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Veranderung der Tumormikroumgebung

(TME) im Rahmen einer Hyperthermie

Einleitung

Im Jahre 2018 gab es den Nobelpreis fir Medizin
und Physiologie fir die Entdeckung immunolo-
gisch orientierter Methoden in der Tumortherapie.
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICls) haben pharma-
kologisch eine neue Ara in der Tumortherapie
eingeleitet. Leider ist es so, dass nicht alle Tumor-
patienten von der Therapie mit Immuncheckpoint-
Inhibitoren (ICls) profitieren, welches auch flr
andere Ziel gerichtete Therapieformen gilt. Ein
wesentlicher Grund hierfir ist bei vielen Tumoren
die fur das Immunsystem feindliche Tumormik-
roumgebung (tumor microenvironment = TME].
Bereits Rudolf Virchow erkannte, dass ,Entzln-
dungszellen in Tumorgeweben reichlich vorhan-
den sind”. Die Tumormikroumgebung besteht aus
Immun- und Entziindungszellen, Stromazellen mit
desmoplastischen Reaktionen, alterierten Blut-
und LymphgefaRen, Zytokinen, sezernierten Pro-
teinen, RNAs und kleinen Organellen und machen
ca. 50 % des Tumorgewebes aus [1]. Heute wis-
sen wir, dass durch Signaltransduktionskaskaden
und interzellulére Interaktionen die TME durch den
Tumor selbst moduliert und die Interaktion zwi-
schen Tumor und Immunzellen aktiv beeinflusst
wird [2]. Zudem schafft es der Tumor durch Aktivie-
rung bestimmter Stoffwechselwege peritumoral
ein saures Milieu durch eine vermehrte Produk-
tion von Laktat und eine hypoxische Umgebung
zu generieren, welche das Immunsystem lahmt.
Mit Blick auf den Immunstatus kénnen Tumore als
Jkalt” und ,heiR" klassifiziert werden. ,Kalte” Tumo-
ren weisen eine geringere T-Zell-Infiltration, PD-
L1-Expression und Anreicherung immunsuppressi-
ver Zellen auf. Dies geht einher mit einer geringen
Ansprechrate auf verschiedene Therapieformen,
so auch auf eine Immuntherapie durch z.B.
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICls) [3]. Eine Anti-
Angiogenese-Behandlung, Strahlentherapie oder
Chemotherapie erhoht die Behandlungswirksam-
keit von ICls, indem sie den Immunstatus des TME
durch Exposition von tumorspezifischen Antige-
nen, Normalisierung des Endothels, Rektrutierung
von Immunzellen usw. transformiert [4—6]. Dies
gilt gleichwohl fur die Hyperthermiebehandlung,
welche bekannter Weise ebenfalls den Immunsta-
tus des TME modulieren und das Immunsystem
beeinflussen kann [7]. Die immunmodulatorischen

Effekte machen die Hyperthermie nicht nur zu
einer Behandlung, die in der Lage ist, das kérperei-
gene Immunsystem in die Lage zu versetzen, sich
gegen Krebs verteidigen zu kénnen. Hyperthermie
ist darliber hinaus auch eine zuverlassige Behand-
lungsmethode, die eine Typ-l-dhnliche Tumormi-
kroumgebung (Uberexpression von PD-L1 und
Anreicherung von tumorinfiltrierenden Lymphozy-
ten) genieren kann. Im Folgenden soll eine Gruppe
von immunbezogenen Faktoren zusammengefasst
werden, die durch Hyperthermie induzierbar sind
und die komplementare Wirkung der Hyperther-
mie auf die Immunogenitat und Immunreaktivitat
in der Tumormikroumgebung dargestellt werden.
Dies ohne Anspruch auf Vollstandigkeit, da viele
Mechanismen noch nicht ganzlich verstanden sind
und wir wahrscheinlich diese in Zukunft auch nicht
in Ganze verstehen werden konnen. Aber der Weg
ist das Ziel.

