den tumorassoziierten Stromazellen zählen Fibroblasten, die die strukturelle 

Grundlage des epithelialen Tumorgewebes bilden und den Großteil des tumorösen 

Stromas ausmachen, sowie die Myofibroblasten. Diese enthalten kontraktile Aktin- 

und Myosinfilamente und sind in der Lage, extrazelluläre Matrixkomponenten zu 

sezernieren und damit ein für Tumorgewebe charakteristisches, desmoplastisches 

Stroma zu generieren (Hanahan & Weinberg, 2011). Des Weiteren finden sich 

Mesenchymal- und Progenitorzellen, die aus dem Knochenmark in Tumorgewebe 

migrieren und sich zu Stromazellen differenzieren (Bergfeld & DeClerck, 2010). 
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Abbildung 2: Tumormikroumgebung (Hanahan & Weinberg, 2011) 

  

1.1.3 Individualisierte Tumortherapie 

Mit Entdeckung der „hallmarks of cancer“ und dem damit einhergehenden 

umfassenden Einblick in die Tumorbiologie, wurde die Hoffnung geschürt, gezielt an 

tumorspezifischen Mechanismen anzusetzen, um die Tumorentstehung und -

progression zu verhindern. Dieses als „targeted therapy“ bezeichnete Vorgehen 

umfasst unter anderem EGFR- und VEGF-Inhibitoren, anti-inflammatorische 

Substanzen, PARP und Telomerase-Inhibitoren, Zyklin-abhängige Kinase-Inhibitoren 

und Therapeutika, die in den aeroben Glukosestoffwechsel der Zellen eingreifen 

(Hanahan & Weinberg, 2000). 

Trotz hoher Spezifität und geringer unerwünschter systemischer Toxizität dieser 

Therapieform, zeigt die Klinik ein ernüchterndes Bild: Ansprechen auf „targeted 

therapy“ scheint nur vorübergehend und mit hohen Rezidivraten assoziiert zu sein 

(Hanahan & Weinberg, 2011). Zugrunde liegen komplexe Signalkaskaden, deren 
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Trigger nicht unikausal nachvollziehbar sind. Mehrere ineinandergreifende 

Mechanismen sind an der Ausbildung eines Tumormerkmals beteiligt, sodass die 

Inhibierung eines einzigen Signalwegs nicht zur kompletten Tumoreliminierung 

führen kann.  

Therapieversagen und Therapieresistenz lassen sich auf die schnelle Reaktion auf 

veränderte äußere Einflüsse und Adaptionsfähigkeit der Tumorzellen zurückführen. 

Aufgrund selektiven Drucks werden Tumorzellen zur Adaption gezwungen. Durch 

genetische Mutation, epigenetische Umprogrammierung oder Veränderung des 

umgebenden Stromas sind sie in der Lage sich an veränderte Situationen 

anzupassen. Tumorzellen sind nicht auf die Ausbildung eines „hallmark of cancer“ 

beschränkt, sondern können bei Inhibition eines Signalweges auf einen anderen 

umschwenken, so beispielsweise auf Inhibition der Angiogenese mit verstärkter 

Invasivität und erhöhtem Metastasierungsverhalten reagieren (Azam et al., 2010).  

Um auf die Kompensations- und Anpassungsfähigkeit der Tumorzellen zu reagieren, 

sollte ein multimodales Therapieregime angewandt werden, welches an diversen 

Signalwegen ansetzt und in die hochkomplexe Regulationsmaschinerie der 

„hallmarks of cancer“ eingreift. Dies wird auch in Zukunft Bestand wissenschaftlicher 

Arbeit und Gegenstand der Forschung sein.  
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Abbildung 3: Therapeutische Zielstrukturen und deren klinische Korrelate bezogen auf 
tumorspezifische Charakteristika (Hanahan & Weinberg, 2011) 

 

1.2 Das Immunsystem und seine Rolle in der Onkologie 

Neben konventionellen Tumortherapien wie Chirurgie, Chemo- und Radiotherapie 

gewinnt die Immuntherapie, eine Therapieform unter Einbeziehen der körpereigenen 

Abwehr stark an Bedeutung. Im Folgenden werden deshalb die Grundzüge des 

Immunsystems und seine onkologische Relevanz kurz skizziert.  

 

1.2.1 Immunsystem: Funktion, Organisation und Mechanismen 

Das Immunsystem hat die Aufgabe den Körper gegen schädigende Wirkung 

pathogener Mikroorgansimen, entarteten Zellen, Fremdproteinen und sonstigen 

Bedrohungen zu schützen (Lüllmann-Rauch, 2012). Hauptsäulen sind die adaptive 

und angeborene Immunabwehr, welche sich sowohl zellvermittelter als auch 

humoraler Mechanismen bedienen.  
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Das angeborene Immunsystem reagiert unspezifisch, dafür aber sehr schnell. Zu den 

humoralen Komponenten zählt sowohl das Komplementsystem, bei welchem durch 

Antikörperbindung Phagozytose und Lyse von Fremdmaterial stimuliert wird, als 

auch antimikrobielle Stoffe, welche in der Lage sind Bakterien und Pilze abzutöten. 

Vertreter der angeborenen Immunabwehr sind Neutrophile, Makrophagen, 

Eosinophile und NK-Zellen.  

Die adaptive Abwehr reagiert höchst spezifisch, jedoch langsamer als das 

angeborene Immunsystem. Hauptakteure sind B- und T-Lymphozyten: B-Zellen 

übernehmen durch Sekretion von Antikörpern humorale Funktionen, T-Zellen 

unterstützen auf zellulärer Ebene als T-Helferzelle oder zytotoxische T-Zellen die 

Abwehr von körperfremden Zellen und Pathogenen (Lüllmann-Rauch, 2012). 

 

1.2.2 Zellen des Immunsystems 

1.2.2.1 B-Zellen 

Durch Antigenpräsentation entstehen aus naiven B-Zellen nach klonaler Selektion, T-

Zell Interaktion, Proliferationsvorgängen, Mutationen, erneuter 

Rezeptoraffinitätsprüfung und Differenzierung schließlich Plasmazellen. Diese sind 

als Effektorzellen in der Lage, Antikörper mit hoher Antigen-Affinität zu sezernieren. 

Ebenso entstehen in einer Sekundärantwort B-Gedächtniszellen, welche bei 

erneutem Antigenkontakt eine schnelle Immunantwort sichern (Lüllmann-Rauch, 

2012). 

 

1.2.2.2 Antigenpräsentierende Zellen (APC) 

Zu den Antigenpräsentierenden Zellen zählen neben dendritischen Zellen (DC) auch 

Makrophagen und B-Zellen. Sie nehmen Antigenfragmente durch Endozytose auf, 

spalten diese proteolytisch und präsentieren Peptide definierter Länge daraufhin auf 

MHC-Molekülen an ihrer Oberfläche. Peptidantigene, die auf MHC-II Molekülen 

präsentiert werden, aktivieren naive CD4+ Helfer T-Zellen, solche die auf MHC-I 

Molekülen präsentiert werden stimulieren naive CD8+ zytotoxische T-Zellen 

(Lüllmann-Rauch, 2012). 
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1.2.2.3 T-Zellen 

Eine Antigenpräsentation auf MHC-I Molekülen führt zur Stimulation von 

zytotoxischen CD8+ Zellen (CTL), welche nach Freisetzung zytoplasmatischer 

Granula (Perforin und Granzym B) zur Zerstörung von Zielzellen und zur Aktivierung 

von Makrophagen durch IFN-γ führen.  

CD4+ T-Zellen können sich durch Antigenpräsentation via MHC-II und den Einfluss 

von Zytokinen entweder zu TH1, TH2, TH17 oder regulatorischen T-Zellen (Treg) 

differenzieren. Zytokine aus TH1-Zellen dienen der Aktivierung von CD8+ T-Zellen 

und NK-Zellen, sowie der Unterstützung von B-Zellen. TH2-Zellen unterstützen das 

Tumorwachstum und aktivieren B-Zellen und Eosinophile. TH17-Zellen haben eine 

stark pro-inflammatorische Wirkung und unterstützen Neutrophile. Regulatorische T-

Zellen sind in der Lage die immunsuppressiven Zytokine TGFβ und IL-10 

herzustellen, haben starken Einfluss sowohl auf dendritische Zellen (DC) als auch 

auf Makrophagen und tragen erheblich zur Immunhomöostase bei (Lüllmann-Rauch, 

2012).  

 

1.2.2.4 NK-Zellen 

NK-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems, sie erkennen sowohl viral und 

bakteriell infizierte als auch neoplastische Zellen und verfügen über verschiedene 

Mechanismen, die zur Apoptose der Zielzelle führen. Induzierter Zelltod kann durch 

die Freisetzung von Interferon-γ, TNF-α und T-Zell aktivierenden Chemokinen 

(RANTES, MIP1α und MIP1β) erfolgen, ebenso durch die Sekretion der in den 

zytoplasmatischen Granula enthaltenen Enzyme Perforin und Granzym B, welche die 

Permeabilität der Zellmembran steigern und Apoptose einleiten (Radons & Multhoff, 

2005).  

Neben ihrer Zytotoxizität durch Sekretion von zytoplasmatischen Granula sind NK-

Zellen in der Lage, Apoptose durch „death receptor“ (DR) vermittelte Signalkaskaden 

zu induzieren. Unterschieden werden drei Rezeptor/Liganden Komplexe, welche 

sämtlich zur TNF-Überfamilie gehören und sich in ihren Abläufen nach 

Ligandenbindung ähneln: TNF in Verbindung mit TNF-Rezeptor 1 oder 2, FasL 

gebunden an CD95 (Apo-1/Fas) und TRAIL mit den Rezeptoren DR4/5 (Prager & 

Watzl, 2019). Die Ligandenbindung führt zur Bildung des „death inducing signal 

complex“ (DISC) bestehend aus einem Adapterprotein FADD (Fas-associated death 

domain protein) und Procaspase 8/10. Die proteolytische Autoaktivierung der 
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Initiatorcaspasen 8/10 führt in Typ1-Zellen zur direkten Aktivierung der 

Effektorcaspasen, in Typ2-Zellen ist hierfür ein positiver Verstärkungsmechanismus 

notwendig: Caspase 8 spaltet Bid in t-Bid, wodurch mitochondriale pro-apoptotische 

Faktoren (Zytochrom c, SMAC) freigesetzt werden und zur Bildung des Apoptosoms 

führen. Die darin enthaltene Caspase 9 führt zur Spaltung der Effektorcaspasen 3, 6, 

7 (Wajant, 2002). 

 

Abbildung 4: "death receptor" vermittelte Apoptose (Ralff & El-Deiry, 2018) 

 

Neben Degranulations- und Rezeptor-abhängigen Mechanismen können NK-Zellen 

Tumorzellen auch über eine antikörpervermittelte Zytotoxizität (antibody dependent 

cell-mediated cytotoxicity, ADCC) zerstören. Hierbei wird antikörpervermittelt eine 

Verbindung zwischen Tumorzelle als „target cell“ und NK-Zelle als Effektorzelle 

hergestellt. NK-Zellen exprimieren den Oberflächenrezeptor CD16 (FcγRIII), der an 

das Fc-Fragment eines monoklonalen Antikörpers (mAB) der Immunglobulin G 

Familie (IgG) bindet. Das Fab-Fragment des mAB bindet an das auf der Tumorzelle 

exprimierte Antigen. Nach erfolgreicher Kopplung erfolgt die Aktivierung einer 

lytischen Signalkaskade und die Tumorzelle geht in Apoptose (Lo Nigro et al., 2019).  



Einleitung 21 

 

Abbildung 5: Der ADCC-Komplex: Antikörpervermittelte Bindung zwischen Zielzelle und 
Effektorzelle. Fc-Fragment bindet an CD16 der NK-Zelle, Fab-Fragment bindet an tumorspezifisches 
Antigen (Siernicka et al., 2019).  

 

1.2.3 Rolle des Immunsystems in der Onkologie: Immunediting 

Tumorentstehung und Immunsystem stehen in enger und komplexer Beziehung 

zueinander. Immunediting beschreibt den dynamischen Prozess, dem sowohl Tumor 

als auch Immunsystem im gemeinsamen Wechselspiel der Tumorgenese unterliegen 

(Dunn et al., 2004); er lässt sich in drei Phasen gliedern: 

In der Eliminierungsphase oder Immunüberwachung („immune surveillance“) werden 

tumoreigene Antigene durch Zellen des angeborenen Immunsystems erkannt und 

das neoplastisch veränderte Gewebe infiltriert. Es wird IFN-γ freigesetzt, welches 

ebenfalls zytotoxisch wirkt (Dunn et al., 2006). Die nekrotischen Tumorzellen werden 

von dendritischen Zellen aufgenommen, zersetzt und die prozessierten 

Peptidantigene werden auf MHC-I Molekülen präsentiert, was zur Aktivierung von 

zytotoxischen T-Zellen und über die oben genannten Prozesse (siehe CTL) zum 

Zelltod führt (Mittal et al., 2014). Das Immunsystem behält gegenüber den 

Tumorzellen die Überhand. 

