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Zusammenfassung

Hintergrund: Die Tumorangiogenese und
tumorassoziierte Immunsuppression sind
Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche
Tumorevolution. Unsere bisherigen Analysen
zeigen, dass Mundhohlenkarzinomzellen
tiber eine Produktion von TGF-31 (, transfor-
ming growth factor-beta1”) und MCP-1 (,mo-
nocyte chemoattractant protein-1“) die Ma-
krophageninfiltration in den Tumor stimulie-
ren. Die angelockten Makrophagen produzie-
ren den angiogenetischen sowie immunsup-
primierenden Wachstumsfaktor VEGF (,vascu-
lar endothelial growth factor”) und induzie-
ren zudem die Produktion dieses Faktors iiber
Interleukin (IL)-1ot in den Tumorzellen. Neue-
re In-vitro-Studien zeigen, dass Retinsdure
(Vitamin A) die TGF-31- und MCP-1-Produkti-
on der Tumorzellen hemmt.Deshalb wurde in
der vorliegenden Studie der Einfluss von Re-
tinsdure auf die Makrophageninfiltration und
VEGF-Produktion im Mausmodell analysiert.
Material und Methoden: Mausen der AJ-
Linie (10 Mduse pro Gruppe) wurden Poly-
ethylenschwamme (5x2 mm3) mit humanen
HNSCC-Zellen (450.000-150.0000/10ul
RPMI) subkutan eingepflanzt. Mduse mit
Tumoren von mindestens 0,7—1 cm? Durch-
messer wurden tdglich mit Retinsdure

(160 pg/kg) i.p.behandelt.Nach 21 Tagen
wurden die Schwémme entnommen und
immunhistologisch nach VEGF-A, MCP-1,
(D68 und CD31 untersucht. Die Bestimmung
der Serumwerte von VEGF-A und MCP-1 er-
folgte mit dem ELISA. Die Organe wurden
entnommen und nach Makro- und- Mikro-
metastasen untersucht.

Ergebnisse: Bei allen mit Retinsaure behan-
delten Tieren kam es zur vollstandigen Tu-
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Tumorangiogenese
und Immunsuppression

Strategische Angriffspunkte fiir neue
Therapieansatze beim Plattenepithelkarzinom
der Mundhdhle (HNSCC)

morregression. Die Mduse wiesen keinen
Metastasenbefall auf (p=0,00) und die Ma-
krophageninfiltration in den Tumor konnte
blockiert werden (p=0,007). Alle behandel-
ten Tiere regulierten die MCP-1- (0 pg/ml)
und VEGF-A-Serumwerte (12 pg/ml) herun-
ter (p=0,001).

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen,
dass die Blockierung der Makrophageninfil-
tration in den Tumor mit Vitamin A ein mog-
licher Therapieansatz ist, um die Induktion
der zwei wichtigsten Uberlebensstrategien
des Tumors, Immunsuppression und Angio-
genese, zu hemmen.

Schliisselworter
Makrophageninfiltration -, Vascular

endothelial growth factor” - Angiogenese -
Immunsuppression - Retinsdure

Die primdren Tumorzellen bilden
avaskulire Nester, die sich zunichst iiber
einfache Diffusion ernihren [10]. Diese
ersten Tumorzellen miissen den Angriff
des Immunsystems des Wirtes iiberle-
ben und ein Netz von Neokapillaren so-
wie Lymphgefif3en bilden, um ein effek-
tives Tumorwachstum entwickeln zu
kénnen. Folkmann et al. berichteten,
dass ein Tumor ohne eigenes Kapillar-
netz nur eine Tumormasse von 1-3 mm3
erreichen kann [8]. Studien der letzten
zehn Jahre zeigen, dass bei Patienten mit
soliden Tumoren sowie im Mausmodell

die Ausreifung der tumorinfiltrierenden
sowie peripheren dendritischen Zellen
(DC) zu reifen DC supprimiert wird und
unreife DC wichtige Kostimulationsmo-
lekiile sowie den Haupthistokompatibi-
litatskomplex MHC-II (HLA-DR) min-
derexprimieren [9]. DC sind verant-
wortlich fiir die Prasentation der Tumo-
rantigene und somit fiir die Induktion
von tumorspezifischen T-Effektorzellen
(3].

