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Zytokine in der Tumor-Wirt-Interaktion

D.N. Ménnel, P. Orosz, B. Echtenacher, J. Ruschoff und W. Falk

Eine Reihe von Zytokinen besitzt direkte oder
indirekte antitumorale Wirksamkeit. Insbeson-
dere Interferone's- - #* und Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF)!- ¢ 31.32 {iben sowohl eine direkte
tumorzytotoxische als auch eine indirekte im-
munmodulatorische Anti-Tumor-Wirkung aus.
Die indirekte Wirkungsweise tiber Aktivierung
von T-Zellen, natiirlichen Killerzellen, Mono-
zyten und Makrophagen, Granulozyten und an-
deren Zelltypen wird auch den Zytokinen Inter-
leukin (IL)-124, IL-27 1200 JL-41933 [L-7'% und
dem Granulozyten-Kolonie-stimulierenden
Faktor® zugeschrieben. Die Anwendung dieser
Substanzen gegen Tumoren wire deshalb wiin-
schenswert. Aufgrund der breiten Wirkungs-
spektren der Zytokine sind jedoch in vivo viele
Nebenwirkungen zu erwarten. Beispiele dafiir
sind die inflammatorischen Zytokine TNF und
IL-1. Viele verschiedene Zelltypen tragen Re-
zeptoren fiir diese Zytokine, so dal eine Viel-
zahl von Effekten in vitro und in vivo beobach-
tet werden kann’-'!. So ist z.B. die Endothelzelle
eine sehr wichtige Zielzelle fiir TNF und IL-1.
Da bei systemischer Applikation dieser Zytoki-
ne alle Endothelien erreicht werden, sind dem-
nach auch andere als nur antitumorale Wirkun-
gen zu erwarten.

Es sind sogar Effekte von TNF beschrieben
worden, die Tumorwachstum und Metastasie-
rung begiinstigen konnen. Durch Aktivierung
des Enzyms Kollagenase kann die Streuung von
Tumorzellen gefordert werden®. Die Angioge-
nese wird stimuliert'®, und die Adhédrenz von
Tumorzellen an Endothelzellen wird erhoht? 1
¥ Es wurde auch gezeigt, dal TNF invasives

Wachstum von Tumorzellen in der Bauchhohle
unterstiitzt und die Bildung von Tumorknétchen
unter der Mesothelschicht fordert?'- 22,

Dazu kommen Beobachtungen, die auf eine
vom Tumor verursachte, endogene TNF-Pro-
duktion schlief3en lassen. Tumorinduzierte Pro-
duktion von endogenem TNF wurde sowohl an
Biopsiematerial von Tumorpatienten® ¢ als
auch im Serum* > und in Tiermodellen* % ge-
zeigt. Der Nachweis von TNF ist zwar am be-
sten dokumentiert, aber die Beobachtung L3t
sich mit grofler Wahrscheinlichkeit auch auf IL-
1 und andere Zytokine, die bei Entziindungen
eine Rolle spielen. ausdehnen.

Um die Rolle von TNF in der Pathophysio-
logie von Tumorwachstum und Metastasierung
zu kldren, haben wir in einem Metastasierungs-
modell in Midusen die Wirkung von endogenem
und exogenem TNF untersucht. In Maustumor-
modellen kann eine erhohte Fihigkeit zur Pro-
duktion von endogenem TNF, Interferon-y und
IL-6 wiahrend des Tumorwachstums gezeigt
werden?. Um zu kliren, ob diese Produktion
von Entziindungsmediatoren nur zufillig mit
dem Tumorwachstum korreliert oder ob dies ei-
nen Uberwachungs- und Abwehrmechanismus
des Organismus gegen den Tumor darstellt,
wurde endogenes TNF durch Antikorper gegen
TNF in vivo neutralisiert. Mdusen wurden syn-
gene Fibrosarkomzellen (10¢ Zellen) subkutan
injiziert, die sich zu einem soliden Tumor ent-
wickelten. Wurde wihrend des Wachstums der
Tumoren endogenes TNF in den Tieren durch
Anti-TNF-Antikorper neutralisiert, konnte kei-
nerlei Unterschied in der GroBe der sich ent-
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wickelnden Tumoren gemessen werden??, Die-
se Beobachtung spricht entweder dafiir, dal das
endogene TNF keine Bedeutung fiir Tumor-
wachstum hat oder daf} unter diesen Versuchs-
bedingungen — wegen des zu grofien Tumorzell-
inokulats oder Unzugénglichkeit des endo-
genen TNF fiir den neutralisierenden Antikor-
per — eine potentielle Wirkung von endogenem
tumorinduziertem TNF in diesem Modell nicht
nachweisbar war. Aus Versuchen mit metasta-
sierenden Maustumoren (Lewis-Lung-Karzi-
nomzellen und EsB-Leukidmiezellen) gab es je-
doch Hinweise dafiir, dal die Metastasierung
durch die Neutralisierung von endogenem TNF
beeinfluBt wurde. Tiere mit intramuskuldr in-
okulierten Lewis-Lung-Karzinomzellen ent-
wickelten in Gegenwart von Anti-TNF-Anti-
korpern deutlich weniger Lungenmetastasen.
Entsprechend wurden im EsB-Modell, wenn die
EsB-Zellen subkutan inokuliert worden waren,
weniger Metastasen in Milz und Leber gezihit.
Wieder zeigte sich an den Primértumoren kein
Effekt aut das Wachstum durch die Anti-TNF-
Behandlung.