Die Gleichgewichtsphase ist dadurch gekennzeichnet, dass sich einige Tumorzellen, 

die im ersten Schritt nicht beseitigt werden konnten, durch Mutationen verändern, 

eine resistentere Subpopulation generieren und sich der Eliminierung durch 

Immunzellen im weiteren Verlauf entziehen (Dunn et al., 2004). 
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In der „immune escape“ Phase sind Tumorzellen in der Lage sich vollständig vor 

Immunzellen zu schützen und sich unbegrenzt weiter zu teilen. In der „escape“ 

Phase werden Tumore klinisch sichtbar (Mittal et al., 2014). Sämtliche 

Abwehrmechanismen des angeborenen oder erworbenen Immunsystems sind 

ausgeschaltet und greifen nicht mehr. 

 

 

Abbildung 6: Tumorentstehung und Immunsystem: die drei Phasen des Immunediting (Dunn et al., 
2004) 

 

1.3 Grundlagen der Strahlentherapie in der Onkologie 

Die Strahlentherapie bildet neben der Chirurgie und der Chemotherapie eine der 

Hauptsäulen in der Tumortherapie. Sie kann alleinig oder in Kombination mit anderen 

Therapien, adjuvant oder neoadjuvant angewandt werden. Ionisierende Strahlen 

führen hauptsächlich durch Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite (ROS) (Kang et 

al., 2014) und anschließender Reaktion mit DNA-Bestandteilen zu Einzel- und 

Doppelstrangbrüchen, welche in Störungen der Zellfunktion und anschließender 

Apoptoseeinleitung resultieren (Van Der Kogel et al., 2009).  
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Ionisierende Strahlen induzieren Immuneffekte, indem stress-induzierte Antigene 

nach Bestrahlung und Zelltod vermehrt freigesetzt werden: Calreticulin, ATP und 

HMGB1 (high-mobility group protein B1) sind typische Marker, die nach dem 

immunologischen Zelltod freigesetzt werden und anschließend T-Zellen stimulieren 

können. Chemokine, wie CXCL9, CXCL10 und CXCL16, IFN-γ und TNF-α locken T-

Zellen zum Tumor (Dunn et al., 2006). Des Weiteren werden durch Bestrahlung 

MHC-Moleküle, intrazelluläre Adhäsionsmoleküle und der Fas-Ligand verstärkt 

exprimiert, wodurch überlebende Tumorzellen für T-Zellen leichter erkennbar werden 

(Formenti & Demaria, 2013). Membrangebundenes Hsp70 gehört ebenfalls zu den 

stressinduzierbaren Molekülen, die nach Bestrahlung auf Tumorzellen erhöht 

exprimiert werden (Murakami et al., 2015) und deshalb als tumorspezifische 

Erkennungsstruktur für aktivierte NK-Zellen fungieren.  

Aufgrund dieser neuen Daten ist zu erwarten, dass die Radiotherapie neben dem 

Hauptziel die Tumormasse zu verringern auch zu einer Stimulation des 

Immunsystems führen könnte.  

 

1.4 Hitzeschockprotein 70 

Als Schlüsselelement dieser Arbeit kommt dem Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) eine 

besondere Bedeutung zu. Im Folgenden werden deshalb dessen Aufbau, Regulation, 

Funktion und seine therapeutische Relevanz als immunmodulatorische Zielstruktur 

für NK-Zellen näher beleuchtet. 

 

1.4.1 Überblick 

HSPs verdanken ihren Namen der zufälligen Entdeckung in Drosophila 

melanogaster, in welcher als Reaktion auf einen Hitzeschock eine vermehrte 

Expression von Genen beobachtet wurde, die für HSPs codieren. Zur HSP70 Familie 

zählen 13 verschiedene Mitglieder, welche sich in Expression, Lokalisation und 

Aminosäurensequenz unterscheiden (Radons, 2016). Das hauptstressinduzierbare 

Hsp70 ist sowohl intrazellulär als auch extrazellulär und membrangebunden auf 

Tumorzellen zu finden. In Normalzellen kommt Hsp70 nur intrazellulär nicht aber auf 

der Zellmembran vor (Radons & Multhoff, 2005). 
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Extrazelluläres Hsp70 kann als freies Protein von toten Zellen oder aber gebunden 

an Exosomen aktiv von lebenden Tumorzellen freigesetzt werden. Die genauen 

Mechanismen, die zur Freisetzung von Hsp70 führen, sind allerdings noch nicht 

vollständig verstanden (Radons, 2016). 

Membrangebundenes Hsp70 findet sich - obwohl keine klassische Transmembran-

Domäne vorhanden ist - bevorzugt auf Tumorzellen, nicht jedoch auf normalen 

Zellen (Radons & Multhoff, 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass Hsp70-

Proteine für die Externalisierung bestimmte Bestandteilen der Lipidmembran („lipid 

rafts“) von Tumorzellen nutzt (Vega et al., 2008). Unsere eigenen Vorarbeiten haben 

gezeigt, dass die tumorspezifische Lipidkomponente Globoyltriaosylceramide (Gb3) 

mit Hsp70-Protein auch in künstlichen Lipidvesikeln interagieren kann (Multhoff et al., 

2015). Durch Stressfaktoren wie Bestrahlung, Chemotherapie, Hypoxie oder 

Hyperthermie kann die Expression von membrangebundenem Hsp70 auf 

Tumorzellen noch weiter erhöht werden (Kleinjung et al., 2003). 

 

1.4.2 Aufbau und Funktion 

Hsp70-Proteine bestehen aus einer N-terminalen „nucleotide binding domain“ (NBD), 

welche ATP bindet und hydrolisiert und einer C-terminalen „substrate binding 

domain“ (SBD), welche ungefaltete Polypeptide und Proteine bindet (Flaherty et al., 

1990). 

Hsp70-Proteine agieren typischerweise als molekulare Chaperone; sie fördern die 

richtige Proteinfaltung, unterstützen den Transport von neugebildeten 

Polypeptidketten und helfen beim Zusammenbau von Multiproteinkomplexen 

(Radons & Multhoff, 2005). Zudem haben sie intrazellulär eine stark anti-

apoptotische Wirkung: Sie inhibieren die mitochondriale Translokation und 

Aktivierung von Bax und verhindern, dass Mitochondrien ihre Permeabilität erhöhen 

und pro-apoptotische Faktoren wie Zytochrom c ausschütten (Stankiewicz et al., 

2005). Ebenso blockiert Hsp70 den Zusammenbau des Apoptose-fördernden 

Signalkomplex DISC (death inducing signal complex) (Guo et al., 2004), bindet den 

Apoptosefaktor Apaf-1 (apoptosis protease activating factor) und inhibiert die 

Caspase 3. Außerdem greift es durch Modifikation von JNK, MAPK, und ERK in 

weitere Apoptose-regulierende Signalwege ein (Radons, 2016). Invasion und 
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Metastasierungsverhalten werden durch erhöhte proMMP-9 Sekretion und MMP9-

Aktivität erleichtert (Lee et al., 2006). 

Im Hinblick auf die „hallmarks of cancer“ verstärkt intrazelluläres Hsp70 also sowohl 

Zellwachstum und Proliferation als auch die Resistenz gegenüber Apoptose, 

Zytostatika und Bestrahlung (Vega et al., 2008). Invasion und 

Metastasierungsverhalten werden begünstigt.  

 

1.4.3 Regulation 

Die Expression von Hsp70 wird sowohl durch physiologische Stressfaktoren wie z.B. 

Hypoxie, Hypoglykämie und Hyperthermie, als auch durch von außen zugeführten 

Stressfaktoren, wie z.B. Chemo- oder Strahlentherapie stimuliert. Die daraufhin 

ablaufende „heat shock response“ (HSR) umschreibt Craig folgendermaßen:  

„The HSR is an ancient and sophisticated cytoprotective mechanism to augment 

organismal survival and longevity in the face of proteotoxic stress from without and 

within“ (Craig, 1985). 

Die Expression von Hsp70 wird hauptsächlich auf Transkriptionsebene reguliert, als 

wichtigster Faktor gilt hierfür der HSF-1 (heat shock factor) (Pirkkala et al., 2001). 

Unter physiologischen Bedingungen liegt dieser gebunden an Hsp70 im Zytosol vor, 

bei Stressantwort wird durch Bindung an HSEs (heat shock elements) die Hsp70 

Promotorregion aktiviert und dessen Transkription initiiert (Radons, 2016). Ein 

weiterer Weg die Hsp70 Expression zu triggern, bietet die mTOR (mammalian target 

of rapamycin kinase) Signalkaskade, welche durch direkte Phosphorylierung der 

HSF die Hsp70 Produktion in Gang setzt (Chou et al., 2012). Posttranskriptional 

kann die Hsp70 Expression durch microRNAs (miRNAs) reguliert werden (Radons, 

2016). Das posttranslationale Processing von Hsp70-Proteinen ist Gegenstand 

aktueller Forschung.  

 

1.4.4 Immunmodulierende Funktion 

Neben ihrer bereits oben genannten Funktion als molekulare Chaperone, kommt den 

Hsp70-Proteinen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung einer Immunantwort zu. Sie 

haben sowohl Einfluss auf das angeborene, als auch das erworbene Immunsystem: 
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in der Antigenpräsentation via MHC-Molekülen, als Chaperokine oder in der NK-Zell-

vermittelten Immunantwort (Radons, 2016). Hauptaugenmerk wird im Folgenden auf 

die Funktionen des membrangebundenen Hsp70 gelegt. 

Hsp70-Proteine wirken durch ihre Fähigkeit Antigene zu binden, stimulierend auf das 

erworbene Immunsystem. Hsp70/Peptid-Komplexe können durch 

Oberflächenrezeptoren an APCs gebunden werden und führen durch anschließende 

Kreuzpräsentation mit zytotoxischen T-Zellen zur T-Zellstimulation (Singh-Jasuja et 

al., 2000). Hsp70/Peptid-Komplexe können auch an Toll-like Rezeptoren (TLR) 

binden und dadurch die Reifung von APCs stimulieren, pro-inflammatorische 

Zytokine freisetzen (IL-1β, IL-6 und TNFα) und die Expression von Ko-Faktoren wie 

CD80 und CD86 auf APCs initiieren (Pockley et al., 2008).  

Weiter konnte gezeigt werden, dass membrangebundenes Hsp70 einen 

tumorspezifischen Angriffspunkt für NK-Zellen darstellt. An der Interaktion zwischen 

Hsp70 und NK-Zelle ist die Expression des C-type lectin Rezeptorkomplexes 

CD94/NKG2C beteiligt. Durch ihn kommt es nach Bindung zu einer Granzym B-

vermittelten Apoptose der Tumorzellen: Binden NK-Zellen an Hsp70 exprimierende 

Tumorzellen, führt dies zu einer erhöhten CD94/NKG2C Expression. Die daraus 

resultierende, vermehrte Granzym B Produktion lässt die Zellmembran permeabel 

werden und erleichtert die Aufnahme von Granzym B (Radons & Multhoff, 2005). 

 

1.4.5 Anti-apoptotische Funktion 

Intrazellulär lokalisiertes Hsp70 führt entweder durch Blockade von apoptotische 

Proteinen oder Stimulation von anti-apoptotischen Proteinen zur Apoptoseinhibition. 

Unterschieden werden der intrinsische vom extrinsischem Apoptoseweg (Kumar et 

al., 2016).  

Die Aktivierung des intrinsischen Signalwegs resultiert in veränderter Wirkung der 

Bcl-2 Proteinfamilie. So werden entweder anti-apoptotische Proteine wie Bcl-2 und 

Bcl-xL stimuliert oder pro-apoptotische Proteine wie Bax, Bcl-Xs und Bak inaktiviert, 

welche nachfolgend Zytochrom c freisetzen, zusammen mit Apaf-1 und Caspase 9 

das Apoptosom bilden und durch Aktivierung der Caspase 3 die Tumorzellen in die 

Apoptose schicken würden (Beere et al., 2000). Proteine der Bcl-Familie werden 

auch durch das Tumorsuppressorgen p53 getriggert. Tumorzellen weisen veränderte 
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p53 Proteine auf, welche sich in einem stabilen Verbund mit Hsp70 befinden. Unter 

Stress-Bedingungen verhindert Hsp70 den Import von p53 und führt dadurch zu 

verringerten Apoptose- und erhöhten Überlebensraten geschädigter Zellen (Zylicz et 

al., 2001). Auch durch Eingreifen in den NF-kB Signalweg, mittels Inhibition der IkB-

α-Kinase (IKK), kann Hsp70 zu einem Überlebensvorteil führen (Shanley et al., 

2000). 

