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Referat

Adipositas stellt einen bedeutenden Risikofaktor fiir maligne Erkrankungen dar. Unter
anderem konnten zahlreiche Studien zeigen, dass die Detektion und Lyse entarteter Zellen
durch Natirliche Killerzellen bei Adipositas gestort ist.

Ziel der vorliegenden Studie war es festzustellen, ob die erhdhte Inzidenz von kolorektalen
Karzinomen bei Adipositas auf eine gestorte NK-Zell-Funktionalitdt zurlickgeflihrt werden
kann. Uber einen Versuchszeitraum von 45 Wochen erhielt eine Versuchspopulation von
insgesamt 50 mannlichen Wistar-Ratten eine hochkalorische Didt (Fettgehalt 60 %) zur
Induktion einer Adipositas oder eine normokalorische Kontrolldiat (Fettgehalt 10 %). Zur
Induktion eines kolorektalen Karzinoms erhielt je die Halfte der Ratten acht Wochen nach
Fltterungsbeginn eine subkutane Injektion mit dem Karzinogen Azoxymethan oder mit NaCl
als Kontrolllésung. Am Versuchsende wurden die Tiere getotet, Milz, Leber, viszerales Fett
sowie Dickdarm entnommen und makroskopisch sowie histopathologisch betrachtet. Das
Milzgewebe der Tiere wurde mit molekularbiologischen und immunhistochemischen
Methoden untersucht.

Die adiposen Tiere entwickelten im Vergleich zur normalgewichtigen Kontrollgruppe mehr
kolorektale Tumoren mit erhohtem Tumorgewicht und TumorgroBe. Bei der
histopathologischen Analyse der Tumoren konnten deutliche Unterschiede in der Dignitat
festgestellt werden - adip6se Versuchstiere wiesen mehr Karzinome auf als die
normalgewichtigen Kontrolltiere. Ein Immunoassay zur Analyse von Zytokinen im Blut der
Ratten zeigte bei den adipdsen Tieren signifikant erhdhte Konzentrationen des
proinflammatorischen  Interleukin  (IL)-18 und erniedrigte  Konzentrationen des
entzindungshemmenden IL-10. Im Milzgewebe der adipdsen Tiere fanden sich signifikant
weniger NK-Zellen als bei den Kontrolltieren. Die mRNA-Expression der aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren NKG2D und NKp46 war in der Gruppe der adipdsen Ratten im Vergleich zu den
normalgewichtigen Tieren signifikant verringert.

Die Daten deuten darauf hin, dass es bei adipdsen Wistar-Ratten zu einer gestorten NK-Zell-
Funktionalitdat gegenliber malignen Zellen und in Folge dessen zu einer erhéhten Inzidenz
kolorektaler Karzinome kommt. Daher ist davon auszugehen, dass Adipositas und die daraus
resultierenden veranderten Funktionen der NK-Zellen in der Tumorabwehr eine groRe

Bedeutung bei der Entstehung von Krebserkrankungen haben.

Doberstein, Henriette: Immunologische Untersuchungen zum Einfluss von Adipositas auf die
Entstehung von kolorektalen Karzinomen. Halle, Univ.,, Med. Fak., Diss., 57 Seiten, 2018
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1. Einleitung

1.1 Adipositas und Folgeerkrankungen

Weltweit ist die Anzahl der lbergewichtigen und adipésen Menschen in den letzten Jahren
sowohl in den westlichen Industrienationen als auch zunehmend in Schwellen- und
Entwicklungslandern gestiegen (Ettarh et al. 2013; Sundborn et al. 2010; The SuRF report 2
2005). Ubergewicht und Adipositas entstehen bei einem Ubermal an Energiezufuhr {ber die
Nahrung und wird zusatzlich durch Bewegungsmangel beglinstigt; es resultiert eine positive
Energiebilanz. Mit Hilfe des Body-Mass-Index (BMI), welcher als Quotient aus dem
Korpergewicht in Kilogramm und der KorpergréRe in Metern zum Quadrat definiert ist, [asst
sich eine Einteilung in Untergewicht, Normalgewicht, Ubergewicht und Adipositas vornehmen.
Dabei definiert die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) Normalgewichtigkeit bei einem BMI
zwischen 18,5 kg/m* und <25 kg/m? Untergewicht bei einem BMI von < 18,5 kg/m” und
Ubergewicht ab einem BMI von 25 kg/m?. Ab einem Wert von 30 kg/m? spricht man von
Adipositas, welche sich in 3 Schweregrade gliedern ldsst (The SuRF report 2 2005). Bereits im
Jahr 1997 stufte die WHO Adipositas offiziell als Erkrankung ein. Andere Malie fir die
Beurteilung der Korperzusammensetzung sind das Verhaltnis von Taillen- und Huftumfang
(Waist-to-Hip-Ratio), sowie die GroRe der Korperoberfliche und der Bauchumfang.
Wihrend die Pravalenz fir Ubergewicht, auch Priadipositas genannt, zwischen 1998 und 2011
in Deutschland weitestgehend stabil blieb (67,1 % der Manner und 53,0 % der Frauen), stieg
die Pravalenz der Adipositas bei Mannern von 18,9 % auf 23,3 % und bei Frauen von 22,5 % auf
23,9 % an (Mensink et al. 2013). Weltweit waren im Jahr 2014 fast zwei Milliarden Menschen
Ubergewichtig, wovon mehr als eine halbe Milliarde Menschen als adip6s eingestuft wurde
(WHO 2014). Diese Entwicklung zeigt die weitreichende Bedeutung dieser Erkrankung fiir den
Gesundheitszustand unserer Gesellschaft, da sich mit steigendem BMI auch das Risiko fir
zahlreiche Begleiterkrankungen erhoht.