Bisher konnten die Ursachen und
Mechanismen, die der Suppression der
Immunzellen bei Tumorpatienten zu-
grunde liegen, nicht eindeutig geklart
werden [5]. Neuere Publikationen zei-
gen, dass in malignen Tumoren, unter
anderem im Mundhdéhlenkarzinom, au-
tokrine Regelkreise fiir angiogenetische
sowie immunsupprimierende Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine existieren,
die in direkter Interaktion mit dem Tu-
mormilieu stehen [16]. Eine hohe Ma-
krophagendichte im Tumorstroma kor-
reliert in vielen malignen Tumoren mit
einer erh6hten Gefif3dichte sowie einer
schlechten Prognose [12]. Wir konnten
in unseren bisherigen Studien zeigen,
dass HNSCC-Zellen sowie tumorinfil-
trierende Makrophagen den Wachs-
tumsfaktor VEGE-A (,,vascular endo-
thelial growth factor A“) tiberexprimie-
ren und dass dieser direkt mit einer
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Abstract

Background: Angiogenesis and tumor-asso-
ciated immunosuppression are two of the
hallmarks of carcinogenesis. In previous stud-
ies we demonstrated in vitro that HNSCC tu-
mor cells attract monocytes via monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1) and activate
them via transforming growth factor-beta
1(TGF-31) to secrete interleukin (IL)-1a,
which in turn stimulates tumor cells to se-
crete increased levels of the angiogenic and
immunosuppressive vascular endothelial
growth factor (VEGF).These findings suggest
that interaction between the immune system
and VEGF-mediated angiogenesis is impor-
tant for progression of HNSCC. Recent studies
in vitro show that retinoic acid (RA) down-
regulates the release of MCP-1 and TGF-{31
by tumor cells.Therefore, we investigated the
ability of RA to modulate the ability of tumor
cells to recruit and activate monocytes for
participation in VEGF-mediated angiogenesis
and immunosuppression in vivo.

Material and methods: Mice (ten/group)
were injected daily with RA (160 ug/kg) for
3 weeks. After that time mice were sacrificed,
and paraffin sections of tumors were ob-
tained and stained for VEGF-A, CD68, and
PECAM (CD31) by immunohistochemistry.
The lungs, liver, and myocardium were ana-
lyzed for macro- and micrometastases.The
plasma protein levels of VEGF-A and MCP-1
were determined by ELISA.

Results: In RA-treated mice tumors re-
gressed completely and RA prevented me-
tastases (p=0.00) and macrophage infiltra-
tion (p=0.007).Treated mice downregulated
VEGF-A (0 pg/ml) and MCP-1 (12 pg/ml) in
peripheral blood (p=0.001).

Conclusion: Our findings suggest a new thera-
peutic possibility: the development of treat-
ment protocols that can block each of the ways
in which tumors induce new blood vessel
growth and immunosuppression of the host.
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schlechten Krankheitsprognose, der Ge-
faldichte, dem Lymphknotenstatus, der
Makrophagendichte und einer erhohten
Anzahl unreifer DC korreliert [23, 26].
VEGF supprimiert in vitro die Ausrei-
fung der DC-Prekursorzellen zu reifen
DC sowie deren Féhigkeit, naive T-Zel-
len nach Antigenprasentation zu stimu-
lieren [4, 23, 26].

Der Wachstumsfaktor VEGF-A ist
ein Glykoprotein, das mittlerweile als
»Schliisselwachstumsfaktor” bei phy-
siologischen und pathologischen an-
giogenetischen sowie immunsuppres-
siven Prozessen diskutiert wird [7].
Neuere Studien suggerieren, dass DC
eine duale Funktion bei der Modulation
der Immunantwort je nach Reifegrad,
Herkunft, Zellmarkerexpression sowie
Zytokinprofil des unmittelbaren Mi-
kromilieus haben [13, 22]. Reife DC in-
duzieren nach Antigenprisentation in
naiven T-Lymphozyten T-Effektorzel-
len. Unreife DC dagegen stimulieren
nach Antigenprésentation suboptimal
die naiven T-Zellen und induzieren de-
ren Ausdifferenzierung zu T-Regulati-
onszellen (Tr-Zellen). Letztere induzie-
ren Anergie in autoreaktiven T-Zellen
und T-Effektorzellen iiber direkten
Zell-Zell-Kontakt sowie TGF-B(,,trans-
forming growth factor-beta“) und IL-
10 (Interleukin 10) und verhindern so-
mit eine exzessive Immunantwort [11,

Modell in der Maus
nach Boyle u. Man-
gan [4].Zur Methode
s. Tumormodell

15]. Eine ausgewogene Balance zwi-
schen T-Effektorzellen und Tr-Zellen ist
deshalb Grundvoraussetzung fiir den
Erhalt der Inmunhom&ostase. Die In-
duktionsmechanismen von Tr-Zellen in
vivo sowie ihre Partizipation bei Tu-
morpatienten wurden bisher kaum un-
tersucht [18]. Wir konnten in Vorarbei-
ten zum ersten Mal eine Hochregulie-
rung der Tr-Zellen in Blut, Lymphkno-
ten sowie Tumorgewebe bei HNSCC-
Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollpatienten nachweisen und zu-
dem zeigen, dass die VEGF-A-Uberex-
pression direkt mit der Tr-Zellen-
Prévalenz und unreifen DC korreliert
[23,26].