Der extrinsische Signalweg wird durch Plasmamembranproteine aus der Familie der 

TNF-Rezeptoren vermittelt, welche zur Aktivierung der Caspase 8/10 im „death 

inducing signaling complex“ (DISC) führen und im Folgenden entweder direkt den 

ausführenden Caspasenkomplex (Caspase 3/6/7) aktivieren oder Bid in t-Bid spalten. 

(Muzio, 1998).  

Neben Eingreifen in intrinsische und extrinsische Signalwege (siehe Abbildung 5), 

zählt zu den anti-apoptotischen Ansatzpunkten des Hsp70-Proteins auch die 

Interaktion mit Zytochrom c, die Aktivierung von Caspasen, die Akkumulation von 

fehlgefalteten Proteinen, das Entstehen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und die 

DNA-Fragmentierung. Knockdown von Hsp70 führt zu erhöhter Apoptoseneigung 

und verringertem Überleben kanzerogener Zellen (Gurbuxani et al., 2001). Erhöhte 

Hsp70-Werte gehen mit zytoprotektiven Effekten, schlechtem Ansprechen auf 

Chemo- und Strahlentherapie, erhöhter Kanzerogenität und schlechter Prognose 

einher (Kumar et al., 2016). 
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Abbildung 7: Anti-Apoptose Signalwege (Kumar et al., 2016) 

  

1.4.6 Therapeutische Relevanz 

Hsp70 wir durch zwei Hauptmerkmale zum geeigneten Angriffspunkt für spezifische 

Tumortherapien: Zum einen wird Hsp70 nur auf der Zelloberfläche von Tumorzellen 

exprimiert, nicht jedoch auf normalen Zellen, wofür die veränderte Lipidkomposition 

der Zellmembran von Tumorzellen verantwortlich ist. Zum anderen können Hsp70-

Proteine durch immunkompetente Effektorzellen erkannt werden. Native NK-Zellen 

werden durch Inkubation mit Hsp70 oder dem Hsp70-Peptid TKD gemeinsam mit 

niedrig dosiertem IL-2 (TKD/IL-2) und somit gegen Hsp70-exprimierende 

Tumorzellen spezifisch stimuliert. Die Stimulation mit TKD/IL-2 ist gleichzeitig mit 

einer erhöhten Expression des aktivierenden Oberflächenrezeptorkomplexes 

CD94/NKG2C assoziiert, was wiederum mit einer erhöhten Zytotoxizität der NK-

Zellen einhergeht (Multhoff et al., 2015).  
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der ex vivo mit TKD und IL-2 stimulierten NK-Zellen, welche 
das auf der Membran von Tumorzellen exprimierte mHsp70 spezifisch binden (Multhoff et al., 2015) 

 

Ionisierende Strahlen führen durch Doppelstrangbrüche zum direkten Zelltod der 

Tumorzelle und zur Reduktion der Tumormasse, verschiedene immunologisch 

relevante Antigene, wie MHC-Moleküle, tumorassoziierte Antigene (z.B. CEA), 

Adhäsionsmoleküle (ICAM-1) oder der Apoptosefaktor Fas werden hochreguliert. Die 

Hsp70 Produktion wird erhöht und eine vermehrte Expression auf der Zellmembran 

von Tumorzellen induziert (Multhoff et al., 2015). 

In Zusammenschau lassen diese Ergebnisse folgende Überlegung zu: Ein externer 

Stressstimulus in Form von Bestrahlung führt zur Erhöhung der 

membrangebundenen Hsp70 Expression, welche im Folgenden als therapeutisches 

„target“ für TKD/IL-2-stimulierte, Hsp70 spezifische NK-Zellen nutzbar gemacht 

werden kann und damit die Zytotoxizität der NK-Zellen erhöht. 
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1.5 Glioblastoma multiforme (GBM) 

Das Glioblastoma multiforme zählt zu den neuroepithelialen Tumoren und wird 

aufgrund seiner schlechten Prognose nach international empfohlener Gradeinteilung 

der WHO als Grad IV eingestuft. Glioblastome werden als embryonale, 

mesodermale, entdifferenzierte Gliome bezeichnet. Sie breiten sich bevorzugt im 

Marklager des Großhirns, seltener bilateral aus.  

 

1.5.1 Epidemiologie des Glioblastoms 

Glioblastome stellen bei Erwachsenen den häufigsten intrinsischen Hirntumor dar. 

90% aller Glioblastome sind primären Ursprungs, die restlichen 10% sekundär. Die 

jährliche Inzidenz liegt bei 2-3 pro 100.000, die Inzidenzrate bei Männern im 

Vergleich zu Frauen liegt bei 1,26:1 (Verdecchia et al., 2002). Kaukasier zeigen eine 

erhöhte Inzidenz (Urbańska et al., 2014). 

 

1.5.2 Histologie und Histopathologie des Glioblastoms 

Glioblastome bestehen aus polymorphen, anaplastischen und anisokaryotischen 

Zellen. Diese zeigen sich polygonal bis spindelförmig, mit azidophilem Zytoplasma 

und unscharf begrenzten Zellgrenzen. Die Zellkerne sind oval, mit hyperchromen 

Chromatin und zentral oder perizentral gelegenen Nucleoli. Die Kern-Plasma 

Relation ist verschoben (Urbańska et al., 2014). Die Endothelzellen der Gefäße in 

Glioblastomen unterscheiden sich bezüglich ihrer Größe und Form von 

Endothelzellen normaler Gefäße, was zur Ausprägung von Hypoxie im Tumor führen 

kann (Linkous & Yazlovitskaya, 2011). Nekrotische Foci, umgeben von 

Pseudopallisaden sind typisch (Kleihues et al., 2002). Glioblastome zählen nach 

WHO- Klassifikation zu den Astrozytomen. Diese können sowohl histopathologisch 

als auch anhand molekularer Marker differenziert werden:  

• Isozitrat-Dehydrogenase 1 und/ oder -2 (IDH-1/-2) 

• Kodeletion der Chromosomenteile 1p und 19q 

• BRAF- Fusionsgen 

• Methylierung des Promoters für die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

(MGMT) 
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Die histopathologischen und molekularen Merkmale tragen ausschlaggebende Rolle 

für nachfolgende Diagnostik und Therapie. 

1.5.3 Diagnostik des Glioblastoms 

Als diagnostischer Goldstandard gilt das Magnetresonanz-Imaging (Urbańska et al., 

2014). Erst eine histopathologische Untersuchung kann die definitive Diagnose 

sichern, wobei dafür eine stereotaktisch geführte Serienbiopsie basierend auf 

struktureller und metabolischer Bildgebung (MRT/PET) ein nebenwirkungsarmes und 

profiliertes Verfahren darstellt (Weller et al., 2017). Morphologische Diagnostik beruht 

auf dem von der WHO vorgegebenen Schema, einbeziehend Malignitätsgrad, 

Proliferationsindex und Überlebenszeit (Kleihues et al., 2002). Immunhistochemisch 

kann die Diagnose durch Anfärben von GFAP in Gliom Zellen gesichert werden. 

Erste klinische Symptome können sich abhängig von Ausdehnung, betroffener 

Hirnregion und Wachstumsmuster in unterschiedlichen neurologischen Ausfällen 

zeigen, wobei ein epileptischer Anfall die häufigste Manifestation darstellt.  

 

1.5.4 Therapie des Glioblastoms 

Für die Therapieentscheidung spielen neben Lage und Wachstum des Tumors, 

besonders die Ausprägung molekularer Marker eine bedeutende Rolle. In der Regel 

besteht die Behandlung eines Glioblastoms aus einer Kombination aus Resektion, 

Strahlentherapie und medikamentöser Tumortherapie, die Temozolamid beinhaltet 

(Stupp et al., 2009). 

Obwohl Gliome nach WHO Grad IV primär nicht operativ kurativ zu behandeln sind, 

stellt die vollständige Entfernung, beziehungsweise eine Teilexstirpation von 

schrankengestörtem Gewebe eine geeignete Möglichkeit dar, eine Verlängerung des 

mittleren Gesamtüberlebens von 12 auf 15 Monaten zu erreichen (Pichlmeier et al., 

2008). Intraoperative MRTs und der Einsatz von 5 ALA Fluoreszenz stellen nützliche 

Verfahren dar, um Glioblastom-Resektionen hinsichtlich ihrer Präzision zu optimieren 

(Stummer et al., 2006).  

Die Bestrahlung bei malignen Gliomen erfolgt in der Regel perkutan und 

standardisiert mit 60 Gy, appliziert in Einzeldosen von 1,8-2,0 Gy an fünf Tagen pro 

Woche mit einer Behandlungszeit von fünf bis sechs Wochen, beginnend meist drei 

bis vier Wochen nach chirurgischem Eingriff (Rimas, 2019). Die IMRT (intensity-
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modulated radiotherapy) und IGRT (image-guided radiotherapy) stellen geeignete 

Verfahren dar, um umliegende, nicht betroffene Hirnregionen zu schonen, hohe 

Präzision zu erreichen und unerwünschte Nebenwirkungen zu minimieren (Gzell et 

al., 2017). 

Die medikamentöse Primärtherapie beim Glioblastom enthält als 

Standardtherapeutikum Temozolamid, welches als DNA-Alkylans die Blut-Hirn-

Schranke überschreitet und therapeutisch relevante Konzentrationen in den 

erwünschten Hirnregionen erreicht (Rimas, 2019). Besonders starkes Ansprechen 

auf Temozolamid zeigen Glioblastome mit MGMT-Promoter Methylierung (Hegi et 

al., 2005). Das Standardtherapieregime nach dem sogenannten Stupp Schema 

umfasst tägliche Temozolamid Applikation (75 mg/m2 x 20-29 d) gekoppelt mit 

Radiotherapie, gefolgt von 6 Zyklen Temozolamid Erhaltungstherapie (150-200 

mg/m2 x 5/28 d) (Stupp et al., 2005). Das Gesamtüberleben liegt hier bei 15-18 

Monaten (Stupp et al., 2009). Genaue Therapiealgorithmen nach integrierter 

molekularer Diagnose zeigt Abbildung 7. 

 

 

Abbildung 9: Therapiealgorithmus der Gliome WHO IV nach integrierter Diagnose 
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IDH, Isozitrat Dehydrogenase; RCT, Radiochemotherapie; RT, Radiotherapie; TMZ, Temozolamid; 
WHO, Weltgesundheitsorganisation (Goldbrunner et al., 2018)
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2 Material 

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

2.2 Medien, Puffer und Lösungen 

2.2.1 Zellkultur 

 

Tabelle 1: Material Zellkultur 

Material Hersteller 

FCS (Fetales Kälberserum) Sigma 

RPMI 1640 Sigma 

DMSO Sigma 

Trypan Blau  Sigma 

0,05% Trypsin/ EDTA  Sigma  

 

2.2.2 FACS 

 
Tabelle 2: Material FACS 

 

Material Hersteller 

PI (5 µg/ml PI in PBS)  

FACS Flow BD Bioscience 

FACS Rinse BD Bioscience 

FACS Clean BD Bioscience 
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2.3 Antikörper 

Tabelle 3: Material Antikörper 

Material Hersteller 

IgG1-APC       BD Bioscience 

Monoclonal Anti-HLA Class-I Sigma 

Monoclonal antibody cmHsp70.1  Multimmune GmbH 

 

2.4 Zelllinie 

Tabelle 4: Material Zellliinie 

Material Hersteller 

U87 MG Cell Line (human) Sigma  

 

2.5 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 5: Material Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

T25 cell culture Flask vent cap 25 cm2 Corning 

T75 cell culture Flask vent cap 75 cm2 Corning 

Zellschaber 24 cm TPP 

Pipette serolog. 1 mL, steril Greiner Bio-One GmbH 

Pipette serolog. 5 mL, steril Greiner Bio-One GmbH 

Pipette serolog. 10 mL, steril Greiner Bio-One GmbH 

Pipette serolog. 25 mL, steril Greiner Bio-One GmbH 

Pipettenspitzen: ep T.I.P.S. Standard 20-

300 µl 

Sardstedt 

Pipettenspitzen: ep T.I.P.S. Standard 0,5 Sarstedt 
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-20 µl 

1,5 mL Reaktionsgefäße  Eppendorf 

FACS Tubes Corning 

S Handschuh latex unsteril Lohmann und Rauscher 

 

2.6 Geräte 

Tabelle 6: Material Geräte 

Geräte Hersteller 

Bestrahlungsgerät Gulmay RS225A Gulmay Medical 

Brutschränke: Hera Cell Hereaus 

FACS Calibur Durchflusszytometrie Becton Dickinson 

Neubauer Zählkammer Tiefe 0,1 mm NeoLab 

Strippetor Ultra Corning 

Pipetten  Eppendorf 

Sterilbank Hera Safe Hereaus 

Vortex Mixer NeoLab 

Tischzentrifuge Fresco17 Hereaus 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Kultivierung der Zellen 

Die Glioblastom-Zelllinie U87 wurde in RPMI Vollmedium mit 10% FCS, 1% 

Sodiumpyruvat, L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle Zellen wurden 

in einem Heraeus-Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 Atmosphäre inkubiert. Die 

Zellkulturarbeit wurde an einer sterilen Arbeitsbank (Heraeus, BDK) durchgeführt. 