Fettleibigkeit stellt Studien zufolge einen eigenstandigen Risikofaktor fir die Entstehung von
Hypertonie, zerebralen Mikroangiopathien und Schlaganfallen, Diabetes mellitus Typ 2,
Arthrose, dem Schlafapnoe-Syndrom und verschiedenen malignen Erkrankungen dar (Baretic¢
2013; Berrington de Gonzalez et al. 2010; Benecke und Vogel 2005; Kwon et al. 2016; Lupat et
al. 2016; Powell et al. 2005; Renehan et al. 2008; Schienkiewitz et al. 2006).
Beispielsweise konnte mit Daten der Nurses Health Study gezeigt werden, dass Frauen mit

einem BMI iber 30 kg/m’® im Vergleich zu Studienteilnehmerinnen mit einem BMI unter



22 kg/m? ein etwa 30-fach erhohtes Risiko aufwiesen an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken,
wobei das Risiko bei einer androiden Fettverteilung (viszeral betonte Adipositas) hoher war, als
bei einer gynoiden Fettverteilung (Colditz et al. 1990). Zudem manifestiert sich die Erkrankung
durch einen stark erhohten BMI friihzeitig (Benecke und Vogel 2005; Schienkiewitz et al.
2006). Ursache fir das erhéhte Diabetesrisiko bei Adipositas liegt in einer Hyperinsulindmie
mit nachfolgend herabgesetzter Empfindlichkeit der Insulinrezeptoren und Insulinresistenz der
Zellen. Dies fihrt wiederum zur verminderten Glukoseaufnahme in die Muskelzellen und zur
Steigerung der viszeralen Glukoneogenese mit dauerhaft erhhtem Blutzuckerspiegel (Shah et
al. 2002).

Weiterhin besteht eine starke Assoziation von Adipositas und kardiometabolischen
Risikofaktoren, wie einem erhohten Blutzuckerspiegel, Hypertonie, erhéhten Blutfettwerten
und einem vermehrten Anteil abdomineller Fettmenge (Pak et al. 2016). Die hohe Pravalenz
von Hypertonie bei Fettleibigkeit ist nicht nur bei Erwachsenen belegt; auch Kinder zeigen bei
steigender Inzidenz von Ubergewicht eine Adipositas-assoziierte Zunahme an kindlichem
Bluthochdruck (Harris et al. 2016; Lupat et al. 2016). Diese Entwicklung ist besorgniserregend,
da Hypertonie einen der Hauptrisikofaktoren fir sowohl hamorrhagische als auch ischdamische
Schlaganfalle darstellt (Palmer et al. 1992). Auch orthopéadische Erkrankungen wie die Arthrose
des Kniegelenks werden durch starkes Ubergewicht begiinstigt, da es zur Fehl- und
Uberlastung der Gelenke durch das unverhéltnismaRig hohe Kérpergewicht in Bezug zur GroRe
der Gelenkflache kommt (Hart und Spector 1993). Studien belegen, dass Adipositas auBerdem
das Risiko fir die Entstehung von Karzinomen in Kolon, Prostata, Endometrium, Nieren und
Gallenblase, sowie in der weiblichen Brust und Leukd@mien erhoht (Bianchini et al. 2002;
Renehan et al. 2008; WHO 2014). Fir das kolorektale Karzinom konnte weiterhin gezeigt
werden, dass nicht nur die Inzidenz mit dem BMI steigt; es kam ebenfalls zu vermehrten
Komplikationen bei der operativen Therapie (Heus et al. 2016).

Zudem stellt Adipositas einen Risikofaktor fiir eine erhohte Mortalitdt bei verschiedenen
Erkrankungen dar. So stellten beispielsweise im Jahr 2015 Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
fihrende Todesursache im Zusammenhang mit einem erhéhten BMI dar. Die zweithaufigste
Ursache fir BMI-bedingte Todesfalle war Diabetes mellitus (Afshin et al. 2017). Weiterhin ist
das Gesamtiberleben nach einer operativen Versorgung des kolorektalen Karzinoms neben
dem Tumorstadium auch direkt vom BMI des Patienten abhéngig (Kocarnik et al. 2016). Somit
erhoht Adipositas die Gesamtmortalitdt nach Diagnosestellung bei Darmkrebs (Calle et al.
2003; Fedirko et al. 2014).