Hyperthermie ist nicht gleich Hyperthermie
Hyperthermie ist eine Methode, um Krebszellen abzu-
téten oder ihr Wachstum zu behindern, indem die
Gewebetemperatur mit einer externen oder intern
platzierten Warmequelle fir einen bestimmten Zeit-
raum erhoht wird. Dies kann auch durch die intrave-
nése Gabe von Bakterienkonjugaten alleine, oder in
Kombination mit einer Misteltherapie. Frihe Studien
fanden heraus, dass Fieber mit einer spontanen
Tumorregression korrelierte. Bereits Hippokrates, der
Vater der modernen Medizin, sagte: ,Diejenigen, die
nicht durch eine Operation geheilt werden kdénnen,
konnen durch Hitze geheilt werden. Diejenigen, die
nicht durch Hitze geheilt werden kénnen, sind in der
Tat unheilbar.” Dies beruhte auf Erfahrungswerten.
Bahnbrechende Studien von WB Coley zeigten, dass
Fieber zu einer spontanen Tumorregression fiihren
kann, woraufhin er ein Serum aus Bakterien zur Fie-
berinduktion entwickelte. Seit dem letzten Jahrhun-
dert wird Hyperthermie haufig bei Patienten mit loko-
regionaren und fortgeschrittenen Krebserkrankungen
eingesetzt. Auch die Kombination von Hyperthermie
und Radio-/Chemotherapie hat sich in zahlreichen
klinischen Studien als wirksam flr die Tumorkont-
rolle erwiesen. Hyperthermie kann je nach Zielorgan
als lokale (Mikrowelle, Radiowelle oder Ultraschall),
regionale (hypertherme intraperitoneale Chemothe-
rapie) und Ganzkérperhyperthermie (extern, intern)
klassifiziert werden. Basierend auf Temperaturberei-
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Abb. 1 ,Iss mich Signale" sind wesentliche Charakteristika fiir eine effektive Tumorkontrolle durch das zellulire Imnmunstem. Viele Tumore sind in der

Lage ,Friss mich nicht" Signale zu generieren und entziehen sich so der Phagozytose oder der Efferozytose nach Apoptose. Hierdurch kann eine

regelrechte Aktivierung des zelluliren Immunsystems durch dendritische Zellen oder Makrophagen nicht mehr erfolgen [modfiziert nach: (21) und Doran

AC, Yurdagul A Jr, Tabas I. Efferocytosis in health and disease. Nat Rev Immunol. 2020 Apr;20(4):254—267].

chen kann die Hyperthermie als Temperaturhyperther-
mie im moderaten Fieberbereich (39-40°C), leichte
Temperaturhyperthermie (Hitzeschocktemperatur,
41-43 °C) und Thermoablation (zytotoxische Tempe-
ratur, >43 °C) eingestuft werden. Die Hyperthermie
mit magnetischen Nanopartikeln, die Kryo-Thermo-
therapie und die Photothermie sind neu entwickelte
Behandlungsmethoden, die ebenfalls zur Kategorie
der Hyperthermie gehdren, aber noch nicht generell
verfligbar sind und das Therapiespektrum in Zukunft
erweitern kdnnten.

Hyperthermie und allgemeine Auswirkun-
gen auf das Immunsystem

Das T-Zell-basierte Immunsystem reagiert haufig auf
sogenannte Neoantigene, die als Folge einer akku-
mulierten DNA-Schéadigung entstehen. Diese Sché-
digung wird auch als Tumormutationslast bezeich-
net [9, 10l Hyperthermie induziert direkt und indirekt
DNA-Schéden und beeinflusst verschiedene DNA-
Reparaturkaskaden dahingehend, dass Mutationen
im Tumorgenom zur Produktion von Neoantigenen
beitragen [11]. Hyperthermie schafft so eine Blockade
von Reparaturmechanismen, die es der Tumorzelle
erschweren, sich weiter zu teilen. Darlber hinaus
kann Hyperthermie die DNA-Schadigung in Tumor-
stammzellen, die gegen die meisten klassischen
Behandlungsschemata resistent sind und die Rezi-
divhaufigkeit signifikant erhohen, fordern [12] Die
verstarkte Akkumulation irreversibler zellularer DNA-
Schaden unterstitzt den Einsatz von Hyperthermie
insbesondere als Erganzung zur Behandlung mit