Um einen Wachstumsstopp durch Kontaktinhibition zu vermeiden, wurden die Zellen 

in Abhängigkeit ihrer Verweildauer im Brutschrank in initial unterschiedlichen 

Zellzahlen ausgesät. Zum Ablösen der adhärenten Glioblastomzellen wurde der 

Zellüberstand abgesaugt, die Zellen mit sterilen PBS gewaschen und mit 0,05% 

Trypsin/EDTA behandelt. Nach vollständigem Ablösen der Zellen wurde Medium 

zugegeben, um die Protease Aktivität von Trypsin durch die im Serum des Mediums 

enthaltene Trypsin Inhibitoren unwirksam zu machen. Danach wurde die 

Zellsuspension für 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 

 

3.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen 

Das Einfrieren von Zellen ermöglicht die Lagerung über einen längeren Zeitraum. 

Durch Verwendung von DMSO (Dimethylsulfoxid) im Medium wird die Bildung von 

Eiskristallen verhindert. 1-2 x 106 Zellen wurden pelletiert (1200 rpm, 4 min, RT), in 1 

ml Einfriermedium (Vollmedium mit 20% FCS und 10% DMSO) resuspendiert und in 

Kryoröhrchen überführt. Zunächst wurden die Röhrchen für 1 h in -20°C eingefroren, 

um im Folgenden dauerhaft bei -80°C gelagert zu werden. Beim Einfriervorgang 

sollten die Zellen stufenweise heruntergekühlt werden. Beim Auftauen ist zügig zu 

arbeiten, da sonst Zellschädigungen durch das zytotoxische DMSO drohen. Nach 

Entnahme aus der Kühlung wurden die Zellen im 37°C warmen Wasserbad 

aufgetaut, die Zellsuspension in ein mit 10 ml Vollmedium gefülltes Falkon-Röhrchen 

überführt und zentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in 14 ml 

frisches Vollmedium aufgenommen und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche ausgesät. 24 

h nach Auftauen wurde bei den adhärenten Zellen ein Wechsel des Mediums 

vorgenommen. 
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3.1.3 Aussaat der Zellen  

Zellen zeigen in Kultur ein charakteristisches Wachstumsverhalten. Werden zu 

wenige Zellen ausgesät fehlen wachstumsfördernde Faktoren und es kommt zum 

Zelltod. Befinden sich zu viele Zellen in Kultur, steigt die Konkurrenz um Nährstoffe, 

Zellen sterben ab und setzen wachstumsinhibierende Faktoren frei. Um die 

Wachstumseffekte der Zellen in Kultur über den definierten Zeitraum von 7 Tagen 

konstant zu halten, wurden die Zellen deshalb in unterschiedlichen Zelldichten 

ausgesät.  

Tabelle 7: Zelldichte bei Aussaat 

Zeitpunkt Zelldichte 

d 1-4 250.000 

d 5 125.000 

d 6 60.000 

d 7 10.000 

 

3.1.4 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer unter Verwendung 

folgender Formel ermittelt: 

Zellen [ml-1] = (Zellzahl/Zahl der gezählten Großquadrate) x 10.000 

 

Um tote Zellen von lebenden Zellen zu unterscheiden, wurde der Farbstoff 

Trypanblau verwendet, der Zellen mit geschädigter Zellmembran blau anfärbt. Der 

Verdünnungsfaktor bei Verwendung von Trypanblau geht entsprechend in die 

Berechnung der Zellzahl ein.  

 

3.2 Bestrahlung der Zellen 

Die Bestrahlung erfolgte durch das Gulmay RS225A device (Gulmay Medical, 

Camberly, UK) bei 200 kv, 15 mA, Filter 5 und Table 500, mit den Dosen 2 Gy für 2 

min 14 sec, 4 Gy für 4 min 28 sec und 6 Gy für 6 min 42 sec.  
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3.3 FACS-Analyse 

Die FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) oder Durchflusszytometrie 

beruht darauf, dass Zellen aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften (Größe, 

Granularität, Oberflächenmerkmale) voneinander unterschieden werden können. Der 

Nachweis von auf der Zelloberfläche exprimierten Antigenen ist durch die Kopplung 

von Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen möglich. Durch Druckverhältnisse 

entsteht ein laminarer Probenstrom und die zu messenden Zellen fließen einzeln an 

einem Laserstrahl vorbei. Nachdem der Laser auf die Zellen auftrifft, wird sein Licht 

mittels unterschiedlicher Bestandteile im Probenstrom gestreut und über ein 

komplexes optisches System, bestehend aus Linsen, Spiegeln und Detektoren 

erfasst. Vorwärts gerichtetes Streulicht (forwardscatter, FSC) gibt Auskunft über die 

Zellgröße, seitwärts gerichtetes (sidescatter, SSC) über die Zellgranularität. Durch 

Markierung mit an Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Antikörper können Aussagen 

über die Oberflächenexpression bestimmter Antigene gemacht werden. Erfasst der 

Laser die markierten Zellen, werden die Farbstoffe angeregt und emittieren Licht in 

bestimmter Wellenlänge. Dieses wird durch das optische System des FACS-Geräts 

verarbeitet und gibt für jeden Farbstoff ein spezifisches Signal ab (Luttmann et al., 

2014). Für die Auswertung können die Daten in Dotplots oder Histogrammen 

veranschaulicht werden. In Dotplots wird jedes gemessene Ereignis durch einen 

Punkt repräsentiert, im Histogramm wird die Fluoreszenzintensität aufgetragen. Alle 

Messungen wurden mit dem FITC-markierten monoklonalen Antikörper cmHsp70.1, 

welcher spezifisch an membrangebundenes Hsp70 bindet, durchgeführt. Als 

Negativkontrolle wurde ein FITC-markierter Isotyp-gematchter Antikörper eingesetzt. 

Als Positivkontrolle wurde die MHC-Klasse-I Expression bestimmt. 
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Abbildung 10: Aufbau FACS 

  

3.3.1 Viabilität (PI-Exklusion) 

PI (Propodiumiodid) wirkt als Interkalator an doppelsträngiger DNA, sein 

Absorptionsmaximum liegt bei 490 nm, das Emissionsmaximum bei 635 nm 

(Luttmann et al., 2014).  Normalbeschaffene Zellmembranen stellen eine Barriere für 

PI dar, apoptotische oder tote Zellen mit permeabler Zellmembran nehmen den 

Farbstoff auf. Der Zellkern wird angefärbt und die Fluoreszenz sichtbar, wodurch 

eine Differenzierung zwischen viablen und toten Zellen möglich wird.   

 

3.3.2 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel 2016. Unter der 

Annahme einer Normalverteilung der Samples wurde ein Zweistichproben t-Test bei 

abhängigen Stichproben mit 95% Konfidenzintervall durchgeführt. Der entstehende 

p-Wert gibt Rückschlüsse auf das Signifikanzniveau. 
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Tabelle 8: Signifikanzniveau 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Signifikanzniveau Darstellung 

p ≤ 0,05 * (signifikant) 

p ≤ 0,01 ** (stark signifikant) 

p ≤ 0,001 *** (höchst signifikant) 
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4 Ergebnisse 

4.1 Zellzahlentwicklung 

Um Abweichungen in der Hsp70 Expression aufgrund unterschiedlicher Zelldichten 

zu vermeiden, wurden die Zellen initial mit unterschiedlichen Zellzahlen ausgesät 

(Tabelle 8: Zellzahldichte). Damit sollten die zu erwartenden Zellzahlveränderungen, 

die aus Bestrahlung (Verminderung der Zellzahl) und Verweildauer in Kultur 

(exponentieller Anstieg der Zellzahl) hervorgehen, ausgeglichen werden.  

 

Abbildung 11: Zellzahl bei unterschiedlicher Bestrahlungsdosis (sham/ 2 Gy/4 Gy/6 Gy) im 
Zeitverlauf 

 

Abb. 11 zeigt die Zellzahlen mit unterschiedlicher Bestrahlungsdosis zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten. Bis Tag 3 blieb die Zellzahl, unabhängig von der 

Bestrahlungsdosis konstant bei einem Mittelwert von 544,444. Am Tag 4 wurde bei 

den sham bestrahlten Zellen eine Zellzahl von 1,13 x 106 ± 618,24, bei 2 Gy 0,96 x 

106 ± 309,12, bei 4 Gy 0,7 x 106 ± 163,29 und bei 6 Gy 0,5 x 106 ± 81,65 gemessen. 

Tag 5 zeigte vergleichbare Zellzahlen wie an den Tagen 1-3. Am Tag 6 wurden 

folgende Zellzahlen gezählt: sham: 1 x 106 ± 163,29, 2 Gy: 0,63 x 106 ± 47,14, 4 Gy: 
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0,46 x 106 ± 47,14, 6 Gy: 0,26 x 106 ± 47,14. Am Tag 7 wurden bei der sham 

Bestrahlung 0,36 x 106 ± 47,14, bei 2 Gy 0,3 x 106 ± 81,65, bei 4 Gy 0,33 x 106 ± 

94,28 und bei 6 Gy 0,23 x 106 ± 94,28 gemessen.  

 

4.2 Scheinbestrahlung 0 Gy (sham) 

Die Zellen, die mit 0 Gy Scheinbestrahlung (sham) behandelt wurden, waren den 

gleichen Bedingungen ausgesetzt, wie Zellen, die mit 2, 4 und 6 Gy bestrahlt 

wurden. Abweichungen der Werte, welche auf Temperaturänderungen, Ortswechsel 

und Mobilisierung in den Zellkulturflaschen zurückzuführen sind, sollten so 

vermieden werden. Veränderungen im Hsp70-Wert, die nicht auf die Bestrahlung 

zurückzuführen sind, sondern aus Zellkulturbedingungen hervorgehen, sollen durch 

dieses Vorgehen weitestgehend ausgeschlossen werden. Hsp70-Werte wurden 

ebenso wie bei den bestrahlten Zellen zu jedem Zeitpunkt d1-d7 gemessen. Diese 

dienen als Kontrolle und Referenzwerte für Wertschwankungen, die sich nach 

Bestrahlung ergeben. Alle Versuche wurden dreimal unabhängig voneinander 

wiederholt (n=3). Abbildung 12B zeigt die Hsp70 Expression nach Scheinbestrahlung 

(sham=0 Gy). Alle Werte liegen im Mittel um 38,5121 ± 6,9101. Der höchste Hsp70-

Wert wird am Tag 2 erreicht (47,67 ± 0,77), der niedrigste Wert am Tag 0 (23,315 ± 

3,725). Im Zweistichproben t-Test bei abhängigen Stichproben zeigte sich keine 

statistische Signifikanz zwischen den Werten der einzelnen Zeitpunkte (p<0,05).  

 

Abbildung 12A: mHsp70 positive Zellen nach Scheinbestrahlung (sham) mit 0 Gy (Fellinger et al., 
2020) 
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Abbildung 12A: mHsp70 positive Zellen nach Scheinbestrahlung (sham) mit 0 Gy (Fellinger et al., 
2020) 

 

 

4.3 Oberflächenexpression Hsp70 nach Bestrahlung  

Durch Bestrahlung mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen (2 Gy, 4 Gy, 6 Gy) und 

Messung zu unterschiedlichen Zeitpunkten, ergaben sich sowohl zeit-, als auch 

dosisabhängige Veränderungen in den Hsp70-Werten. Diese werden im Folgenden 

zuerst separat voneinander, später in einer Zusammenschau präsentiert.  