Neben den gesundheitlichen Folgen fiir die von Ubergewicht oder Adipositas Betroffenen

belastet die steigende Pravalenz von Adipositas zunehmend das Gesundheitssystem (Simon et



al. 2011). Daher ist es unumganglich sich mit der Prdvention und Therapie dieser Erkrankung
intensiv auseinander zu setzen. Um der Entwicklung praventiv entgegen wirken zu kénnen, ist
es wichtig die Risikofaktoren zu kennen, welche die Entstehung der Adipositas fordern. Im
deutschen Sozialbericht von 2008 wurde festgestellt, dass die Pravalenz von Adipositas mit
zunehmendem Lebensalter steigt, wobei das Maximum bei den 60 bis unter 70-jahigen liegt
(Ein Sozialbericht fur die Bundesrepublik Deutschland 2008; Mensink et al. 2013). AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass chronischer Stress zu einer erhéhten Nahrungsaufnahme und in
Folge dessen zu einer Steigerung des Korpergewichtes fiihren kann (Isasi et al. 2015; Lu et al.
2016). Interessant ist auch der Aspekt, dass der Anteil an Adipdsen indirekt proportional zum
soziodkonomischen Status ist (Mensink et al. 2013). Ein niedrigerer Bildungsstand und eine
héhere Akzeptanz von Fettleibigkeit in niedrigeren sozialen Schichten stellen zwei Griinde fir
diesen Zusammenhang dar (EisingerM 2008).

Da Adipositas als eine chronische Erkrankung anzusehen ist, bedarf sie auch einer chronischen
Therapie. Diese stiitzt sich auf drei Saulen: die Verdnderung der Lebens- und Erndhrungsweise
(Lifestyle-Anderung), die medikamentdse und die chirurgische Therapie. Es wird empfohlen
primar die Lebensgewohnheiten mittels Erndhrungs- und Bewegungstherapie zu verandern,
um langfristig eine negative Energiebilanz und damit eine Reduktion des Korpergewichtes zu
erreichen. Fihren diese Mallnahmen nicht zum gewiinschten Erfolg, ist es moglich
medikamentds die Reduktion der intestinalen Aufnahme von Fetten zu intensivieren (Baretic¢
2013). Bei besonders schweren oder therapieresistenten Fillen von Adipositas stellt die
bariatrische Chirurgie, wie zum Beispiel der Roux-Y-Magenbypass oder das Magenband, eine
weitere Therapiemoglichkeit dar. Diese Methoden fiihren durch eine veranderte Magen-Darm-
Passage letztlich zu einer Malabsorption und damit zur Gewichtsreduktion (Li und Richard

2017).

1.2 Kolorektales Karzinom

Nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen Krebserkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in Deutschland dar (Deutsches Bundesamt fiir Statistik 2015). Das kolorektale
Karzinom ist neben bosartigen Neubildungen der Lunge sowie der Brustdriise und der Prostata
eine der héaufigsten Krebserkrankungen in Deutschland (Deutsches Bundesamt fir Statistik
2014).

Als Krebs bezeichnet man maligne Neubildungen in Geweben, die im Gegensatz zu benignen

Raumforderungen spezielle Merkmale aufweisen, die sie von normalen, gesunden Zellen



abgrenzen. Zu diesen Eigenschaften zdhlen die ungehemmte Proliferation, welche es den
Tumorzellen ermoglicht sich unabhangig von Wachstumsfaktoren und wachstumshemmenden
Mediatoren zu teilen, ein invasives Wachstum und der Verlust der Ortsstandigkeit, was zur
Absiedelung von Metastasen fiihren kann. AuBerdem haben diese Zellen Mechanismen
entwickelt um der Apoptose zu entgehen und kénnen ihre Versorgung mit Sauerstoff durch die
Induktion der Angiogenese verbessern (Kushlinskii und Nemtsova 2014). Damit sind
Tumorzellen in der Lage die Integritdat des umgebenden Gewebes zu zerstéren. Bei den
Faktoren, welche zur Entstehung von kolorektalen Karzinomen fiihren, unterscheidet man in
endogene (genetisch bedingte) und exogene Ursachen. Zu den endogenen Ursachen zédhlen die
Polyposis- und Non-Polyposis-Syndrome, wie beispielsweise die familidre adenomatdse
Polyposis oder das Lynch-Syndrom (Synonym: hereditdres nicht-Polyposis-assoziiertes
kolorektales Karzinom; HNPCC), bei denen eine genetische Pradisposition fiir die Ausbildung
maligner Tumore des Gastrointestinaltraktes besteht (Half et al. 2009). Allerdings entstehen
nur etwa flinf bis zehn Prozent der kolorektalen Karzinome aufgrund von genetisch bedingten
Syndromen (World Cancer Research Fund International und American Institute for Cancer
Research 2007). Der weitaus gréRere Teil entsteht unter dem Einfluss verschiedener exogener
Faktoren. Speziell beim kolorektalen Karzinom scheint die Zusammensetzung der Nahrung und
deren Abbauprodukte groBen Einfluss auf die Integritat der Schleimhaut zu haben. Eine
besonders fetthaltige Ernahrung verursacht hohe Plasmakonzentrationen an Cholesterin,
welche zur Gbermaligen Produktion von Gallensduren fihrt. Deren Abbauprodukte, welche
durch Darmbakterien hergestellt werden, haben eine toxische Wirkung auf die Zellen der
intestinalen Schleimhaut und stellen gleichzeitig einen Proliferationsreiz dar (Henne-Bruns et
al. 2008). Fiir einige Nahrungs- und Genussmittel, wie rotes Fleisch und Alkohol, konnte ein
direkter Einfluss auf die Entstehung von Tumoren im Enddarmbereich nachgewiesen werden.
So steigt das Erkrankungsrisiko bei einem taglichen Verzehr von 50 g rotem Fleisch um 21 %
und bei einer taglichen Aufnahme von 10 g Ethanol um 9 %. Des Weiteren existieren
bestimmte Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, welche die Entstehung von Tumoren zur
Folge haben kénnen, wie zum Beispiel die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn (Kim und Chang 2014; World Cancer Research Fund International