Um diesen metastasenfordernden Eftekt von
TNF in einem reproduzierbaren, einfachen Me-
tastasierungsmodell systematisch untersuchen
zu konnen, wurde Miusen die oben erwihnten
Fibrosarkomzellen (3 x 105 Zellen) intravends
injiziert und die Anzahl der Metastasen in der
Lunge nach 12 Tagen gezihlt. Wurde gleichzei-
tig mit der Tumorzellgabe endogenes TNF
durch eine einmalige Gabe von Anti-TNF-Anti-
korpern neutralisiert, entwickelten sich deutlich
weniger Lungenmetastasen (Tab. 1). Die Neu-
tralisierung von Interferon-y (IFN-y) dagegen
hatte keinen Einflul auf die Metastasenzahl.
Dieses Ergebnis ldBt vermuten, da IFN-y in
diesem Modell keine wesentliche Rolle spielt.
Einen weiteren Hinweis aut die metastasenfor-
dernde Wirkung von TNF liefern die in Tab. 2
beschriebenen Ergebnisse. Gleichzeitiges Ver-
abreichen von rekombinantem Maus-TNF
(rmTNF) mit den Tumorzellen fiihrte zu einer
dosisabhiéngigen Vermehrung der Metastasen
(Tab. 2). Fiir IL-1 wurde in einem anderen
Mausmodell ein dhnlicher Einfluf} auf die Me-
tastasierung beschrieben!’. Von einer anderen
Arbeitsgruppe wurde zusitzlich gezeigt, daf3
moglicherweise eine unmittelbare Wirkung von
TNF auf die Tumorzellen die Metastasierung
fordert, da Tumorzellen, wenn sie in vitro vor
Inokulation TNF ausgesetzt worden waren,
ebenfalls ein hoheres Metastasierungspotential

zeigten. Entsprechende Vorinkubation der Fi-
brosarkomzellen mit TNF fiihrten in unserem
Modell jedoch zu keiner stirkeren Metastasie-
rung. Auch war TNF in vitro weder direkt zyto-
toxisch noch wachstumsfordernd fiir die Fi-
brosarkomzellen, wenn Einbau von radio-
aktivem Thymidin als Mab fiir die Proliferation
bestimmt wurde.

Tabelle 1 Verringerung der Lungenmetastasenzahl
durch Anti- TNF-Antikdrper

Behandlung Metastasenzahl + SEM
Kontrolle 58,56+79
Anti-TNF-Antikorper 9,6+56
Anti-IFN-y-Antikorper 48,7 + 16,3
Ratten-IgG 66,9 + 18,0

Die Tiere wurden mit den angegebenen Substanzen
(Kontrolle: Puffer, Antikdrper: 40 ug) 5 Stunden vor
Tumorzellinokulation i.v. behandelt. Am Tag 11
wurden die Tiere getdtet und die Anzahl der auf3er-
lich sichtbaren Lungenmetastasen bestimmt.

Tabelle 2 Erhdhung der Lungenmetastasenzahl
durch rmTNF

Behandlung Lungenmetastasenzahl + SEM
Kontrolle 44,8 £9,6

0,08 ug rmTNF 46,5+ 10,3

0,4 ug rmTNF 82,0+134

2,0 ug rmTNF 163,3+£22,5

10,0 ug rmTNF > 220

Die Tiere wurden mit den angegebenen Substanzen
wie in Tab. 1 behandelt und die Lungenmetastasen-
zahl bestimmt.