 

4.3.1 Zeitabhängige Effekte 

4.3.1.1 Bestrahlungsdosis 2 Gy 

Bei gleichbleibender Dosis von 2 Gy zeigten sich im Zeitverlauf deutliche 

Unterschiede in den Hsp70-Werten. Wie in Abbildung 13 deutlich wird, wurde der 

niedrigste Wert am Tag 0 (23,315 mfi ± 3,725) gemessen (Kontrolle, sham), stieg 

dann im Zeitverlauf über Tag 1 (39,01 mfi ± 6,724) und Tag 2 (44,71 mfi ± 6,4) 

kontinuierlich an, um nach Tag 4 (63,50 mfi ± 12,459) am Tag 5 mit 67,43 mfi ± 

16,73 sein Maximum zu erreichen. Am Tag 6 nahm der gemessene Hsp70-Wert 

(62,44 mfi ± 20,24) ab, um sich am Tag 7 (39,31 mfi ± 4,27) dem Ausgangswert zu 

nähern. Im Zweistichproben t-Test bei abhängigen Stichproben zeigte sich zwischen 
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den am Tag 2 (44,71 mfi ± 6,4) und Tag 4 (63,50 mfi ± 12,459) gemessenen Hsp70-

Werten mit p=0,029 statistische Signifikanz. 

 

Abbildung 13: mHsp70 Expression nach Bestrahlung mit 2 Gy (Fellinger et al., 2020) 

 

4.3.1.2 Bestrahlungsdosis 4 Gy 

Bei gleichbleibender Bestrahlung mit 4 Gy ergaben sich im Zeitverlauf von Tag 1 bis 

Tag 7 deutliche Schwankungen in den Hsp70-Werten. Wie Abbildung 14 zeigt, stieg 

die Membran Hsp70 Intensität, gemessen in „mean fluorescence intensity (mfi) 

values“, ausgehend von der nicht bestrahlten Kontrolle d0 (23,315 mfi ± 3,725) am 

Tag 1 mit 47,09 ± 16,01 und Tag 2 63,47 ± 17,90 bis zum maximalen Wert von 79,25 

± 12,76 am Tag 4 an, um danach am Tag 5 mit 49,43 ± 9,32 stark abzufallen, 

ausgehend davon am Tag 6 mit 54,57 ± 16,14 wieder etwas zu steigen und am Tag 

7 mit 37,60 ± 7,24 weiter zu fallen. Die Werte von Tag 4 (79,25 ± 12,76) und Tag 5 

(49,43 ± 9,32) zeigten im Zweistichproben t-Test bei abhängigen Stichproben mit 

p=0,048 statistische Signifikanz. Ebenso die Werte von Tag 4 (79,25 ± 12,76) und 

Tag 7 (37,60 ± 7,24) mit p=0,017. 
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Abbildung 14: mHsp70 Expression nach Bestrahlung mit 4 Gy (Fellinger et al., 2020) 

 

4.3.1.3 Bestrahlungsdosis 6 Gy 

Bei Bestrahlung mit 6 Gy ergaben sich im Zeitverlauf von Tag 1 bis Tag 7 deutliche 

Schwankungen in den Hsp70-Werten. Wie in Abbildung 15 erkenntlich wird, stieg die 

Membran Hsp70 Intensität, gemessen in „mean fluorescence intensity (mfi) values“, 

ausgehend von der nicht bestrahlten Kontrolle d0 (23,315 mfi ± 3,725) am Tag 1 auf 

83,54 ± 14,22. Am Tag 2 wurde ein mfi von 82,54 ± 12,5 gemessen. Am Tag 4 sank 

der mfi auf 75,11 ± 7,73, am Tag 5 weiter auf 40,74 ±8,08, am Tag 6 wurde ein 

durchschnittlicher mfi von 43,37 ± 15,67 gemessen, am Tag 7 40,02 ± 5,71. 

Statistische Signifikanz im Zweistichproben t-Test bei abhängigen Stichproben ergab 

sich zwischen den mfi Werten von Tag 0 und Tag 1 (p=0,019), ebenso zwischen den 

mfi Werten von Tag 4 und 5 (p=0,032). 
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Abbildung 15: mHsp70 Expression nach Bestrahlung mit 6 Gy (Fellinger et al., 2020) 

 

4.3.2  Dosisabhängige Effekte 

4.3.2.1 am Tag 1 (D1) 

Abbildung 16 zeigt die gemessenen Hsp70-Werte in mfi am Tag 1. Verglichen wurde 

die Auswirkung der unterschiedlichen Bestrahlungsdosen sham, 4 Gy und 6 Gy. 

Unter sham Bestrahlung wurde ein Wert von 38,93 ± 15,82 erreicht, unter 4 Gy 47,09 

± 16,01 und 6 Gy 83,54 ± 14,22. Statistische Signifikanz zeigte sich zwischen den 

Hsp70-Werten bei sham und 4 Gy (p=0,0047), sowie zwischen den Hsp70-Werten 

bei sham und 6 Gy (p=0,0071). 
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Abbildung 16: Dosisabhängige mHsp70 Expression am d1 (Fellinger et al., 2020) 

 

4.3.2.2 am Tag 4 (D4) 

Abbildung 17 zeigt die gemessenen Hsp70-Werte in mfi am Tag 4. Verglichen wurde 

die Auswirkung der unterschiedlichen Bestrahlungsdosen sham, 4 Gy und 6 Gy. 

Unter sham Bestrahlung wurde ein Wert von 41,92 ± 0,77 erreicht, bei 4 Gy 79,25 ± 

12,76 und unter 6 Gy 75,11 ± 7,73. Statistische Signifikanz zeigte sich zwischen den 

Hsp70-Werten bei sham und 4 Gy (p=0,026), sowie zwischen den Hsp70-Werten bei 

sham und 6 Gy (p=0,015).  
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Abbildung 17: Dosisabhängige mHsp70 Expression am d4 (Fellinger et al., 2020) 

 

4.3.2.3 am Tag 7 (D7) 

Abbildung 18 zeigt die gemessenen Hsp70-Werte in mfi am Tag 7. Verglichen wurde 

die Auswirkung der unterschiedlichen Bestrahlungsdosen sham, 4 Gy und 6 Gy. 

Unter sham Bestrahlung wurde ein Wert von 38,73 ± 1,41 erreicht, unter 4 Gy 37,60 

± 7,24 und 6 Gy 40,02 ± 5,71. Aus den gemessenen Werten ergab sich keine 

statistische Signifikanz.  

0

20

40

60

80

100

4

m
H

s
p

7
0

 d
e

n
s

it
y
 [

m
fi

]

t [d]

Dosisabhängig d4

sham 4 Gy 6 Gy

*



Ergebnisse 50 

 

Abbildung 18: Dosisabhängige mHsp70 Expression am d7 (Fellinger et al., 2020) 

 

4.3.3 Zusammenfassung zeit- und dosisabhängiger Effekte 

 

 

Abbildung 19: Zusammenschau der zeitabhängigen Effekte auf die mHsp70 Expression 
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Abbildung 19 zeigt die zeitabhängigen Effekte der Bestrahlung kurz nach 

Bestrahlung (d1), zu mittlerem Zeitpunkt der Beobachtungsperiode (d4) und zu Ende 

(d7).  

Für Tag 1 stiegen die in mfi gemessenen Hsp70-Werte mit der Höhe der 

Bestrahlungsdosis von 39,01 ± 6,72 bei 2 Gy über 47,09 ± 16,01 bei 4 Gy zu 83,54 ± 

14,22 bei 6 Gy an.  

Für Tag 4 ergaben sich folgende Hsp70-Werte: 67,43 ± 16,73 bei 2 Gy, mit 79,25 ± 

12,76 bei 4 Gy ein leichter Anstieg und mit 75,11 ± 7,73 bei 6 Gy ein leichter Abfall.  

Am Tag 7 wurde bei der Bestrahlung mit 2 Gy 39,31 ± 4,27 gemessen, bei 4 Gy 

37,60 ± 7,24, bei 6 Gy 40,02 ± 5,71. 

 

Abbildung 20: Zusammenschau der dosisabhängigen Effekte auf die mHsp70 Expression 

 

Abbildung 20 zeigt die dosisabhängigen Effekte der Bestrahlung wiederum zu Beginn 

(d1), Mitte (d4) und Ende (d7) der Beobachtungsperiode.  

Unter sham Bestrahlung zeigten sich folgende, fast gleichbleibende Hsp70-Werte: 

am Tag 1 38,93 ± 15,82, am Tag 4 41,92 ± 0,77 und am Tag 7 38,73 ± 1,41. 

Bei Bestrahlung mit 4 Gy wurde am Tag 1 ein Hsp70-Wert von 47,09 ± 16,01 

gemessen, am Tag 4 79,25 ± 12,76 und am Tag 7 37,60 ± 7,24. 
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Bei Bestrahlung mit 6 Gy wurde am Tag 1 ein Hsp70-Wert von 83,54 ± 14,22 

gemessen, am Tag 4 75,11 ± 7,73 und am Tag 6 40,02 ± 5,71.  

 

Abbildung 21: Zusammenfassung der zeit- und dosisabhängigen Effekte auf die mHsp70 Expression 
(Fellinger et al., 2020) 

 

Betrachtet man zeit- und dosisabhängige Effekte in der Zusammenschau (Abb. 21) 

wird deutlich, dass mit unterschiedlicher Bestrahlungsdosis der jeweils maximal 

gemessene Hsp70-Wert zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht wird. Bei 

Bestrahlung mit 2 Gy wurde der Höchstwert am Tag 5 gemessen (67,43 ± 16,70). 

Bei Bestrahlung mit 4 Gy wurde der maximal gemessene Hsp70-Wert am Tag 4 

erreicht (79,25 ± 12,76). Wurden die Glioblastomzellen U87 mit 6 Gy bestrahlt, wurde 

der Maximalwert am Tag 1 gemessen (83,52 ±14,22).
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5 Diskussion 

5.1 Zusammenfassung Hauptergebnisse  

In der Annahme, dass humane Glioblastomzellen nach Bestrahlung im Sinne einer 

Stressantwort vermehrt membrangebundenes Hsp70 auf ihrer Oberfläche 

exprimieren und sich daraus ein therapeutisches Fenster für nachfolgende 

Immuntherapien mit Hsp70 reaktiven NK-Zellen ergeben kann, wurde diese 

Hypothese mittels FACS-Analyse unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers 

cmHsp70.1 anhand der malignen Gliom-Zelllinie U87 in vitro untersucht. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass sich abhängig von Zeit in Kultur und Strahlendosis eine 

unterschiedliche Kinetik der Hsp70 Expression entwickelt. Der prozentuale Anteil der 

Hsp70 positiven Zellen blieb konstant, aber die Dichte der Hsp70 Expression, die 

sich aus dem „mean fluorescence intensity“ Wert ergibt, zeigte signifikante 

Veränderungen. Im Vergleich zur sham behandelten Kontrolle und zu unbehandelten 

Kontrollzellen (Daten sind nicht gezeigt) zeigte sich bei Bestrahlung mit geringer 

Dosis (2 Gy) ein langsamer, jedoch stetiger Anstieg der Hsp70-Expressionsdichte mit 

weicher Kurvenzeichnung und nach Erreichen des Maximalwerts ebenso ein 

langsames Absinken der Hsp70-Werte. Wurden die Zellen mit höheren Dosen 

bestrahlt (4 Gy), wurde der Höchstwert der Hsp70 Expression rascher und früher 

erreicht. Noch höhere Strahlendosen (6 Gy) führten zu einem fulminanten Anstieg 

der Hsp70 Expression bereits 24 h nach Bestrahlung mit Ausbildung einer für 72 h 

anhaltenden Plateauphase. Unabhängig von der Bestrahlungsintensität zeigte sich 

nach Tag 7 ein Rückgang der Hsp70 Expression auf Werte, die mit den 

Kontrollwerten bei sham-Bestrahlung vergleichbar sind.   

 

5.1.1 Bedeutung der Hsp70-Proteine 

Hsp70 kann in unterschiedlichen zellulären Kompartimenten vorkommen, 

intrazellulär sowie extrazellulär, membrangebunden und/oder lysosomal/endosomal. 

Die Translokation des Hsp70-Proteins auf die Plasmamembran verläuft über einen 

nicht-klassischen, ER/Golgi-unabhängigen Transportweg (Multhoff et al., 2011), 

genaue Mechanismen werden jedoch nach wie vor kontrovers diskutiert, da 

einheitliche Sekretionssignale noch immer Gegenstand aktueller Forschung sind. 