und American Institute for Cancer Research 2007).

1.2.1 Der Einfluss von Adipositas auf die Entstehung kolorektaler Karzinome

Es konnte beobachtet werden, dass Adipositas das Risiko fiir die Entstehung von kolorektalen

Karzinomen erhoht; bei steigender Anzahl von an Fettleibigkeit erkrankter Personen steigt



auch die Inzidenz von Tumoren des Kolons (Renehan et al. 2010; WHO 2014). Andererseits
konnte gezeigt werden, dass sich durch die Reduktion des Kérpergewichts das Risiko an Krebs,
insbesondere an Darmkrebs, zu erkranken wieder verringert (Parker und Folsom 2003).

Die bei Adipositas stark vermehrt vorkommenden Adipozyten produzieren Zytokine,
sogenannte Adipokine, welche einen groRen Einfluss auf die Entstehung und das Wachstum
kolorektaler Tumoren haben. Das Peptidhormon Leptin spielt eine bedeutende Rolle in der
Regulierung des Appetits und (ibt dazu einen zentralnervdsen Einfluss auf den Hypothalamus
aus (Leinninger 2011). Ist ausreichend Fettgewebe vorhanden und der Serum-Leptinspiegel
damit adaquat hoch, sinkt die Nahrungsaufnahme. Verringert sich die Masse an Fettgewebe,
sinkt auch die Serumkonzentration an Leptin und konsekutiv der Appetit und die
Nahrungsaufnahme. Der Serum-Leptinspiegel korreliert mit dem BMI und ist somit bei
Fettleibigkeit besonders stark erhoht (Liu et al. 2001; Zhang et al. 2005). Des Weiteren lbt
Leptin einen proliferativen Einfluss auf Zellen aus (Huang und Li 2000). Dieser proliferative
Effekt fordert auch die Vermehrung maligner Zellen, wodurch die Entwicklung von
Kolontumoren verstarkt werden kann (Hardwick et al. 2001; Liu et al. 2001). AuBRerdem
verbesserte Leptin bei Versuchen an Zelllinien aus kolorektalen Karzinomen die Zellinvasion
und Adhéasion der Tumorzellen (Yoon et al. 2014).

Ein weiteres in Fettgewebe und Leber gebildetes Adipokin ist der Insulin-dhnliche-
Wachstumsfaktor-I (insulin-like-growth-faktor I, IGF-1), der physiologisch eine groRe Bedeutung
fir das Wachstum unterschiedlichster Korperzellen hat und auBerdem inhibierend auf die
Apoptose wirken kann (Baserga et al. 1994; Laviola et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass
die erhohte Bioverfiligbarkeit von IGF-l, wie sie bei Adipositas auftritt, einen erheblichen
Einfluss auf die Karzinogenese kolorektaler Tumoren nimmt (Macaulay 1992; Sandhu 2002).
Die bei Patienten mit Adipositas im Blut vermehrt zirkulierenden Adipokine, wie die
proinflammatorischen Zytokine Tumornekrose-Faktor a (TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6), sowie
die vermehrte Prdasenz von Makrophagen und freien Fettsduren l6sen eine chronisch
systemische Entziindungsreaktion aus (Bremer und Jialal 2013).

Studien konnten zeigen, dass chronische Entziindungsprozesse die Entstehung von Darmkrebs
und weiteren malignen Erkrankungen fordern (Coussens und Werb 2002; Kuper et al. 2000).
Die bei Entziindungsreaktionen gehauft vorkommenden Zellen des Immunsystems setzen
vermehrt Sauerstoffradikale frei, welche das Erbgut von Erregern, aber auch von gesunden
Zellen schadigen und somit zu Mutationen und zur Entartung korpereigener Zellen fihren
konnen (Maeda und Akaike 1998). Immunzellen, insbesondere Makrophagen, fordern bei
entziindlichen Prozessen auRerdem das Zellwachstum und die Zellteilung durch Ausschiittung

verschiedener Mediatoren und Wachstumsfaktoren, welche auch Einfluss auf die Proliferation



von Tumorzellen nehmen (Chen 2011; Deutscher Arzteverlag GmbH und Arzteblatt 2006;
Kimura et al. 2007).