Chemotherapie oder Bestrahlung [73]. Fir die poten-
tielle Initiierung einer Immunitat 16st jedoch nur ein
immunogenes Merkmal, das durch den immunoge-
nen Zelltod (ICD) definiert ist, eine Immunantwort aus.
Der immunogene Zelltod ist gebunden an die gleich-
zeitige Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS,
Typ 1) und der Aktivierung von endoplasmatischem
Retikulum Stress (ER-Stress, Typ Il) [14, 15]. Hier spie-
len sogenannte ,Eat me"-Signale eine wesentliche
Rolle [16-18] Leider exprimieren Tumore haufig ,do
not eat me” Signale an Ihrer Oberflache, welche eine
effektive Phagozytose und somit den immunogenen
Zelltod hemmen (Abb. 1). Hier scheint vor allem die
Interaktion zwischen CD47 und SIRPa eine wesent-
liche Rolle zu spielen. Der immunogene Zelltod hat
sich als wichtiger Trigger fur die Generierung einer
tumorfeindlichen TME herausgestellt, da er die ver-
schiedenen funktionellen, immunologisch aktiven
Zellinfiltrate und Zytokine bereitstellt, die die Tumor-
zelldestruktion unterstltzen [75, 19 Obwohl haufig
kontrovers diskutiert, scheint die Hyperthermie eine
Art ICD-Induktor zu sein. Je nach Temperatur indu-
ziert Hyperthermie einen apoptotischen (41-43 °C)
oder einen nekrotischen Zelltod (> 43°C, Bereich der
Thermoablation) 20l Uber den Einfluss der Hyper-
thermie auf weitere, Zell destruierende komplexe
Mechanismen wie Ferroptose, Pyroptose, Effero-
cytose oder Mikro-/Makropinozytose ist aktuell das
Wissen noch nicht gereift, kdnnten aber in Zukunft fur
wesentliche Impulse in der Forschung und Therapie
sorgen [21]. Die durch thermische Ablation induzierte
Nekrose ist ein pathologischer Zelltod, der eine immu-
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nogene Entziindungsreaktion hervorrufen kann [22].
Im Gegensatz zur Thermoablation kann die Hyperther-
mie im Fieberbereich nur die Fluiditdt und Stabilitat
der Zellmembran beeinflussen, die Zellmorphologie
verandern und den intrazelluldren Natrium-Kalzium-
Spiegel beeinflussen [23] Bei dieser Temperatur
kénnen jedoch die fir eine immunogene Zellantwort
bendtigten Grundlagen geschaffen werden, da Hit-
zeschockreaktion und die ER-Belastung gleichzeitig
auftreten. Es wurde postuliert, dass HSPs, die durch
Hitzeschockreaktionen induziert werden, entweder
die Aktivierung verringern oder den ER-Stress lindern,
indem sie ein negatives Rlckkopplungssystem der
ungefalteten Proteinantwort (UPR) aktivieren, um eine
Ubermélige Aktivierung zu vermeiden und Tumorzel-
len sowohl vor Caspase-abhéngiger als auch vor Cas-
pase-unabhangiger Apoptose zu schitzen, die durch
oxidativen Stress ausgeldst wird [24] Wéhrend die
Temperatur zwischen dem ,Fieberbereich” und dem
.Thermoablationsbereich” bei 41-43 °C ansteigt, star-
ben Tumorzellen Uberwiegend durch Apoptose. Neu-
ere Studien deuten darauf hin, dass bestimmte Arten
von Behandlungen, die die Apoptose von Tumorzellen
induzieren, auch DAMPs freisetzen und ICD induzie-
ren kdnnen. Schadensassoziierte molekulare Muster
(Damage-associated molecular patterns, DAMPs)
sind Molekile in Zellen, die Bestandteil der ange-
borenen Immunantwort sind und von geschédigten
oder absterbenden Zellen freigesetzt werden. Krebs-
zellen, die dem immunogenen Zelltod (ICD) erliegen,
exprimieren in der Regel Calreticulin (CRT) auf ihrer
Oberflache, was die Aufnahme von Zelldebris durch
professionelle Phagozyten fordert und letztlich die
Initiilerung der Krebsimmunitét unterstitzt. CRT-Muta-
tionen mit Funktionsverlust fordern also die Onkoge-
nese nicht nur, weil sie die zellulare Homodostase in
gesunden Zellen beeintrachtigen, sondern auch, weil
sie die natirliche und therapiebedingte Immuntber-
wachung gefédhrden. Weitere wesentliche Faktoren
fur den immunogenen Zelltod ist die Freisetzung von
High Mobility Group Box 1 (HMGB1) und die Sekre-
tion von Adenosintriphosphat (ATP), auf die in diesem
Beitrag nicht naher eingegangen werden soll [26].
HMGB1, oder Amphoterin, ist ein Protein, das unter
Stress und von abgestorbenen Zellen freigesetzt wird
und als korpereigener Alarmstoff, also als DAMP
dient. Es ist normalerweise im Zellkern gelegen, kann
aber unter oben genannten Bedingungen in das Zyto-
plasma wandern und Uber Vesikel auch nach extra-
zellulér sezerniert werden. Tatséachlich erhohte die
Hitzeschockkonditionierung von Krebszellen ihre CRT-
Plasmamembrantranslokation und induzierte die Frei-
setzung des HMGB1-Proteins. Darliber hinaus waren
sowohl die CRT, als auch die HMGB1-Mobilisierung,
mit einer verstarkten Antigen-Kreuzprasentation und
einer Antigen-Antigen-Zellreifung nach Hyperthermie