Neben Hsp70 ohne Membrantranslokationsdomäne, finden sich auch andere 
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Moleküle, wie IL-1α, IL-1β und HMGB-1, die ebenfalls ohne gerichtete Sekretion auf 

der Plasmamembran von Tumorzellen erscheinen (Nickel & Seedorf, 2008). Schilling 

et al. konnte in ihren Untersuchungen zeigen, dass sich Hsp70-Proteine besonders 

nach Strahlen- und Hypoxie-induziertem Stress in Kombination mit Phosphatidylserin 

(PS) auf der Plasmamembran von Tumorzellen finden, nicht jedoch auf 

korrespondierendem Normalgewebe (Schilling et al., 2009). Dies lässt die 

Schlussfolgerung zu, dass äußere Einflüsse wie ionisierende Strahlung erhebliche 

Auswirkung auf die Organisation der Doppellipidschicht der Tumorzellen und ebenso 

auf die Interaktion der Hsp70-Proteine mit unterschiedlichen Lipidkomponenten 

haben. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe Multhoff zeigen, dass Hsp70 an der 

Zellmembran unter physiologischen Bedingungen mit der „lipid raft“ Komponente 

Globoyltriaosylceramid (Gb3) auf der Zelloberfläche von Tumorzellen 

vergesellschaftet vorliegt, wohingegen nach Stresseinwirkung Hsp70 mit PS, das 

sich außerhalb von „lipid rafts“ in der Zellmembran befindet, interagiert (Multhoff et 

al., 2015). 

Eine Interaktion von Hsp70 mit lysosomalen Membranen geht mit einer gesteigerten 

Stabilisierung dieser Membranen und demzufolge einer erhöhten Resistenz der 

Tumorzellen gegenüber äußeren Stressfaktoren wie z.B. Bestrahlung einher 

(Petersen et al., 2010). Erhöhte Hsp70-Werte korrelieren mit Tumorprogression, 

voranschreitender Metastasierung, sowie Resistenz gegenüber Strahlen- und 

Chemotherapie (Aghdassi et al., 2007). Ebenso geht eine erhöhte Hsp70 Expression 

im Zellinneren mit Vorgängen einher, welche die zelluläre Apoptose verhindern: die 

Translokation des pro-apoptotischen Bax-Moleküls wird inhibiert, TNFα induzierte 

Apoptose wird durch Komplexbildung verhindert, Apoptosesignalwege über 

Caspase-3, Caspase-9 und Apaf-1 werden gestört. Insgesamt wirken erhöhte 

Hsp70-Werte im Zellinneren zellprotektiv und anti-apoptotisch (Jäättelä et al., 1998).  

Eine besondere Rolle spielt das membrangebundene Hsp70-Molekül: Zum einen 

trägt die Lokalisation von Hsp70-Molekülen in lysosomalen Membranen von 

Tumorzellen zur Stabilität dieser bei, wirkt also protektiv vor Apoptose-induzierenden 

Mechanismen (Nylandsted et al., 2004). Zum anderen konnte Multhoff et al. bereits 

1995 nach Untersuchung mehrerer hundert Tumorbiopsien zeigen, dass 

membrangebundenes Hsp70 lediglich auf der Plasmamembran von Tumorzellen, 

nicht jedoch auf den korrespondierenden Normalgeweben exprimiert wird (Multhoff et 
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al., 1995). Dies geht mit den Erkenntnissen der Arbeitsgruppe um Ferrarini einher, 

welche darlegen konnte, dass die Expression von weiteren Vertretern der HSP 

Familien (Hsp70 und Hsp90) lediglich auf Tumorzellen, nicht aber auf normalen 

Zellen detektiert werden konnte (Ferrarini et al., 1992). Auch Hantschel et al. konnten 

durch Screening unterschiedlicher Tumorbiopsien diverser Entitäten zeigen, dass die 

Lokalisation von Hsp70 auf den Zelloberflächen höchst tumorspezifisch ist 

(Hantschel et al., 2000). Ionisierende Strahlung induziert die zytosolische Expression 

von Hsp70 in normalen, wie auch Tumorzellen. Unterschiede in der 

Lipidzusammensetzung der Plasmamembran machen es jedoch nur Tumorzellen 

möglich das vorher im Zytosol gebildete Hsp70 auch in die Zellmembran zu 

transportieren und es membrangebunden zu präsentieren (M. Gehrmann et al., 

2005). Funktionell fungiert Membran-Hsp70 als tumorspezifisches 

Erkennungsmolekül, dessen Expression nach Stress, z.B. Radiotherapie noch weiter 

verstärkt wird.  

  

5.1.2 Ionisierende Strahlung im Hinblick auf mHsp70 Expression 

Die Radiotherapie spielt eine entscheidende Rolle in der Behandlung von 

Tumorerkrankungen, sei es als alleinige Therapieform oder in Kombination mit 

chirurgischen Eingriffen, Chemotherapie und/oder Immuntherapie. Trotzdem ist das 

klinische Ansprechen der Tumorzellen auf Strahlentherapie nicht immer optimal: 

strahlenresistente Zellklone der ursprünglichen Tumorzellen bilden - ganz im Sinne 

des „survival of the fittest“- zellprotektive Mechanismen aus, um die Zelle vor 

weiteren Schäden zu bewahren. Zugrunde liegt unter anderem eine Hochregulation 

des Hsp70-Proteins, welches als Stressreaktion auf unterschiedliche Einflüsse wie 

ionisierende Strahlung, Hitze, Hypoxie oder Nahrungsknappheit vermehrt produziert 

und exprimiert wird (Daugaard et al., 2007). Lange Zeit wurde die therapeutische 

Anwendung ionisierender Strahlung lediglich aufgrund ihrer lokal einsetzbaren, 

zytotoxischen Wirkung zur Reduktion und Kontrolle des Tumorwachstums 

gerechtfertigt. Dosis und angewandte Fraktionierung bestimmen die Wirkung der 

Radiotherapie, die von inflammatorischen Veränderungen bis hin zu 

unterschiedlichen Arten des Zelltodes reichen (Golden et al., 2012). Zusätzlich zu der 

direkten zellschädigenden Wirkung, die ionisierende Strahlen erzeugen, werden 

ebenso nichtbeabsichtigte abscopale Effekte beschrieben, welche zu einer T- und 
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NK-Zellen vermittelten Immunantwort führen können (Wattenberg et al., 2014; 

Multhoff et al., 2015). Weiterhin belegen zahlreiche Daten experimenteller Studien 

mittlerweile auch, dass der Radiotherapie neben ihrer rein zytotoxischen Wirkung 

eine immunstimulatorische Wirkung zukommt (Formenti & Demaria, 2013). Vor allem 

die Beziehung zwischen strahleninduziertem, immunologischem Zelltod und der sich 

daraus ergebenden Möglichkeit der Antigen-Präsentation via DC’s, um 

tumorspezifische T-Zellen zu aktivieren, spielt eine tragende und zukunftsträchtige 

Rolle. Ebenso darf nicht vernachlässigt werden, dass Tumorzellen, welche mit einer 

sublethalen Dosis bestrahlt werden, ihre Anfälligkeit und Affinität gegenüber 

Immuneffektoren verstärken (Hodge et al., 2012). 

Auf diese Effekte zielt die Überlegung meiner Promotionsarbeit ab, welche die 

Hauptaufgabe der Radiotherapie, neben primären Vorteilen, wie 

Wachstumskontrolle, Metastasierungsstopp und lokaler Verringerung der 

Tumormasse, darin sieht, die Expression von Hsp70-Proteinen auf den nach 

Bestrahlung noch lebenden Zellen zu erhöhen. Da lediglich Tumorzellen in der Lage 

sind Hsp70 an die Membran zu transportieren und dort zu präsentieren, dient das 

membrangebundene Hsp70 als tumorspezifisches Antigen und die Radiotherapie als 

geeigneter Verstärker.  

 

5.1.3 Hsp70 aus immunologischer Sicht 

Unter der Annahme, dass durch vorangegangene Radiotherapie die Expression von 

membrangebundenem Hsp70 erhöht wurde und dieses Phänomen nur auf 

Tumorzellen zu beobachten ist, nicht jedoch auf korrespondierendem Normalgewebe 

(Vega et al., 2008; Multhoff et al., 1997), lässt dies die Schlussfolgerung zu, dass 

membrangebundenes Hsp70 als tumorspezifischer Biomarker angesehen werden 

kann, dessen Expression nach Therapie noch verstärkt wird. Eine wichtige Rolle in 

der Hsp70-vermittelten Immuntherapie spielen neben den Hsp70-präsentierenden 

Tumorzellen, die mit TKD/IL-2 vorstimulierten NK-Zellen, welche Membran-Hsp70-

positive Tumorzellen spezifisch erkennen und durch die Freisetzung von Granzym B 

und Perforin Apoptose initiieren (Moretta et al., 2005). Sowohl in in vitro (Multhoff et 

al., 2001), als auch in in vivo (Multhoff et al., 2006) Studien konnte bereits gezeigt 

werden, dass bestrahlte Tumorzellen mit erhöhter Hsp70 Membranexpression von 

aktivierten NK-Zellen signifikant besser lysiert werden als unbestrahlte Tumorzellen 
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mit niedrigerer Membran-Hsp70 Expression (Multhoff et al., 2015). Neben ihrer 

Funktion als Zielprotein für aktivierte NK-Zellen, können membrangebundene Hsp70-

Proteine auch andere immunologische Effekte erzeugen: so können immunogene 

Tumorpeptide gebunden und durch Kreuzpräsentation auf MHC-Molekülen das 

adaptive Immunsystem stimulieren (Srivastava et al., 1998) oder NK-Zellen sowie T-

Zellen als Vertreter des angeborenen Immunsystems aktivieren (Rubner et al., 2014; 

Tosti et al., 2014). Abbildung 22 zeigt einen genauen Überblick über die 

immunmodulatorischen Funktionen des Hsp70-Proteins. 

 

Abbildung 22: Immunmodulatorische Funktionen des Hsp70-Proteins (Multhoff et al., 2016) 

 

Neben seinen bereits genannten Funktionen als klassisches Chaperon, welches die 

Präsentation und die Prozessierung von Tumorantigenen erleichtert und seiner 

Wirkweise als Zytokin, welches sowohl die angeborene, als auch die erworbene 

Immunantwort steuert (Elsner et al., 2007), zeigt exogen zugeführtes Hsp70 auch ein 

therapeutisches Potential als Adjuvant in der Antitumor-Immunität (Shevtsov et al., 

2014). Präklinische Studien konnten bereits belegen, dass im Ratten-Glioblastom 
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Modell exogen zugeführtes Hsp70 sowohl zu einer signifikanten Inhibierung der 

Tumorprogression führte als auch mit einer erhöhten Zytotoxizität von NK- und T-

Zellen einherging (Multhoff et al., 2016). Überzeugende Ergebnisse lieferte unter 

anderen die Arbeitsgruppe um Rafiee, welche nach Transfektion mit Hsp70.1 Gen 

Transfers in Maus-Tumorzellen eine komplette CD4+ und CD8+ vermittelte 

Tumoreradikation erzielen konnte (Rafiee et al., 2001). Aufbauend auf diesen 

Ergebnissen koppelte unsere Arbeitsgruppe Hsp70-Proteine auf sogenannte 

Nanocarrier, wie zB. Superparamagnetische Eisenoxid Nanopartikel (SPIONs), 

welche in der Lage sind Tumorzellen abzutöten und immunogene Tumorbestandteile 

zu DC’s  zu transportieren, um tumorspezifische  CD8+ zytotoxische T-Zell 

Antworten in Glioblastompatienten  zu stimulieren (Shevtsov et al., 2015). Bis jetzt 

zeigen mehrere klinische Untersuchungen, dass die exogene, intratumorale 

Applikation von Hsp70 entweder alleinig oder in Kombination mit anderen 

Therapiemöglichkeiten eine Antitumor-Immunität triggern kann (Maeda et al., 2015). 

 

5.2 Zeit- und dosisabhängige Auswirkungen der Bestrahlung auf 

die Expression von mHsp70 auf humanen Glioblastomzellen 

Ausgehend von den oben genannten Ergebnissen zu ionisierender Bestrahlung und 

Expression des Hsp70-Proteins auf der Plasmamembran von Tumorzellen aus 

vorangegangenen Untersuchungen und bereitstehender Literatur, war es nun 

Gegenstand dieser medizinisch/experimentellen Doktorarbeit, herauszufinden, bei 

welcher Dosis und welchem Zeitpunkt nach Bestrahlung die mHsp70 Expression auf 

humanen Glioblastomzellen am höchsten ist. Die Zellen wurden dafür je nach 

Intensität der Bestrahlung und Verweildauer in Kultur in unterschiedlichen Dichten 

ausgesät, um zu gewährleisten, dass zu jedem Zeitpunkt, unabhängig von der 

Bestrahlungsdosis die Zellzahl konstant ist. Darauffolgend wurden die Zellen mit 

unterschiedlichen Bestrahlungsintensitäten (sham, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy) behandelt und 

die mHsp70 Expression via FACS-Analyse gemessen. 