Eine detaillierte Kenntnis der
Induktion sowie der Regulationsme-
chanismen von VEGF im Tumor ist
aufgrund seiner angiogenetischen und
immunmodulierenden Eigenschaften
notwendig, um Ansatzpunkte fiir neue
immunstrategische Therapien bei
Krebspatienten zu finden. Unsere bis-
herigen Studien sowie die Arbeiten von
Liss et al. zeigen in vitro, dass HNSCC-
Zellen MCP-1 (,monocyte chemoat-
tractant protein-1“) und TGF-f} sezer-
nieren, welche die Monozytenmigrati-
on in den Tumor stimulieren, die tumo-
rinfiltrierenden Makrophagen zu einer
IL-10-Produktion aktivieren und diese
iiber IL-10 in den Tumorzellen VEGF-

! o SPLENEKTOMIE
CICLOPHOS FAMID
o (100 mgrkg/Tag) 4
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Tabelle 1

Kontrollgruppen und behandelte Gruppen

Gruppe Schwamm

Therapie

Behandlungszeitraum

(7 Tage post Ubertragung der Schwimme)

Kontrolle (PBS)
Kontrolle (Tumor)

10wl PBS

PCI-1(450.000-650.000 Zellen/10 wl RPMI)

PCl-13 (650.000-1.500.000 Zellen/10 wl RPMI)

Vitamin A PCI-1(450.000-650.000 Zellen/10 wl RPMI) Vitamin A
PCl-13 (650.000-1.500.000 Zellen/10 ul RPMI)
Betamethason PCl-1 (450.000-650.000 Zellen/10 wl RPMI) Betamethason

PCI-13 (650.000-1.500.000 Zellen/10 pl RPMI)

Vitamin A + Betamethason

PCI-1(450.000-650.000 Zellen/10 wl RPMI)

PCl-13 (650.000—1.500.000 Zellen/10 wl RPMI)

Vitamin A + Betamethason

Téglich/21Tage
Taglich/21 Tage

Taglich/21 Tage

Fiir jeden Therapieansatz wurde eine Gruppe von 10 Mdusen gebildet. Je Therapieansatz wurde eine Kontrollgruppe von 5 Tieren mit in Tumorzelllésung und eine
Gruppe von 5 Tieren mit in PBS getrdnkten Schwdmmen ohne Behandlung als Negativkontrollen erstellt. Nach 7 Tagen Tumorevolution wurden die Tiere, die Tumor-
knoten von mindestens 0,7—1 cm? gebildet hatten, behandelt.

Tabelle 2

Bei den Therapieansatzen verwendete Konzentrationen der pharmazeutischen
Produkte

Medikament Konzentration

Retinsaure (Vitamin A) 160 wg/kg/Tag

Betamethason 16.000 ng/kg/Tag

Vitamin A + Betamethason

A induzieren. Zudem konnten wir in
vivo zeigen, dass die Uberexpression
von TGF-f sowie IL-1a signifikant mit
der VEGF-A-Expression bei HNSCC-
Patienten korreliert [23, 25]. Daher ver-
muten wir, dass die Makrophageninfil-
tration ein wichtiger Kontrollpunkt bei
der Regulation der Angiogenese, Im-
munsuppression sowie peripherer Im-
muntoleranz iiber VEGF-A bei Tumor-
patienten ist. In der vorliegenden
Studie wurde nach Therapieansitzen
gesucht, welche die Makrophagenin-
filtration in den Tumor und deren
Aktivierung hemmen. Da die Studien
von Liss et al. in vitro zeigen, dass
Retinsdure (Vitamin A) die TGF-f1-
und MCP-1-Produktion in Tumorzellen
hemmt [17], haben wir im HNSCC-
Mausmodell den Einfluss von Retin-
sdure auf die Makrophageninfiltra-
tion, VEGF-A-Produktion, Gefif3dichte
sowie das Tumorwachstum analysiert.
Zudem wurde die Effizienz von
Vitamin A mit der von Betamethason,
dass ebenfalls die Makrophageninfil-
tration hemmt, verglichen.

160 wg Vitamin A + 16.000 ng Betamethason/kg/Tag

Methoden
Kulturmedien und Antikorper

Die in unserem Labor etablierten HN-
SCC-Linien PCI-1und PCI-13 wurden in
RPMI-1640-Medium mit 10% (v/v) fota-
lem Kilberserum, 2 mM Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin sowie 10% DMSO kulti-
viert. Das Kulturmedium wurde alle
4-5 Tage gewechselt.

Bei unseren immunhistologischen
Untersuchungen verwendeten wir fol-
gende Antikoérper: PECAM (CD31; H-30,
Santa Cruz), VEGF-A (C-1, Santa Cruz)
und CDé68 (T-16, Santa Cruz). Die Tiere
wurden mit folgenden pharmazeuti-
schen Produkten behandelt: Retinsdure
(Vitamin A; Sigma), Betamethason (La-
boratorio Chile S.A.), Cyclophosphamid
(Endoxan; Laboratorio Chile S.A.), Dia-
zepan (Laboratorio Chile S.A.), Atropin
(Laboratorio Chile S.A.) und Ketamin
(Laboratorio Chile S.A.).