1.2.2 Immunabwehr von Tumorzellen

Einige Zellen des Immunsystems haben die Aufgabe maligne Zellen zu erkennen, zu markieren
oder sie gezielt abzutdoten. Zu diesen Zellen gehoren Dendritische Zellen, welche die
tumorspezifischen oder tumorassoziierten Antigene (TSA/TAA) auf Ilhrer Oberflache
prasentieren und damit die zytotoxischen CD8+ T-Zellen aktivieren (Dunn et al. 2004). Die
CD8+-T-Lymphozyten erkennen dann auf den MHC (major histocompartibility complex)-I-
Molekiilen der Tumorzellen die TAA, welche zwar auch auf normalen Kérperzellen zu finden
sind, auf Tumorzellen jedoch GbermaRig stark exprimiert werden (MORRIS et al. 2003). Es
konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen die Anzahl ihrer MHC-I Molekiile verringern kénnen
um der Abwehr durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen (Bubenik 2004; Pantel et al. 1991).
AulRerdem sind maligne Zellen dazu in der Lage das sie umgebende Mikromilieu durch
Sekretion verschiedener Zytokine und Mediatoren wie Histamin, TGF (transforming growth
factor) B und IL-10 zu beeinflussen. Das entstehende Mikroklima hemmt die Aktivierung von T-
Helfer-Zellen (CD4+) und CD8+ T-Zellen und damit die Tumorabwehr (Miiller et al. 2002).
Speziell fiir IL-10 konnte die hemmende Wirkung auf die zytotoxische T-Zell-Aktivitat belegt
werden (Coussens und Werb 2002). Auf Grund der beschriebenen Mechanismen wird Krebs
auch als das gelegentliche Misslingen der adaquaten Immunreaktion gegen molekular
veranderte Zellen (Immuniiberwachungstheorie) bezeichnet (Hardin et al. 2015). Eine weitere
Gruppe von Immunzellen, welche fir die Abwehr infizierter oder maligner Zellen

verantwortlich ist, stellen die Natrlichen Killerzellen (NK-Zellen) dar.

1.3 NK-Zellen

Mitte der 1970er Jahre beschrieben Kiessling und Klein erstmals die Natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) und deren lytische Aktivitdat gegeniliber Leukdmiezellen in Mausen (Kiessling et al.
1975). NK-Zellen sind groBe granuldre Lymphozyten und umfassen beim Menschen ca. 10 %
aller peripheren Lymphozyten (Robertson MJ 1990). Sie gehdéren neben Makrophagen,
Dendritischen Zellen, Granulozyten und Monozyten zum angeborenen Immunsystem und

entwickeln sich aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark (Colucci et al. 2003). lhre



Aufgaben bestehen im Erkennen und Abtoten virusinfizierter Korperzellen, Tumorzellen und
durch Antikérper markierte Zellen (Schiitt und Broker 2011). Funktionell stellen sie ein
Bindeglied zwischen dem nativen und dem adaptiven Immunsystem dar. So kénnen in ihrer
Entwicklung auch Mechanismen zur Bildung einer Toleranz der Rezeptoren gegenlber
korpereigener Zellen und die Fahigkeit der NK-Zellen beobachtet werden, sich an das
umgebende Milieu anzupassen (Schitt und Broker 2011; Vivier et al. 2011).
NK-Zellen besitzen keine spezifischen Rezeptoren, wie beispielsweise B- oder T-Lymphozyten,
sondern tragen verschiedene, antigenunabhangige, aktivierende und inhibierende Rezeptoren
auf ihrer Zelloberflache. Der hemmende Rezeptor wird durch den Kontakt mit normalen MHC |
— Molekilen auf den liberpriiften Zellen aktiviert und verhindert so autoaggressive Reaktionen
gegeniber gesunden Korperzellen (Schitt und Broker 2011). Wie in 1.2.2. beschrieben, sind
Tumorzellen in der Lage ihre MHC I-Molekiile in Struktur und Anzahl zu verandern und so der
Abwehr durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen (Pantel et al. 1991). Allerdings wird dadurch
die hemmende Wirkung der inhibierenden Rezeptoren auf den NK-Zellen aufgehoben. Werden
die aktivierenden Rezeptoren der NK-Zellen durch Liganden aus infizierten Zellen oder
Tumorzellen zusatzlich aktiviert, Gberwiegen in der Summe somit die aktivierenden Signale
und die jeweilige Zielzelle wird von der NK-Zelle lysiert (Ljunggren und Karre 1990; Schiitt und
Broker 2011; Vivier et al. 2011). Dass das abnorme Fehlen von MHC-I-Molekiilen zur
Aktivierung von NK-Zellen beitragt, beschrieb Klas Karre 1986 als sogenannte “Missing self’-
Hypothese (Kérre et al. 1986). Die zytotoxische Wirkung wird dabei durch die gezielte
Exozytose von Granula durch die NK-Zellen erreicht, welche Perforine und zytotoxisch

wirkende Granzyme enthalten (Schitt und Broker 2011; Trapani und Smyth 2002).