  

5.2.1 Niedrige mHsp70 Expression bei sham Bestrahlung 

Bei sham Bestrahlung wurden die Zellen de facto nicht bestrahlt, jedoch allen 

Einflüssen (Ortswechsel, Temperaturunterschied, Mobilisierungsgefahr) ausgesetzt, 
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welchen auch die später tatsächlich bestrahlten Zellen ausgesetzt waren. Somit 

können die Hsp70-Werte dieser Zellen als Kontrolle eingesetzt werden und 

Umgebungs- und Zelldichte-abhängige Effekte auf die Hsp70 Expression weitgehend 

ausgeschlossen werden. Wie in vorausgegangenen Untersuchungen bereits gezeigt, 

war die Membran-Hsp70 Expression auf unbestrahlten Glioblastomzellen geringer 

als auf bestrahlten Glioblastomzellen (Kleinjung et al., 2003). Ebenso zeigen frühere 

Untersuchungen, dass ionisierende Strahlung bei sublethalen Dosen die Synthese 

von Hsp70 im Zytosol auch bei normalen Zellen stimuliert, jedoch nur Tumorzellen 

aufgrund einer tumorspezifischen Lipidzusammensetzung der Plasmamembran in 

der Lage sind Hsp70 aus dem Zytosol an die Plasmamembran zu translozieren 

(Multhoff et al., 2015). Ähnliche Ergebnisse konnten von Murakami et al. erhoben 

werden, welche die mHsp70 Konzentration bei verschiedenen Tumorzelllinien zuerst 

unter „non-stressed conditions“, darauffolgend nach Bestrahlung unterschiedlicher 

Intensitäten mittels Western Blot bestimmte. Hier konnte gezeigt werden, dass nach 

Bestrahlung im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle erhebliche Unterschiede in der 

Expression des membrangebundenen Hsp70 zu sehen waren (Murakami et al., 

2015).  

 

5.2.2 Strahlendosis 2 Gy/4 Gy: “late onset” und hoher Spitzenwert 

Bei geringer Strahlendosis von 2 Gy zeigte sich ein stetiger Anstieg der mHsp70 

Expression bis zu einem Maximalwert um Tag 5, welcher bereits am Tag 6 wieder 

abfiel und sich den unbestrahlten Kontrollwerten näherte. Bei der höheren Dosis von 

4 Gy zeigte sich ein rascher Anstieg mit einem Maximalwert am Tag 4 und sofort 

wieder abfallenden Werten. Am Tag 7 wurden Werte der unbestrahlten Kontrolle 

erreicht. Ähnliche Befunde belegte unter anderen die Arbeitsgruppe um Diller, 

welche zeigen konnte, dass die Expression von Hsp70-Proteinen einer bestimmten 

Kinetik unterliegt. Hierbei wurden Endothelzellen (bovine aortic endothelial cells) 

thermischen Stress ausgesetzt, die Messungen innerhalb eines Zeitfensters von 48 h 

durchgeführt und das zytosolische Hsp70 bestimmt. Die Erkenntnisse gehen mit den 

kinetischen Besonderheiten einher, welche bei unseren Messungen der mHsp70-

Werte beobachtet werden konnten. Die Expression gilt verstärkt als Reaktion auf 

erhöhten, aber nicht letalen Stress, die Höhe der Überexpression ist proportional zur 

Intensität des zugeführten Stresses und die erhöhte Regulation der Stressproteine ist 
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ein vorübergehendes Phänomen (Diller, 2006). Es muss jedoch in Betracht gezogen 

werden, dass die von Diller erhobenen Daten nur bedingt auf die mHsp70-Werte von 

Glioblastomzellen zutreffen, da anders als bei Endothelzellen eine abweichende, 

tumorzellspezifische Lipidkomposition der Plasmamembran vorliegt durch welche der 

Transport und die Externalisierung von Hsp70 möglich wird (M. Gehrmann et al., 

2005). Auch untersuchte die Gruppe um Diller nur einen Zeitraum von 48 h, um 

Zelldichteeffekte ausschließen zu können. Ziel meiner Arbeit war es, die Kinetik der 

Hsp70 Expression über einen möglichst langen Zeitraum zu untersuchen. Um 

Zelldichteeffekte auszuschließen, wurden unterschiedliche Zellzahlen zu Beginn der 

Tests ausgesät. Bei den Experimenten, die auf 7 Tage angelegt waren, wurde die 

Zellzahl so optimiert, dass es weder zu einer zu hohen noch zu einer zu geringen 

Zelldichte während der Kulturzeit kommt. Beides würde erheblichen Einfluss auf die 

Interaktionen der Zellen untereinander und somit auch auf die Expression von 

Stressproteinen nehmen. Sowohl eine zu hohe als auch eine zu niedrige Zellzahl 

könnte Veränderungen in der Expression von mHsp70 herbeiführen. Nicht 

auszuschließen ist also, dass durch die hohe Zelldichte an den ersten Tagen die 

Zellen auch aufgrund von Zelldichteeffekten und Nahrungsknappheit in eine 

Stresssituation geraten, demzufolge mehr Hsp70 synthetisieren und deshalb die 

Peaks um Tag 4 und 5 erreicht wurden. Diese Überlegungen gehen mit den 

Erkenntnissen einher, welche neben Hitze und ionisierender Strahlung auch 

Nahrungsknappheit als Ursache für die Hochregulation der Hsp70 Expression 

benennen und bereits durch weitere Arbeitsgruppen bestätigt wurden (Multhoff et al., 

1999; Sharma et al., 2010). Ebenso muss in die Überlegungen miteinbezogen 

werden, dass ionisierende Strahlen hauptsächlich durch Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) (Kang et al., 2014) und anschließender Reaktion mit der 

DNA zu Einzel- und Doppelstrangbrüchen führen, welche in Störungen der 

Zellfunktion, Mutation oder Apoptose resultieren (Van Der Kogel, 2009). Interessante 

Untersuchungen dazu wurde bereits von Paolini et al. durchgeführt, welche zeigen 

konnten, dass Glioblastomzellen der Linie U87 nach Bestrahlung sowohl vermehrt in 

Apoptose gehen als auch strahleninduziert vermehrt Hsp70 produzieren (Paolini et 

al., 2011). So zeigten sich gleichbleibende zytosolische Werte nach 0 Gy und 2 Gy, 

jedoch massiv erhöhte Hsp70-Werte nach Bestrahlung mit 4 Gy, was die Vermutung 

zulässt, dass erst ab einer bestimmten Strahlenintensität die Tumorzellen tatsächlich 
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in einen Schutzmodus übergehen und Reparaturmechanismen im Sinne der Hsp70 

Produktion in Gang gesetzt werden. 

Ebenso ist zu bemerken, dass lediglich durch die Messung der Membran-Hsp70 

Expression nicht die vollständige Synthese und Expression der Hsp70-Proteine 

wiedergegeben werden kann. Neben der Detektion der membrangebundenen 

Moleküle via FACS-Analyse und der Quantifizierung der intrazellulären, 

extrazellulären und lysosomal, bzw. endosomal synthetisierten und gespeicherten 

Hsp70-Proteine, wäre die Ausweitung der Methodik auf weitere Glioblastomzelllinien 

nötig. Erst dann könnte die vollständige zelluläre Reaktion auf subletale Stressdosen 

vollständig erfasst und genaue Aussagen zur Kinetik der Hsp70-Proteine 

vorgenommen werden.  

 

5.2.3 Strahlendosis 6 Gy: „early onset“ und andauernde 

Überexpression 

Bei Bestrahlung mit 6 Gy zeigte sich anders als bei den niedrigeren 

Bestrahlungsdosen ein rascher und fulminanter Anstieg der Hsp70-Werte bereits 24 

h nach Bestrahlung mit einer anschließend 72 h dauernden Plateauphase. 

Darauffolgender Abfall der Hsp70-Werte bis Tag 7 auf annähernd sham-Werte gehen 

mit den Messergebnissen bei 2 Gy und 4 Gy einher. Die Höhe der Bestrahlungsdosis 

scheint direkten Einfluss auf die zeitliche Expression der Membran-Hsp70-Proteine 

zu haben. Unsere Ergebnisse lassen die Überlegung zu, dass bei Bestrahlung mit 

geringeren Dosen (2 Gy/4 Gy) eine unzureichende Stressreaktion ausgelöst wird, 

welche nicht zu einer Überexpression von Hsp70 führt. Durch die erhöhte 

Strahlenintensität bei 6 Gy könnte nun die Schwelle zur sofortigen Einleitung von 

Reparatur- und Schutzmechanismen bereits 24 h nach Bestrahlung erreicht worden 

sein. Calini konnte in seinen Untersuchungen von C3H 10T1/2 Zellen zeigen, dass 

lediglich bei höheren Dosen von 5-10 Gy eine Induktion der Hsp70-Synthese 

stattfindet, nicht jedoch bei niedrigeren Dosen. Ebenso legte er dar, dass die 

maximale Induktion der Hsp70-Synthese stark mit der Bestrahlungsdosis korreliert 

und eine höhere Dosis mit einer stärkeren Expression einhergeht (Calini et al., 2003). 

Diese Befunde stimmen mit Dillers Ergebnissen überein, dass die Höhe der 

Überexpression mit der Intensität des zugeführten Stresses korreliert und die starke 
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Expression von Stressproteinen ein vorübergehendes Phänomen ist, das mit einer 

Zeitkonstante einhergeht, die über mehrere Tage andauern kann (Diller, 2006). Dies 

könnte sowohl die 72 h andauernde Plateauphase, in der sich die mit 6 Gy 

bestrahlten Zellen befinden, als auch deren Fehlen bei Bestrahlung mit 2 Gy und 4 

Gy erklären.  

Die Arbeitsgruppe um Murakami konnte weiterhin zeigen, dass die mHsp70 

Expression bei 4T1 KD Zellen nach Bestrahlung mit 6 Gy signifikant stieg, bei 

schwächerer Bestrahlung mit 4 Gy zwar ein ähnlicher Trend zu beobachten war, die 

Werte aber keine statistische Signifikanz erreichten (Murakami et al., 2015). 

Durch die in der Literatur und durch eigene Untersuchungen gewonnenen 

Ergebnisse könnte nun angenommen werden, dass die Expression der mHsp70-

Proteine mit der Stressintensität korreliert. Dies würde bedeuten, dass die 

Expression von Hsp70 direkt mit der Stressintensität ansteigt. Die Synthese und 

Kinetik der Hsp70-Moleküle scheint jedoch einem Sättigungseffekt zu unterliegen 

und an Limitationen gebunden zu sein. So untersuchte die Arbeitsgruppe um Pasi 

zwei Glioblastom-Zelllinien (T98G und U251), bestrahlte sie mit unterschiedlichen 

Dosen (0 Gy/2 Gy/4 Gy/8 Gy/10 Gy) und quantifizierte danach das intra- und 

extrazelluläre Hsp70. Die Tumorzellen reagieren nach strahleninduziertem Stress mit 

einem graduellen Anstieg des intrazellulären Hsp70, welches mit der Stärke der 

Bestrahlungsdosis bis 8 Gy korreliert, dieser Zusammenhang ist jedoch bei noch 

höheren Dosen von 10 Gy nicht mehr zu beobachten. Nach hohen Dosen (8 Gy/10 

Gy) wurde eine Externalisierung von Hsp70 messbar, ähnlich wie sie bei 

apoptotischem Zelltod oder starken Stresseinflüssen der Fall ist (Pasi et al., 2014). 

Die Arbeitsgruppe um Rylander konnte in einer PC3 Prostatakrebszellstudie durch 

den Vergleich von „cell viability“ und Hsp70 Expression zeigen, dass bei 

Tumorzellen, die zu starken Stressbedingungen ausgesetzt sind, die Hsp70 

Expression stark abfiel, da der extreme Zellschaden nicht mehr durch eine 

Überexpression von Hsp70 und zelleigenen Reparaturmechanismen kompensierbar 

war (Rylander et al., 2005). Diese Ergebnisse gehen mit meinen Überlegungen 

einher, dass bei zu hohen Strahlenintensitäten die daraus resultierende zelluläre 

Schädigung zu groß ist und zelleigene Schutzmechanismen wie die Synthese von 

Hsp70 nicht mehr greifen. Ebenso zeigen sie, dass Hsp70 besonders in seiner 

externalisierten Form ein Warnsignal darstellt, welches nach schweren Zellschäden, 
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wie sie beispielsweise bei zu hoher Bestrahlungsintensität auftreten, vermehrt 

exprimiert wird (Pockley & Henderson, 2018). 