Mause

Fiir die Tierexperimente wurden 25 g
schwere und 2 Monate alte Mausweib-
chen (Mus musculus) der Mauslinie AJ
verwendet. Sie wurden vom Institut fiir
Immunologie und Pharmakologie der
Medizinischen Fakultdt der Universidad
de Chile, Santiago de Chile, Chile ge-
stellt. Die Tiere wurden bei 25°C Raum-
temperatur in Gruppen von 10 Méu-
sen/Kifig gehalten. Sie erhielten Pellet
und Leitungswasser ad libitum.

Die ,principles of laboratory animal
care“ (NIH publication No. 86-23, revi-
sed 1985) wurden eingehalten.

Tumormodell

Sterile Polyethylenschwdmme (5x2 mm)
wurden mit PBS oder HNSCC-Zelll6-
sung (PCI-1 oder PCI-13) imprigniert.
AnschlieBend wurden die Schwimme in
immunsupprimierte Mduse subkutan
dorsal rechts nach Boyle u. Mangan [4]
eingepflanzt (Abb.1). Das Fassungsvolu-
men eines Schwammes betrdgt 10 ul
RPMI. Die kultivierten HNSCC-Zellen
wurden in RPMI gewaschen, zentrifu-
giert, gezdhlt und in 2 ml RPMI aufge-
fangen. Die autoklavierten Schwimme
wurden fiir 1 min in die Tumorzelllo-
sung gelegt und anschlieflend in die
Maus iiberfiihrt. Wir haben je Schwamm
450.000-1.500.000 Tumorzellen pro
10 pl RPMI verwendet. Die Zellanzahl
variierte mit der Wachstumsrate der
HNSCC-Zelllinien. Das Gewicht der
Miuse und das Tumorvolumen wurden
téglich bestimmt.
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Nach 1 Woche Tumorevolution und
Vorhandensein eines Tumorknotens
von mindestens 0,7-1 cm3 wurden die
Tiere mit Retinsdure (Vitamin A), Beta-
methason oder der Kombination Vita-
min A/Betamethason fiir 21 Tage i.p. be-
handelt. Nach 21 Tagen wurden die
Miuse anidsthesiert, und nach Entnah-
me von 1 ml Blut aus der Halsschlagader
durch zervikale Dislokation getotet. Die
Schwdmme wurden in 10%igem Forma-
lin fiir 24 h fixiert, in Paraffin eingebe-
tet und immunhistologisch auf die Ex-
pression von CDé68 (1:50), VEGF-A
(1:100) und PECAM1 (CD31; 1:50) unter-
sucht. Dann erfolgte die Entnahme der
Organe, die hdufig von Metastasen be-
fallen werden (Lunge, Leber, Herz und
Nieren) und deren Untersuchung nach
Makrometastasen mit der Lupe. An-
schlieBend wurden Himatoxylin-
Eosin-Schnitte fiir die Analyse von
Mikrometastasen mithilfe der Lichtmi-
kroskopie angefertigt.
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Abb. 2 < Makropha-
geninfiltration im
Schwamm a bei mit
Retinsaure (Vita-
min A) behandelten
Mausen, b bei Kon-
trolimausen. Die
Schnitte wurden auf
die Expression des
Makrophagen-Zello-
berflachenmarker
CD68 immunhistolo-
gisch untersucht. Die
immunhistologischen
Untersuchungen der
Schnittpraparate er-
folgte mit der Avidin-
Biotin-Methode unter
Verwendung von al-
kalischer Phosphata-
se als Markerenzym
und Fuchsin als Chro-
mogen.Vergr.400:1

Andsthesie der Mduse

Die Anisthesie erfolgte mit Diazepam
(10 mg/kg) i.p. Fiinf Minuten nach der In-
duktion wurden die Méduse mit Atropin
(0,1 mg/kg) und Ketamin (100 mg/kg) i.p.
andsthesiert. Die pharmazeutischen Pro-
dukte wurden mit 1-ml-Spritzen in 0,1 ml
Endl6sung (PBS) verabreicht.

Immunsuppression der Mause

Den anidsthesierten Tieren wurde die
Milz entnommen (Splenektomie). Am
Tag nach der Splenektomie wurden die
M4use fiir 5 Tage mit Cyclophosphamid
(100 mg/kg) i.p. behandelt. Nach 5 Ta-
gen Immunsuppression wurden die
Schwidmme eingepflanzt.