im milden Temperaturbereich von 41-43°C assoziiert
27, 28]. Unter Berlcksichtigung der ICD-assoziierten
biologischen Ereignisse von ER-Stress, ROS und
Apoptose und der damit einhergehenden erzeugten
DAMPs kann die Hyperthermie als ICD-Induktor ange-
sehen werden und somit eine vom Tumor induzierte,
seinem Wachstum férderliche, in eine tumorfeindli-
che Mikroumgebung umwandeln [26, 29].

Hyperthermie und Hitzeschockproteine
Hitzeschock-Proteine (HSPs) sind eine Gruppe von
hochkonservierten Chaperonproteinen, die in einer
Vielzahl von Tumorzellen synthetisiert werden. Chape-
rone sind somit Proteine, die in Zellen fir die korrekte
Faltung anderer komplexer Proteine sorgen. Zu diesen
zahlen unter anderem HSP70, HSP60, HSP90. Erhohte
HSPs sind bei den meisten Krebsarten in der Regel
mit einer schlechten Prognose verbunden. Die tber-
exprimierten HSPs nach Hyperthermie sind jedoch
auch mit einer verstarkten Immunantwort verbunden.
In Ubereinstimmung mit dem Zusammenhang zwi-
schen biologischen Ereignissen und Temperatur wer-
den HSPs bei ca. 41 °C freigesetzt und erreichen bei
43 °C ein Maximum [30]. Lin et al. fanden heraus, dass
die maximale extrazelluldare HSP-Synthese bei 43 °C
lag, ebenso wie der maximale modulatorische Effekt
fur die Tumorregression und die verringerte Metas-
tasierungsrate. Wenn die Temperatur weiter erhoht
wurde, nahm die HSP-Synthese ab, und die immun-
modulatorische Wirkung der Hyperthermie wurde
herunterreguliert [37].