Die NK-Zell-Rezeptoren lassen sich in drei grole Gruppen einteilen: die Killer-Immunglobulin-
dhnlichen-Rezeptoren (KIR), die Natiirlichen-Zytotoxizitats-Rezeptoren (natural cytotoxicity
receptors, NCR) und die C-Typ-Lektin-Rezeptoren (Lanier 1998). Es gibt aktivierende und
hemmende KIR-Rezeptoren, welche sich auch auf einigen T-Lymphozyten befinden und somit
nicht spezifisch fur NK-Zellen sind (Saulquin et al. 2003). |hre Funktionsweise entspricht der
oben beschriebenen Erkennung von MHC-I-Molekiilen. Auch die C-Typ-Lektin-Rezeptoren
besitzen NK-Zell-aktivierende und inhibierende Vertreter. Der Rezeptorkomplex CD94/NKG2A
wirkt inhibitorisch, wahrend der CD94/NKG2B-Rezeptor aktivierend auf die NK-Zell-
Funktionalitat wirkt. Ein dritter Vertreter dieser Gruppe ist der NKG2D-Rezeptor, ein
aktivierender unabhdngiger Rezeptor auf NK-Zellen, welcher jedoch ebenfalls auf einigen T-
Zell-Untergruppen zu finden ist (Groh et al. 2001; Lépez-Botet et al. 2000). Die dritte groRe

Gruppe von NK-Zell-Rezeptoren stellen die zur Ig-Superfamilie gehdrenden natirlichen



Zytotoxizitats-Rezeptoren dar. Zu den NCRs werden u.a. NKp30, NKp44 und NKp46 gezahlt, die
im Gegensatz zu den anderen zwei Rezeptorgruppen spezifische Marker fir Natirliche
Killerzellen sind (Marras et al. 2011; Moretta et al. 2001). NKp30 und NKp46 lassen sich
unabhangig von der Aktivitat auf NK-Zellen nachweisen, wahrend NKp44 nur auf

aktivierten NK-Zellen nachweisbar ist (Moretta et al. 2000).

Phanotypisch  sind  Natlrliche Killerzellen durch die Prdsenz des neuralen
Zelladhdsionsmolekiils CD56, auch als NCAM (neural cell adhesion molecule, NCAM)
bezeichnet, und den Mangel an CD3 charakterisiert (Lanier et al. 1989; Robertson MJ 1990).
Anhand der Dichte des Oberflichenmolekiils CD56 lassen sich zwei Subpopulationen
unterscheiden. Etwa 90 % der Natdrlichen Killerzellen exprimieren CD56 in geringer Dichte auf
ihrer Oberfliche und werden daher als CD56%™-Subpopulation bezeichnet. Die sogenannte
CDSG"”ght-Subpopulation bilden die verbleibenden 10 %, welche sich durch eine sehr hohe
Dichte an CD56 auszeichnen (Lanier et al. 1986). CD56°™- und CD56°"-NK-Zellen
unterscheiden sich in ihrer Aktivitat und Produktion von Zytokinen. Friihe Studien zeigten, dass
die CD56b”ght-SubpopuIation hohe Konzentrationen an Zytokinen wie Interferon (IFN)-y, TNF-q,
IL-10, IL-13  und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF)
hervorrufen, wihrend die CD56%™-Zellen Uberwiegend zytotoxisch wirken (Cooper et al. 2001).
Mittlerweile konnte jedoch belegt werden, dass alle NK-Zellen nach ausreichender Stimulation
mit MHC-I-negativen Zellen oder IL-12 und IL-15 zytotoxisch wirken und IFN-y freisetzen

kénnen, weshalb man CD56%™- und CD56°®".-Zellen heute als ,zielzellsensitiv* und

»Zytokinsensitiv’ bezeichnet (Anfossi et al. 2006).

1.3.1 Der Einfluss von Adipositas und Tumoren auf die Funktion der NK-Zellen

Verschiedene Faktoren filhren zur Verminderung bis hin zur Aufhebung der Funktionen von
Natlrlichen Killerzellen. So konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen eine funktionelle
Erschopfung beim Vorliegen von chronischen Entziindungszustanden oder Tumoren aufweisen
(Bi und Tian 2017). Da Adipositas, wie unter 1.1 bereits beschrieben, chronische
inflammatorische Zustdnde verursacht, unterliegen Anzahl und Funktionalitdt von NK-Zellen
einer Beeinflussung durch das Korpergewicht. So wurde bei adipdsen, aber sonst gesunden
Personen eine verdnderte Anzahl von NK-Zellen im Blut sowie funktionelle Defizite dieser NK-
Zellen festgestellt (Laue et al. 2015; Lautenbach et al. 2011). Diese Veranderungen beruhen auf

der Beeinflussung der NK-Zellen durch verschiedene Zellen, Mediatoren und Zytokine. Dem