Experimentelle Gruppen
und Therapieansatze

Fiir die Versuche wurden 60 Mausweib-
chen (Mus musculus) der Mauslinie AJ
verwendet. Fiir jeden Therapieansatz
wurde eine Gruppe von 10 Mdusen ge-
bildet. Diese Gruppe bestand aus jeweils
einer Kontrollgruppe von 5 Tieren mit in
Tumorzellldsung getrankten Schwim-
men und einer Gruppe von 5 Tieren (Ne-
gativkontrollen) mit in PBS getrankten
Schwiammen ohne Behandlung.

Nach 7 Tagen Tumorevolution wur-
den die Tiere, die Tumorknoten von min-
destens 0,7-1 cm? gebildet hatten, mit
Retinsdure (Vitamin A, 160 pg/kg/Tag),
Betamethason (16.000 ng/kg/Tag) oder
der Kombination Betamethason/Vita-
min A i.p. fiir 21 Tage behandelt. Méuse,
die keine eindeutigen Tumorknoten von
0,7-1 cm? gebildet hatten, wurden aus
der Gruppe ausgeschlossen. Bei diesen
Tieren wurde das Experiment zu einem
spéteren Zeitpunkt wiederholt.

Die experimentellen Gruppen so-
wie die verwendeten Konzentrationen
der pharmazeutischen Produkte sind in
Tabelle 1 und 2 zusammengefasst.

Bestimmung des Tumorwachstums
und des Tumorvolumens (cm3)

Die Hohe und Breite des Tumors wur-
den 7 Tage nach der Ubertragung tiglich
in Millimetern ausgemessen. Die Be-
stimmung des Tumorvolumens (cm?)
erfolgte nach der Standardformel fiir so-
lide Tumore von O’Reilly et al. [21]

Volumen = (Breite)? x (Hohe)? x 0,52

Auswertung der in Paraffin
eingebetteten Schwimme

Die Auswertung der Expression von
CD68, VEGF-A und PECAM1 in 60 Po-
lyethylenschwimmen erfolgte semi-
quantitativ in der nachfolgend beschrie-
benen Weise. Von jedem Schwamm wur-
den 6 aufeinander folgende Paraffin-
schnitte (4-6 pm dick) angefertigt. Jeder
Schwamm wurde zwecks Auswertung in
2 Zonen aufgeteilt: Der Schwamm
(Zone 1) und das angrenzende Gewebe
(Zone 2). Der Flicheninhalt der Zihlfel-
der war abhingig von der verwendeten
Objektivvergroflerung.

In der Regel wurde bei einer 400fa-
chen Vergrof3erung im Mikroskop (,,high



Abb. 4 A Positive Endothelzellen fiir CD31 (PECAM) im Schwamm bei mit
Retinsdure (Vitamin A) behandelten Mausen. Die Schnitte wurden auf die
Expression des Endothelzellenmarkers CD31 (PECAM) immunhistologisch
untersucht. Die immunhistologischen Untersuchungen der Schnittprapara-
te erfolgte mit der Avidin-Biotin-Methode unter Verwendung von alkali-
scher Phosphatase als Markerenzym und Fuchsin als Chromogen. Vergr.
400:1

Abb. 3 @ VEGF-A-
Expression im
Schwamm a bei mit
Retinsaure (Vita-

min A) behandelten
Mausen, b bei Kon-
troliméduse. Die
Schnitte wurden auf
die Expression von
VEGF-A immunbhisto-
logisch untersucht.
Die immunbhistologi-
schen Untersuchun-
gen der Schnittprapa-
rate erfolgte mit der
Avidin-Biotin-Metho-
de unter Verwendung
von alkalischer Phos-
phatase als Markeren-
zym und Fuchsin als
Chromogen. Vergr.
400:1

power field, HPF) ausgezihlt. Bei dieser
Vergroflerung war die Identifizierung
der zu zahlenden Zellen optimal. Es wur-
den nur Zellen gewertet, die neben der
immunhistologischen Anfirbung auch
deutlich durch ihren Zellkern zu identi-
fizieren waren. Bewertet wurden im Mit-
tel 20 HPF pro Zone. In die Bewertung
der Zellmarker- und VEGF-A-Expressi-
on ging sowohl der Anteil der immunhis-
tologisch positiv markierten Zellen als
auch die Intensitdt der Markierung ein.
Die Farbintensitdt der Makrophagen,
Endothelzellen sowie Tumorzellen wur-
de mit der Farbintensitdt der Zellen in
den Schwiammen der Negativkontrollen
verglichen und bewertet.

Die lichtmikroskopische Auswer-
tung der immunhistologisch gefirbten
Priparate erfolgte mit einem Lichtmi-
kroskop der Firma Leica. Die fotographi-
sche Dokumentation wurde an einem
DM/RBE-Mikroskop mit Wild-MPS-
32/48-Fotoeinrichtung durchgefiihrt.