Hyperthermie und Antigen-Prasentation/
Priming

Es ist seit Jahren bekannt, dass milder thermischer
Stress die Aktivitdten dendritischer Zellen (DCs)
zur Kontrolle von Infektionen und Tumorwachstum
reguliert [32. 33] Die Aktivierung von APCs beein-
flusst direkt die tumorspezifischen T-Zell-Antworten.
Hyperthermie reguliert hauptsachlich ,Phagozytose-
Checkpoints”, indem sie die immunogenen ,Eat me"-
Signale verstarkt und ,Iss mich nicht"-Signale unter-
drickt [34]. Darlber hinaus kann die Hyperthermie
auch tolerogene (immunsuppresive) ,,Eat me"-Signale
hemmen, indem sie unreife APCs und/oder APCs
mit immunsuppressiven Phanotypen (M2-Makropha-
gen, N2-Neutrophile, myeloische Suppressorzellen)
in einen relativ reifen Typ umwandelt [35, 36]. Diese
Transformationen umfassen die Infiltration aktivier-
ter Monozyten in die Tumormikroumgebung [37], die
Induktion unreifer DCs zur Differenzierung in reife
DCs [38], die Forderung der Makrophagenpolarisation
zum M1-Typ, der proinflammatorische Wirkungen aus-
Ubt, und die Foérderung der Freisetzung von Entzin-
dungsmediatoren [39, 40]. Studien deuten darauf hin,
dass das bloRe Erhitzen von Tumorzellen unreife DCs
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in einen aktivierten Status Uberflihrt, indem sie die
metabolische Reprogrammierung in ihnen fordert (42,
43] Die Autoren postulierten, dass Hyperthermie die
Expression des insulindhnlichen Wachstumsfaktor-
bindenden Proteins 6 (IGFBP-6) und HSP70 erhoht.
Konsekutiv wird hierdurch die Glykolyse gesteigert,
die Aktivitdt der mitochondrialen Atmungskette und
die daraus resultierende oxidative Phosphorylierung
(OxPhos) verringert und des Weiteren die Produktion
von NO und ROS stimuliert.

nicht ausreichend aktivieren kann. Nur wenn sowohl
Tumorzellen als auch unreife DCs sequentiell mit
Hyperthermie behandelt werden, kénnen die unrei-
fen DCs effektiv aktiviert werden. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die Reifung von DCs nicht nur
von Gefahrensignalen durch HSPs abhangt, sondern
auch von der Hyperthermie selbst und hat zur den-
dritischen Zelltherapie geflhrt [47] In zwei weiteren
Studien konnte gezeigt werden, dass die Hyperther-
mie im Fieberbereich DCs von einem Ruhezustand
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Abb. 2 Tumormikroumgebung und Immunabwehr: Im Tumorstroma koexistieren Entziindungszellen welche je nach
Umgebungsbedingungen entweder eine tumorzellhemmende Funktion haben, oder Promoter des Tumorwachstums

sein kénnen. Hier spielen Zytokine, Chemokine aber auch der Tumor selbst eine wesentliche Rolle. Viele Tumore

generieren eine Tumormikroumgebung welche feindlich fiir das Immunsystem ist [modifiizert nach: Cell Research
(2020) 30:562-563 https://doi.org/10.1038/s41422 - 020-0326-5].
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Hyperthermie korrigiert eine dysfunktio-
nale CD4-T-Zell-immunantwort