Peptidhormon Leptin kommt dabei eine groRe Bedeutung fiir den Einfluss des
Korpergewichtes auf systemische Entziindungsreaktionen und die Abwehr entarteter Zellen zu.
So konnte nachgewiesen werden, dass Leptin sowohl die Anzahl als auch die Funktionen, wie
beispielsweise die Zytotoxizitat, Natirlicher Killerzellen moduliert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass es trotz erhohter Leptin-Konzentrationen im Blut Diat-induzierter adipOser
Ratten und einer daraus resultierenden erhéhten Anzahl peripherer NK-Zellen zu funktionellen
Defiziten kam. Zwar exprimierten die Zellen adiposer Tiere eine normale Anzahl an Leptin-
Rezeptoren, diese zeigten allerdings eine Resistenz gegeniliber der Stimulation mit Leptin
(Nave et al. 2008). In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese funktionelle
Beeintrachtigung der NK-Zellen durch eine Gewichtsreduktion wieder normalisiert werden
kann. Verringert sich das Kérpergewicht, sinkt auch die Plasmakonzentration von Leptin und
die Expression von INF-y in CD56%™-NK-Zellen steigt an (Jahn et al. 2015). Eine vermehrte
Sekretion des Zytokins INF-y kann zusitzlich die zytotoxische Potenz von CD8" T-Zellen und NK-
Zellen verstarken (Schiatt und Broker 2011). Auch andere Studien belegen den
aktivitatssteigernden Effekt auf NK-Zellen bezlglich Zytolyse und Zytotoxizitdt durch Fasten
bzw. eine reduzierte Fettaufnahme (iber die Nahrung (Hebert et al. 1990; Wing et al. 1983).
Demnach ist die gestorte Funktionalitat von NK-Zellen bei Adipositas reversibel, was auch
dadurch belegt werden konnte, dass sich bei einem Transfer dysfunktionaler NK-Zellen aus
adipb6sen Ratten in normalgewichtige Ratten die Funktion dieser Zellen teilweise normalisierte
(Lautenbach et al. 2009). NK-Zellen sind also in der Lage sich an das vorliegende metabolische
Milieu anzupassen (Vivier et al. 2011). Dies nutzen maligne Zellen und Zellen in der
Mikroumgebung von Tumoren um sich vor der zytotoxischen Wirkung der Immunzellen zu
schiitzen (Bi und Tian 2017). Dazu sezernieren sie immunregulatorische Mikrovesikel, sog.
Tumor-assoziierte Exosomen. Deren Inhaltsstoffe inhibieren die Perforin-Expression und die
zytolytische Aktivitdt und senken die Anzahl von NK-Zellen (Liu et al. 2006). AuBerdem
unterdriicken sie die NK-Zell-Funktion durch die Sekretion des immunsuppressiv wirkenden
Transforming growth factor (TGF)-p und die Expression von Liganden fiir den NKG2D-Rezeptor,
wodurch die NKG2D-Rezeptorexpression auf NK-Zellen herab reguliert wird (Clayton et al.

2008).

Mit der Kenntnis tber die gestorte NK-Zell-Funktionalitat und dem erhéhten Kolontumorrisiko
bei Adipositas stellte sich die Frage, ob Assoziationen zwischen der verminderten NK-Zell-
Aktivitdt gegenlber Tumorzellen und dem vermehrten Auftreten von Darmkrebs bei

Fettleibigkeit bestehen.
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1.4  Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, inwiefern die gestérte NK-Zell-Funktionalitat

bei Adipositas die Entstehung kolorektaler Karzinome beeinflusst.

Dabei soll am Rattenmodell analysiert werden,

1. wie stark sich die viszerale Fettmasse und die Serumkonzentrationen verschiedener
Adipositas-assoziierter Metabolite zwischen normalgewichtigen und adipdsen Ratten
unterscheiden.

2. in wie weit sich Anzahl, Gr6Re und Dignitat kolorektaler Karzinome zwischen adipdsen
und normalgewichtigen Tieren unterscheiden.

3. ob es Verdnderungen der Anzahl Natirlicher Killerzellen in der Milz zwischen
normalgewichtigen und adipdsen Tieren gibt.

4. ob sich die Expression verschiedener aktivierender NK-Zell-Rezeptoren in der Milz
zwischen normalgewichtigen und adip6sen Tieren unterscheiden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere, Tierhaltung und Versuchsablauf

Die im Folgenden geschilderten Experimente wurden an 50 mannlichen Wistar-Ratten, welche
von der Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden, durchgefiihrt. Alle Tiere
waren zu Versuchsbeginn sechs Wochen alt und wiesen ein Kérpergewicht zwischen 230,0 g
und 369,2 g auf. Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen in
tierexperimentellen Laborrdumen des Zentrums fiir Angewandte Medizinische und
Humanbiologische Forschung in Halle (Saale) in einem schallisolierten spezifisch
pathogenfreien Raum bei 22 + 1 °C Raumtemperatur. Der Tag-Nacht-Rhythmus der Tiere
wurde mit je 12 Stunden Helligkeit und 12 Stunden Dunkelheit gewahrleistet (Tagzyklus von
6:00 Uhr bis 18:00 Uhr). Die Tiere wurden im gesamten Versuchszeitraum einzeln in mit Streu
ausgelegten Typ-IV-K&figen mit einer Grundfliche von je 1815 cm? (MaRe: L: 590 mm x B: 380
mm x H: 200 mm) gehalten. Futter und Wasser standen im gesamten Versuchszeitraum ad
libitum zur Verfligung.