Die Frage, zu welchem Zeitpunkt TNF seine
metastasierungsfordernde Wirkung ausiibt, wur-
de durch die Gabe von rmTNF zu verschiedenen
Zeiten vor oder nach Tumorinokulation unter-
sucht. Eine Verstirkung der Metastasierung wur-
de beobachtet, wenn TNF 5 Stunden vor oder
1 Stunde nach den Tumorzellen verabreicht wur-
de (Tab. 3). Wenn Anti-TNF-Antikorper 24 Stun-
den nach den Tumorzellen verabreicht wurden,
konnte keine Anderung der Metastasenzahl ge-
messen werden. Dies deutet darauf hin, dafl das
endogene TNF eine friihe Phase der Metastasie-
rung von im Blut zirkulierenden Tumorzellen be-
einflufit. Moglicherweise wird durch TNF die
Anheftung der Tumorzellen an das Kapilla-
rendothel in den Lungengefifien verstiarkt und
dadurch die Diapedese und Extravasation gefor-
dert. Expression von Adhdsionsmolekiilen auf
Endothelzellen durch TNF ist eine vielfach be-
schriebene Funktion von TNF'4,
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Tabelle 3 Zeitliche Abhangigkeit der Erhdhung der
Metastasenzahl von der rmTNF-Behandlung

Metastasenzahl + SEM

Behandlung Zeitpunkt

Kontrolle -5 Std. 46,2+ 10,2
rmTNF -24 Std. 59,7 £ 16,9
rmTNF -5 Std. 185,0£ 31,7
rmTNF +1 Std. 169,3+4,3
rmTNF +24 Std. 45,6+1,9
rmTNF +48 Std. 30,5+8,8

Die Tiere wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
vor oder nach Tumorzellinokulation wie in Tab. 1
(rmTNF: 7,5 pg) behandelt und die Lungenmetasta-
senzahl bestimmt.

In histologischen Untersuchungen von Lun-
genpriparaten der Versuchstiere konnten 5 Ta-
ge nach Tumorzellgabe Mikrometastasen in den
Septen des Lungenparenchyms gezihlt werden.
Auch zu diesem frithen Zeitpunkt war der ver-
ringernde Effekt von Anti-TNF-Antikorpern
und der erhohende Effekt von rmTNF auf die
Metastasenzahl deutlich. Eine Anfarbung dieser
Mikrometastasen mit Silbernitrat zeigte deut-
lich, da} die Behandlung der Tiere mit rmTNF
zu mehr mit Silber anfarbbaren Proteinstruktu-
ren in den Nukleoli fiihrte. Dieser Befund stellt
eine mit hoherer Proliferationsaktivitét der Tu-
morzellen zunehmende Anzahl Nukleolus orga-
nisierender Regionen (AgNOR) dar®® (Tab. 4).
Entsprechend fiihrte Neutralisierung von endo-
genem TNF zu einer Verringerung der Zahl der
AgNOR. Dies spricht im Gegensatz zu unseren
oben erwihnten In-vitro-Befunden dafiir, dal
TNF das proliferative Potential der Tumorzellen
in vivo positiv beeinflufite. Diese Beobachtung
mufB jedoch nicht auf einer direkten Wirkung
von TNF auf die Tumorzellen beruhen, sondern
kann einen indirekten Effekt, der durch Endo-
thelzellen und andere beteiligte Blut- oder Ge-
webszellen vermittelt werden kann, darstellen.

Die Beteiligung anderer Zytokine wie IL-1
oder IL-6 und die Rolle von anderen als Tumor-

und Endothelzellen bei der durch TNF gefor-
derten Metastasierung wird derzeit untersucht.
Die verstirkte Expression von Adhidsionsmo-
lekiilen scheint dabei besonders wichtig zu sein.

Da diese Wirkung von TNF in unserem Me-
tastasierungsmodell nur einen Ausschnitt aus
dem Wirkungsspektrum von TNF widerspie-
gelt, bleibt offen, ob eine solche Wirkung fiir
das Problem der Metastasierung nach operativer
Entfernung von Primirtumoren von Bedeutung
ist. Die Gefahr der verstirkten Metastasierung
besteht jedoch, bis die antitumorale Wirkung
von TNF oder anderen Zytokinen auf moleku-
larer Ebene von weiteren, moglicherweise
schiidlichen Wirkungen getrennt und separat be-
einfluflt werden kann. Wenn sich ein derartiger
Befund, wie hier im Mausmodell beschrieben,
in klinischen Untersuchungen bestitigen lief3e,
wiirde dies bedeuten, daf} sich eine zusitzliche
Immunstimulierung nach Entfernung eines
Primirtumors, die sich in einer erhohten Frei-
setzung von Entziindungsmediatoren wie TNF
duflert, fiir die Patienten moglicherweise nach-
teilig auswirkt.
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