CD4-T-Zellen weisen einen hohen Grad an Plastizitat
auf, um sich als Reaktion auf unterschiedliche Tumor-
umgebungen in Th1-, Th2-, Th17- und regulatorische
T-Zellen (Tregs) zu differenzieren [44, 54]. Th1-Zellen
Uben zusammen mit ihren erzeugten Chemokinen
eine ausgepragte Anti-Tumor-Aktivitdt aus, indem
sie die Bildung neuer Blutgefalie blockieren und die
Rekrutierung tumortétender Immunzellen foérdern.
Intratumorale FoxP3 positive Tregs behindern eine
wirksame Immunantwort gegen Krebs. Im Gegen-
satz zur Funktion von Tregs kénnen Th17-Zellen pro-
minente Kandidaten fir die adoptive T-Zelltherapie
sein [46—48]. Die funktionelle systemische CD4-T-Zell-
Immunitat ist essentiell fir das Priming von zytoto-
xischen T-Lymphozyten (CTL) sowie die Entwicklung
von Gedachtnis-CTL /49, 50/ (Abb. 2). Die Hyperthermie
zeigte das Potenzial, eine dysfunktionale CD4-T-Zell-
Immunantwort zu korrigieren, indem CD4-T-Zellen zu
Th1 driften und Treg-Zellen in Th17-Zellen umgewan-
delt werden, um eine glnstige TME zu rekonstituie-
ren. Die durch die Hyperthermie induzierte Reifung
von dendritischen Zellen ist eine Voraussetzung fir
die weitere Differenzierung von CD4-T-Zellen [39, 57].
Neben der Hyperthermie im Fieberbereich (39-40 °C)
hemmt sie das Th2- und Treg-Wachstum, induziert die
Th1-und Tc1-Proliferation der Milz und férdert die Th1-
Zell-assoziierte Sekretion von IL-2, IFN-y und TNF-a
[52]. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
kombinierte Strahlentherapie mit Hyperthermie im
Vergleich zur alleinigen Strahlentherapie die Tumor-
mikroumgebung und das Th1/Th2-Verhéltnis regu-

liert [53]. Hyperthermie bei 41°C fur 30 min. induziert
intra-tumoral die Bildung inflammatorischer Zytokine
und Chemokine, welche zu einer vermehrten Extrava-
sation von Immmunzellen in das Tumorgewebe fihrt
[54]. Insbesondere erhéht eine leichte Hyperthermie
die Expression von L-Selektin, P-Selektin und inter-
zelluldrem Zelladhésionsmolekil-1 (ICAM-1) in der
GefaBwand und treibt die Produktion einer Reihe
von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemoki-
nen (d.h. Interleukin-1p, IL-6, IL-8, IL-10 und CCL22)
voran [55-58]. Diese inflammatorischen Zytokine und
Chemokine wirken in mehreren diskreten Schritten,
unter anderem auch Uber eine Hyperperfusion des
Gewebes. In letzter Konsequenz kommt es zu einer
vermehrten Extravasation von Lymphozyten in die
Mikroumgebung des Tumors und nach Ausbildung
eines chemotaktischen Gardienten zu einer Effektivit.

Schlussfolgerung

Die Hyperthermie verandert nachhaltig die immu-
nologische Reaktivitdt des Tumorzellstromas.
Durch die Bereitstellung von Gefahrensignalen, die
Reduktion einer hypoxischen Tumorumgebung, die
Rekrutierung und Umprogrammierung von Immun-
zellen in die TME, Veranderung der Gefalstruktu-
ren [59] und der warme induzierten Hyperperfusion
des Tumorstromas ist die Hyperthermie an meh-
reren Schritten bei der Regulierung von Signal-
wegen im Krebs-Immunitatszyklus beteiligt (Abb.
3). Die immunmodulatorische Wirkung macht die
Hyperthermie nicht nur zu einer Behandlung, die
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in der Lage ist, in einem multimodalen Ansatz the-
rapeutisch positive Effekte in der Krebstherapie zu
generieren. Eine Kombination mit Chemotherapie
und/oder Strahlentherapie erhéht nachweislich
die Effektivitat der Behandlung. Zudem ist aus
Tumor-immunbiologischer Sicht die Kombination
mit  Immuncheckpoint-Inhibitoren, Multikinase-
Rezeptor-Antagonisten/small molecules und die
Kombination mit Anti-Angiogenese Inhibitoren im
Rahmen einer Ziel-gerichteten individuellen Thera-
pie, insbesondere auch unter Einsatz komplemen-
tar-onkologischer Verfahren, ein vielsprechender
Ansatz, um die Effektivitat einer Tumortherapie zu
erhohen. Sollte es gelingen, Uber die Schulmedi-
zin den Zugang zu grofderen prospektiven Studien
Level A zu schaffen, hatte man auch hinsichtlich
sogenannter Leitlinien die Mdglichkeit, sich in die-
sen zu etablieren.
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