ELISA

Im Blut wurden VEGF-A und MCP-1 mit
ELISA-Kit nach Angaben der Hersteller
(R&D Systems und Pharmingen) be-
stimmt. Die Ergebnisse wurden in einem
Microplate Reader bei 450 nm Wellen-
linge und 540 nm Referenzlédnge in 4 s
gelesen (Modell 550, BioRad, Miinchen).

Immunhistologische Auswertung

Die Auswertung der CD68-, VEGF-A-
und CD31-Expression in 60 Paraffin-
schnitten der Polyethylenschwdmme
wurde semiquantitativ in der bereits be-
schriebenen Weise durchgefiihrt. Die Far-
bintensitdt der Makrophagen, Endothel-
zellen und Tumorzellen wurde mit der
Farbintensitdt der Zellen in den mit PBS
getrankten sowie in den mit HNSCC-
Zellen getrankten, nichtbehandelten
Schwidmmen verglichen und bewertet.
Die lichtmikroskopische Auswertung
der immunhistologisch geférbten Prapa-
raten erfolgte mit einem Lichtmikroskop
der Firma Leica. Die fotografische Doku-
mentation wurde an einem DM/RBE-
Mikroskop mit Wild-MPS-32/48- und Lei-
ca-IM5o0-Fotoeinrichtung durchgefiihrt.

Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgten
mit dem Programmpaket SPSS fiir Win-
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Tabelle 3
Tumorevolution, Tumorprogression, GefaBdichte, Makrophageninfiltration und Zytokinexpression bei Kontrollen und
behandelten Tieren

Tumorvolumen Metastasen Tod VEGF-A D31 (D68 VEGF-A MCP-1
[%] [%] [%] [pg/ml] [pg/ml]

Kontrolle 100 30 0 P:+++ P:++ P:++ 20 24,4
(18,25x16,4 mm3) S 444+ Si+++ Si++

Vitamin A 0 0 1] P:0 P:+ P:0 0 0

S:0 S:+ S:0

Betamethason 30 0 0 P:0 P:0 P:0 n.d. n.d.
(5,2x4,5 mm?) S:0 S:0 S:0

Betamethason + Vitamin A 35 0 0 P:0 P:+ P:0 n.d. n.d.
(5,7x4,85 mm?) S:0 S:+ S:0

P Peripherie, S Schwamm, n.d. not done.

Nach 7 Tagen Tumorevolution wurden Méuse mit Tumorknoten von mindestens 0,7—1cm? mit Retinsdure (Vitamin A) (160 ug/kg/Tag), Betamethason
(16.000 ng/kg/Tag) oder der Kombination Betamethason + Vitamin A i.p. fiir 21 Tage behandelt. Nach 21 Tagen wurde die VEGF-A- und MCP-1-Expression mit ELISA
im Blut bestimmt und die entnommenen Schwimme immunhistologisch auf die Expression von CD68, CD31 und VEGF-A untersucht. Zudem wurden die Organe

nach Makro- und Mikrometastasen untersucht.

dows, Version 7.0. Statistische Gruppen-
vergleiche wurden mit einem Wilcoxon-
Test fiir unverbundene Stichproben
durchgefiihrt [1]. Bei den Analysen, bei
denen die Expression der Wachstumsfak-
toren mit Merkmalen der Immun- und
Stromazellen sowie dem Tumorprogress
und Tumorvolumen in Zusammenhang
gebracht wurde, basierte die Angabe des
p-Wertes auf dem Spearman-Test.

Ergebnisse

Blockierung der Makrophagen-
infil-tration in den Tumor durch
Retinsdure (Vitamin A) und Steroide
(Betamethason)

Es wurden Therapieansétze untersucht,
welche die Regelkreise fiir angiogeneti-
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Abb. 5 <@ Tumorevo-
lution der Kontrollen
und behandelten
Mause nach 21 Tagen
Therapie. A Kontroll-
maus mit HNSCC
(PCI-1) ohne Thera-
pie, B Kontrollmaus
mit HNSCC (PCI-13)
ohne Therapie, C mit

Vitamin A behandelte
Maus, E mit Retinsau-
re (Vitamin A) behan-
delte Maus

sche und immunsupprimierende Fakto-
ren direkt im Tumor unterbrechen, ohne
die Funktion und Regelkreise gesunder
Zellen zu beeinflussen. Bei allen mit Re-
tinsdure behandelten Tieren konnte die
Makrophageninfiltration in den Tumor
blockiert werden. Die Tumorschwidmme
waren negativ fiir den Makrophagen-
marker CD68 sowie fiir VEGF-A und
zeigten eine geringe Gefdfidichte
(ADb. 2a, 3a und 4) im Gegensatz zu den
Kontrollen, bei denen die Tumoren eine
massive Makrophageninfiltration, hohe
VEGF-A-Werte und eine hohe Gefif3-
dichte zeigten (p=0,007; Abb. 2b und
3b). Zudem kam es bei allen mit Retin-
sdure behandelten Tiere zur vollstindi-
gen Tumorregression (Abb. 5); die Méu-
se wiesen keinen Metastasenbefall auf
(p=0,00). Méuse der Kontrollgruppe da-

gegen entwickelten Tumoren von
18x16 mm?3 Durchmesser und zeigten
Metastasenbefall in Leber, Herz und
Lunge (Tabelle 3). Auflerdem regulierten
die mit Vitamin A behandelten Tiere die
MCP-1- und VEGF-A-Serumwerte im
Vergleich zu den Kontrollen signifikant
herunter (p=0,001; Tabelle 3, Abb. 6a,b).
Keines der behandelten Tiere verstarb