Um die gesamte zelluläre Reaktion auf Stresssituationen im Hinblick auf die 

Wirkweise von Hsp70 bewerten zu können und die Mechanismen, die zur Expression 

von Hsp70 führen, zu entschlüsseln, wäre es von Vorteil, intrazelluläres, 

extrazelluläres und membrangebundenes Hsp70 nicht getrennt voneinander zu 

untersuchen, sondern alle auftretenden Formen des Stressproteins in 

Zusammenschau zu betrachten (Pasi et al., 2014). Dafür könnten Untersuchungen 

mittels lipHsp70ELISA für die Quantifizierung des lipidgebundenen und freien Hsp70 

in Serum und Plasma, R+D ELISA für freigesetztes Hsp70 im Überstand von 

Zelllysaten und immunhistochemische Analysen für die Detektion des intrazellulären 

Hsp70 erfolgen.  

Ebenso darf nicht vergessen werden, dass mit der Betrachtung einer einzigen 

Glioblastom-Zelllinie keine Rückschlüsse auf alle Glioblastome gezogen werden 

dürfen, zumal die U87-Tumorzellen im Vergleich zu anderen Glioblastom-Zelllinien 

als äußerst radio- und chemoresistent gelten (Paolini et al., 2011). Hilfreich wäre es 

also, bereits beschriebene Versuchsdurchführung mit weiteren Glioblastom-

Zelllinien, wie LN18, T98G, U373, A172 durchzuführen, um die erhobenen Daten in 

ihrer Signifikanz zu stärken.  

 

5.2.4 Dosisunabhängig: Absinken der Werte auf Ausgangswert 

Dosisunabhängig konnte am Tag 7 ein Absinken der Hsp70-Werte auf die 

Ausgangswerte der sham behandelten Kontrolle nachgewiesen werden. Der gleiche 

Endpunkt am Tag 7 scheint also unabhängig von der Bestrahlungsintensität und dem 

daraus resultierenden zellulären Schaden beobachtbar zu sein. Denkbar wäre, dass 

durch die strahleninduzierte Hochregulation von Hsp70 zellprotektive Funktionen, 

Reparaturmechanismen und anti-apoptotische Kaskaden initiiert wurden, die Zelle 

vor einwirkenden Stressfaktoren erfolgreich geschützt wurde und nun Immunität 

gegenüber neuauftretenden, schädigenden Umwelteinflüssen trägt. Diese 

Überlegung und unsere Datenlage würde implizieren, dass die Zelle nach starkem 

Stress mehrere Tage im Sinne einer Hsp70 Überexpression mit der induzierten 

Stresssituation ringt, nach einer Plateauphase jedoch in eine Erholungsphase eintritt 
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und auf die Ausgangswerte der unbestrahlten Kontrolle zurückfällt. Nach unseren 

Erkenntnissen wäre Tag 7 der „final recoveryday“, an dem die Hsp70-Werte der 

Tumorzellen, unabhängig von der zugeführten Strahlenintensität auf ein 

gemeinsames Level abfallen. 

Diller beschrieb in seiner Arbeit, dass die Kinetik der Hsp70 Expression mit einem 

wachsenden Anstieg bis zu einem Maximalwert beginnt, gefolgt von einer 

vorübergehenden Periode mit erhöhten Werten und anschließendem Abfall zu 

Ausgangswerten. Die Überexpression ist also ein temporäres Phänomen (Diller, 

2006). 

Ebenso wurde bereits gezeigt, dass mHsp70 positive Tumorzellen, also solche, die 

bereits Stresssituationen ausgesetzt waren, besser vor ionisierender Strahlung 

geschützt sind als die korrespondierenden mHsp70 negativen Tumorzellen 

(Nylandsted et al., 2004). Die Arbeit von Murakami zeigte, dass das klonogene 

Überleben der Zellen in Tumorzelllinien mit niedriger mHsp70 Expression signifikant 

niedriger ausfiel, als in vergleichbaren Linien mit höheren mHsp70-Werten 

(Murakami et al., 2015). Patienten mit mHsp70 positiven Tumoren zeigten ein 

signifikant verringertes Gesamtüberleben als Patienten mit Hsp70 negativen 

Kolorektal-, Magen- und Plattenepithelkarzinomen (Pfister et al., 2007). Die 

Ergebnisse stimmen also darin überein, dass eine Überexpression von mHsp70 mit 

einem Überlebensvorteil und zellprotektiver, anti-apoptotischer Wirkung einhergeht, 

welcher diverse Mechanismen zu Grunde liegen können: Hsp70-Proteine inhibieren 

die mitochondriale Translokation, dadurch die Aktivierung von Bax und verhindern 

so, dass Mitochondrien ihre Permeabilität erhöhen und pro-apoptotische Faktoren 

wie Zytochrom c ausschütten (Stankiewicz et al., 2005). Ebenso blockiert Hsp70 den 

Zusammenbau des Apoptose-fördernden Signalkomplex DISC (Guo et al., 2004), 

bindet den Apoptosefaktor Apaf-1 und inhibiert Caspase 3. Hsp70 greift durch 

Modifikation von JNK, MAPK, und ERK in weitere Apoptose-regulierende Signalwege 

ein (Radons, 2016). 

In Anlehnung an die Evolutionstheorie und dem „survival of the fittest“ wäre weiterhin 

denkbar, dass Tumorzellen, welche durch Bestrahlung in eine akute Stresssituation 

versetzt wurden und darauf mit einer zellprotektiven Überexpression von Hsp70 

reagieren, eine hochresistente Generation an Hsp70 positiven Zellklonen 
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hinterlassen. Grund für die dennoch niedrigen mHsp70-Werte am Ende der 

Beobachtungsperiode könnte die Annahme sein, dass Hsp70 nicht 

membrangebunden vorliegt, sondern aufgrund fehlender akuter Stresseinwirkung 

intrazellulär oder in Endosomen speichert und deshalb durch die FACS-Methode, 

welche nur für membrangebundenes Hsp70 sensitiv ist, nicht messbar ist. Hierfür 

wäre es dann von Vorteil dieser Überlegung mit weiterführender Methodik auf den 

Grund zu gehen und besonders durch Quantifizierung des extra- und intrazellulären, 

bzw. endosomalen Hsp70 zu stützen. Strahlenresistenten Zellklone wurden bereits 

bei Murakami erwähnt (Murakami et al., 2015), ebenso bei Untersuchungen von 

Gehrmann, welcher membrangebundenem Hsp70 starke Schutzfunktion gegenüber 

strahleninduzierten Effekten zuschrieb (Gehrmann et al., 2015). Auch Formenti 

beschreibt in Arbeiten, dass Tumorzellen, die nicht vollständig eliminiert, jedoch 

starkem Stress ausgesetzt wurden, überleben und durch genetische Instabilität eine 

neue, sehr resistente Generation von Zellen generiert, welche sämtliche Merkmale, 

welche sich zuvor als schützend und anti-apoptotisch bewährt haben, tragen 

(Formenti & Demaria, 2013). 

 

5.3 Ausblick und Einordnung der Arbeit 

Die zielgerichtete Induktion der Hsp70 Expression legt auf elegante und attraktive Art 

und Weise dar, wie zelleigene Schutz- und Reparaturmechanismen vice versa für 

tumorspezifische Therapiestrategien nutzbar gemacht werden können. Die in dieser 

medizinisch/experimentellen Doktorarbeit und bereits früher in vitro erhobenen Daten 

zu mHsp70 Expression nach Bestrahlung (Multhoff et al., 2001), sowie die 

Erkenntnisse zu immunmodulatorischen Funktionen (Multhoff et al., 2016) legen den 

Grundstein für ein vielfältiges Anwendungsspektrum auch im klinischen Alltag. So 

konnte die Verträglichkeit und Sicherheit der Anwendung mit ex vivo TKD/IL-2 

stimulierten, analogen NK-Zellen bereits in einer Phase I Studie an Patienten mit 

metastasierendem kolorektalem Karzinom erfolgreich getestet werden. Basierend auf 

vielversprechenden Ergebnissen aus Phase I (Krause, 2004), befindet sich diese 

klinische Studie seit 2015 in Phase II. Ziel der Studie ist es, herauszuarbeiten, ob 

durch eine adjuvante Behandlung mit TKD+IL-2 aktivierten NK-Zellen nach Cisplatin 

gekoppelter Radiochemotherapie (RCT) im Vergleich zu alleiniger 
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Radiochemotherapie ein positives Resultat bezogen auf Überlebenszeit, 

Lebensqualität und Toxizität erreicht werden kann (Specht et al., 2015). 

Weitere klinische Untersuchungen konnten zeigen, dass die intratumorale 

Applikation von Hsp70, sei es als alleinige Therapiemaßnahme oder in Kombination 

mit anderen Therapieregimen, Antitumor-Immunität in Patienten stimulieren kann. 

Klinische Effizienz wurde bei Patienten mit intrakraniellen Neoplasien erwiesen, 

welche zusätzlich zum chirurgischen Eingriff mit rekombinantem Hsp70 behandelt 

wurden. Von 12 Patienten mit intrakraniellen Neoplasien im Spätstadium zeigte ein 

Patient komplette Tumorremission, einhergehend mit verstärkter T-Zell-vermittelten 

Immunantwort und Reduktion der immunsuppressiven Treg Zellen, ein weiterer 

Patient zeigte partielle Remission (Shevtsov et al., 2014). 

Zusammengenommen könnten diese klinischen Studien und die sich daraus 

profilierende multimodale, tumorspezifische Therapie basierend auf Hsp70-Proteinen 

als Zielstruktur für stimulierte NK-Zellen in Kombination mit Radio- und 

Chemotherapie signifikante Bedeutung in der zukünftigen Behandlung 

fortgeschrittener Tumorerkrankungen tragen.
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6 Zusammenfassung 

Die klinische Relevanz und schwere Behandelbarkeit, ebenso die eingeschränkten 

Therapieoptionen und schlechte Prognose rücken das Glioblastoma multiforme nach 

wie vor in den Mittelpunkt aktueller Forschung. Vielversprechende Erkenntnisse zu 

immunmodulierenden Eigenschaften von Hsp70, besonders mit gekoppelter 

Radiotherapie, machen dieses zum geeigneten Angriffspunkt für tumorspezifische 

Therapieformen. Ziel der durchgeführten Untersuchungen war es, die zeit- und 

dosisabhängigen Auswirkungen ionisierender Strahlung auf die Expression des 

membrangebundenen Hsp70 auf humanen Glioblastomzellen zu erfassen.  

Hierfür wurde die humane Glioblastom-Zelllinie U87 je nach Verweildauer in Kultur 

und Bestrahlungsdosis zu unterschiedlichen Dichten ausgesät und in Zellkultur 

gehalten. Die Zellen wurden im Folgenden mit unterschiedlichen Intensitäten (2 Gy, 4 

Gy, 6 Gy) bestrahlt und die mHsp70 Expression über einen definierten Zeitraum (d1-

d7) mittels Durchflusszytometrie (FACS) unter Verwendung des monoklonalen 

Antikörpers cmHsp70.1 gemessen. 

In der vorliegenden medizinisch/experimentellen Doktorarbeit konnte gezeigt werden, 

dass sich abhängig von Zeit in Kultur und Strahlendosis eine polymorphe Kinetik der 

Hsp70 Expression entwickelt. Im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle zeigte sich bei 

Bestrahlung mit geringer Dosis (2 Gy) ein langsamer, jedoch stetiger Anstieg der 

Hsp70-Werte mit weicher Kurvenzeichnung und nach Erreichen des Maximalwerts 

ein langsames Absinken der Hsp70-Werte. Wurden die Tumorzellen mit höheren 

Dosen bestrahlt (4 Gy), wurde der Maximalwert der Hsp70 Expression rascher und 

früher erreicht. Noch höhere Strahlendosen (6 Gy) führten zu einem fulminanten 

Anstieg der Hsp70 Expression bereits 24 h nach Bestrahlung mit Ausbildung einer 72 

h andauernden Plateauphase. Unabhängig von der Bestrahlungsintensität zeigte 

sich am Tag 7 ein Rückgang der mHsp70 Expression auf Werte, die mit den 

Kontrollwerten bei sham-Bestrahlung vergleichbar sind, aber höher sind als am Tag 

0. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass sich das optimale therapeutische 

Fenster für mHsp70 spezifische, NK-Zell vermittelte Immuntherapien mit einer 

Bestrahlung von 6 Gy in den ersten 72 h nach Strahlenintervention befinden könnte.  

Die in vitro erhobenen Daten bedürfen neben Überprüfung durch Ausweitung der 

Untersuchungen auf weitere Glioblastom-Zelllinien und weitreichenderer Methodik 
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zur Detektion des intra- und extrazellulären Hsp70, ebenso die Translation in vivo, 

um klinische Relevanz und Signifikanz belegen zu können. 
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