Betamethason be- vor Abschluss der Therapie.
handelte Maus, D mit Die Schwimme der mit Betametha-
Betamethason +

son behandelten Tiere wurden nicht von
Makrophagen infiltriert und waren frei
von Gefiflen (Tabelle 3). Bei den mit Be-
tamethason behandelten Tieren konnte
das Tumorwachstum in der ersten Be-
handlungswoche gehemmt werden
(p=0,00). Eine komplette Regression des
Tumors wurde aber mit Betamethason
nicht erzielt (Abb. 5). Die Tumoren er-
reichten 30% des Volumens der Kontrol-
len. In der zweiten Behandlungswoche
setzte der Tumor sein Wachstum wieder
fort und erreichte das Tumorvolumen
der unbehandelten Kontrollen. Der Me-
tastasenbefall der Organe war bei den
mit Betamethason behandelten Miusen
niedriger als bei den Kontrollen (Tabel-
le 3). Durch die Behandlung mit einer
Kombination aus Betamethason und Re-
tinsdure konnte keine Potenzierung der
Tumorregression und keine Suppressi-
on des Tumorprogresses induziert wer-
den. Keines der mit Betamethason oder
der Kombination Betamethason/Vita-
min A behandelten Tiere verstarb vor
Abschluss der Therapie.
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Abb. 6 A Expression von MCP-1 (a) und VEGF-A (b) im Plasma bei Kontrollen und Miusen nach
Therapie mit Vitamin A. Nach 7 Tagen Tumorevolution wurden Mause mit Tumorknoten von mindes-
tens 0,7-1 cm? mit Retinsiure (Vitamin A, 160 pg/kg/Tag) behandelt. Nach 21 Tagen wurde die
VEGF-A- und MCP-1-Expression im Blut mit dem ELISA bestimmt

Diskussion

Im Laufe eines Lebens bilden sich un-
zdhlige neoplastische Zellen, die aber
bei Menschen mit immunologischem
Gleichgewicht vom Immunsystem weit-

gehend erkannt und vernichtet werden
[9].Bei 95% der gesunden Erwachsenen
ist eine lebenslange, asymptomatische
Infektion mit dem Epstein-Barr- (EBV)
oder humanen Papillomavirus (HPV)
nachzuweisen [29]. Bei 60% der HN-

SCC-Patienten treten HPV16- oder
HPVi18-Infektionen auf [29]. Obwohl bei
HPV-Infektionen die Onkoproteine E6
und E7, welche die Zellproliferation und
maligne Zelltransformation regulieren,
schon frith nach der Antigeninvasion
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von den Zellen exprimiert werden, ent-
wickeln Menschen mit intaktem Im-
munsystem keine Tumoren. Da die
meisten malignen Tumoren sowie chro-
nische Virusinfekte bei Patienten mit
schwerer Immunsuppression diagnosti-
ziert werden [9, 29] wird angenommen,
dass es der Tumorzelle und dem Virus
bei erkrankten Menschen gelingt, die
Immunhomdostase des Wirtes iiber
noch unbekannte Mechanismen zu un-
terbrechen. Dies ist die Grundvorausset-
zung fiir eine erfolgreiche Tumorentste-
hung. Wir konnten in bisherigen Studien
zeigen, dass in HNSCC autokrine Regel-
kreise fiir den angiogenetischen sowie
immunsupprimierenden Wachstums-
faktor VEGF-A existieren, der signifi-
kant mit der Gefdfldichte, dem Lymph-
knotenstatus, der Makrophagendichte
sowie unreifen dendritischen Zellen
korreliert [23,26]. Dariiber hinaus ist es
uns gelungen, zum ersten Mal bei HN-
SCC-Patienten  T-Regulationszellen
nachweisen und in vitro zu zeigen, dass
mit VEGF-A behandelte unreife DC in T-
Lymphozyten eine Toleranz gegeniiber
T-Zellen induzieren [23, 25, 26]. Dem-
nach konnte die Blockade von VEGF
aufgrund seiner immunmodulierenden
und angiogenetischen Eigenschaften ein
geeigneter Therapieansatz sein, um die
zwei wichtigsten Uberlebensstrategien
des Tumors, die Angiogenese und Im-
munmodulation des Wirtes, zu hem-
men. In den meisten bisherigen Arbei-
ten, die neue Therapieansitze bei malig-
nen Tumoren untersuchen, wird ver-
sucht, VEGF-A oder seine Rezeptoren in
vitro sowie in vivo zu blockieren. Die
bisher erzielten Ergebnisse der Anti-
VEGF-Therapien sind jedoch gering
[14]. Auch wir konnten in HNSCC-tra-
genden Méusen mit monoklonalen An-
tikorpern gegen VEGF-A das Tumor-
wachstum und den Tumorprogress re-
duzieren, aber nicht hemmen [23]. Seit
fiinf Jahren wird die Tumorangiogenese
und das Tumorwachstum von menschli-
chen Tumorzellen mittels dem in Mate-
rialien und Methoden beschriebenen
Schwammmodell in immunsupprimier-
ten Midusen erfolgreich eingesetzt [20].
Maligne humane Tumortransplantate
werden von immunsupprimierten Miu-
sen angenommen, ohne wichtige Eigen-
schaften des Tumors wie die Histologie,
Zytokin- Expression, Karyotyp und Sen-
sibilitdt gegeniiber Medikamenten zu
verandern [2,28].Da das humane VEGF-
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Protein in seiner Aminosidurefrequenz
dem Maus-VEGF in mehr als 98%
gleicht [6, 27], ist es moglich, den Ein-
fluss von humanem VEGE das von in die
Maus transferierten Tumorzellen pro-
duziert wird, auf Endothelzellen und
Immunzellen der Maus zu analysieren.
Eine der Ursachen fiir die Misserfolge
der VEGF-blockierenden Therapiean-
sitze ist sicher, dass VEGF ein sehr kom-
plexes Glykoprotein mit zahlreichen Iso-
formen, proteolytischen Unterformen
und Rezeptoren ist [7], welches iiber un-
zéhlige Mechanismen in Tumorzellen
und Stromazellen induziert wird [5,17].
Zudem ist bisher wenig tiber die Akti-
onsmechanismen, Induktion und biolo-
gischen Eigenschaften der einzelnen
VEGF-Isoformen sowie ihrer Rezepto-
ren bei der Angiogenese und Immun-
modulation bekannt. Deshalb miissen
neue Therapieansitze gefunden werden,
die den Regelkreis fiir VEGF im Tumor
direkt unterbrechen, um die Expression
von allen existierenden VEGF-Isofor-
men gleichzeitig zu unterbinden.

Unsere bisherigen Studien sowie die
Arbeiten von Liss et al. lassen vermuten,
dass die Makrophageninfiltration nicht
die erste defensive Barriere bei Tumorpa-
tienten bildet, sondern den Tumor iiber
die Induktion von VEGF im Stroma und
den Tumorzellen aktiv unterstiitzt. Des-
halb haben wir in der vorliegenden Stu-
die versucht, die Makrophageninfiltration
in den Tumor zu blockieren. In Vorarbei-
ten war es gelungen, sie im Mausmodell
mit Betamethason zu reduzieren [24]. Die
immunsupprimierenden Nebeneffekte
der Steroide ermdglichten allerdings kei-
ne erfolgreiche Langzeittherapie. Deshalb
wurden humane HNSCC-tragende Méuse
mit Retinsdure (Vitamin A) behandelt. Bei
all diesen Tieren kam es zur vollstindigen
Tumorregression und keiner Metastasie-
rung. Die Makrophageninfiltration sowie
die lokale und periphere VEGF-A- und
MCP-1-Expression waren im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen signifikant
reduziert.

Schlussfolgerung

Diese Ergebnisse unterstiitzen unsere Hy-
pothese, dass die VEGF-Produktion iiber
Interaktionen Tumorzelle-Makrophag in
Tumorpatienten autokrin reguliert wird.
Demnach ist die Makrophageninfiltrati-
on ein,,Schliisselfaktor fiir die Regulati-
on der iiber VEGF-A induzierten Angio-

genese, Immunsuppression sowie peri-
pheren Immuntoleranz bei HNSCC-Pati-
enten. Auch dass die meisten Antigene in
Abwesenheit von entziindlichen Prozes-
sen und somit Makrophageninfiltration
und VEGF-Produktion dem Wirt inoffen-
siv bleiben, ist ein weiterer Hinweis da-
rauf, das die von aktivierten Makropha-
gen induzierten Wachstumsfaktoren und
Zytokine eine wichtige Rolle bei der Im-
munsuppression des Immunsystems so-
wie der Induktion peripherer Immunto-
leranz spielen [19]. Demnach sind Thera-
pieansitze, welche die Migration der Ma-
krophagen in den Tumor hemmen, die
Grundvoraussetzung fiir eine erfolgrei-
che Tumortherapie.
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