Die Ratten wurden nach einer zweiwochigen Akklimatisationsphase gewichtsadjustiert in zwei
Haupt- mit je zwei Untergruppen unterteilt (Abbildung 1). Die zwei Hauptgruppen
unterschieden sich im Fett- und Energiegehalt des Futters. Somit bekamen 25 der
Versuchstiere (Kontrolltiere) eine normokalorische Kontrolldidt (Altromin C 1090-10, 10 % der
umsetzbaren Energie aus Fett, Altromin GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) und 25 Tiere (DIO,
diet induced obesity -Tiere) eine hochkalorische Hoch-Fett-Diadt (Altromin C1090-60, 60 % der
umsetzbaren Energie aus Fett, Altromin GmbH & Co. KG) zur Induktion einer Adipositas. Zur
Kontrolle der Gewichtszunahme der Ratten wurden die Tiere einmal wochentlich gewogen. Ein
regelmaRiges Handling der Tiere diente zur Gewdhnung der Versuchstiere an den Menschen
und damit zur Erleichterung der Injektionen im spateren Versuchsverlauf. Aullerdem wurde
das Futter flr je drei bis vier Tiere pro Gruppe ein- und ausgewogen um die tagliche
Futteraufnahme bestimmen zu kénnen.

Acht Wochen nach Beginn der Fitterung der spezifischen Didten wurden die Ratten erneut
gewichtsadjustiert in je zwei Untergruppen aufgeteilt (zur genauen Gruppeneinteilung siehe
Abbildung 1). Die Tiere erhielten je eine subkutane Injektion mit dem stark karzinogenen
Azoxymethan (AOM; 15 mg/kg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) zur Induktion von
kolorektalen Karzinomen, oder mit Natriumchlorid (NaCl) als Kontrollldsung. Das Azomethan-

Derivat ruft tumordse Lasionen bei Versuchstieren hervor, welche der Karzinogenese des
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kolorektalen Karzinoms beim Menschen entsprechen (Borinstein et al. 2010; Lijinsky et al.
1985). Die Injektion erfolgte nach einer kurzzeitigen Isofluran-Betdubung (Forene, Abbvie,
Ludwigshafen, Deutschland) der Versuchstiere mit Hilfe eines Kleintiernarkosegerates (UniVet
porta, Groppler Medizintechnik, Deggendorf, Deutschland) subkutan in die Nackenfalte der
Tiere (Abbildung 2). Nach einer Woche wurden die Injektionen von AOM oder NaCl bei jedem
Tier einmalig wiederholt. Alle in dieser Dissertation beschriebenen Experimente wurden zuvor
vom Landesverwaltungsamt Halle (Saale) genehmigt und entsprechend den Bestimmungen

des deutschen Tierschutzes durchgefihrt (Aktenzeichen  42502-2.1200 MLU).

AOM-Injektion
n=11
DIO-Diat
n=25
NaCl-Injektion
n=14
50 Wistar-Ratten =
AOM-Injektion
n=12
Kontrolldiat
n=25
NaCl-Injektion
n=13

Abbildung 1: Ubersicht der Versuchstiergruppen; DIO, diet-induced-obesity; AOM, Azoxymethan.

Abbildung 2: Injektion von Azoxymethan in die Nackenfalte eines Versuchstieres
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Nach einer Versuchslaufzeit von insgesamt 45 Wochen (37 Wochen nach AOM- bzw. NaCl-
Applikation) wurden die Ratten getdtet. Dazu erhielten die Tiere unter Verwendung des
Kleintiernarkosegerates zunachst eine inhalative Narkose (Abbildung 3a) durch ein Isofluran-
Sauerstoffgemisch (3 - 4 Vol % Isofluran, 96 - 97 % 02).

Die erfolgreiche Narkose wurde durch den Ausfall von Stell-, Zwischenzeh- und Schwanzreflex
gepruft. Nach vollstdandiger Betdubung erfolgte mit Hilfe einer Tierwaage die Bestimmung des
finalen Korpergewichtes. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte anschlieBend durch
Maskenbeatmung. Durch Eréffnen des Bauchraumes und des Thorax wurde das Herz freigelegt
und der rechte Ventrikel mit einer BUTTERFLY-Kanule punktiert (Abbildung 3b). Mit dieser
Methode erfolgte die Blutentnahme in Serum- und Heparin-Monovetten (S-Monovette
Lithium- Heparin, 4,9 ml und S-Monovette Serum mit Gerinnungsaktivator, 9 ml, Sarstedt,
Niimbrecht, Deutschland), was zum Exitus der Tiere flihrte. Bis zur Totung der Tiere erfolgten
alle voran beschriebenen Arbeiten in Kooperation mit Herrn Vincent Goritz, (medizinischer

Doktorand der AG Prof. Dr. Heike Kielstein).

Abbildung 3: a Versuchstier in Narkosekammer, Kleintiernarkosegerat im Hintergrund, b Rattensitus , Punktion des

rechten Ventrikels

Durch einen Laparotomieschnitt konnten die Bauchorgane vollstidndig freigelegt werden. Es
erfolgten die Entnahmen von Milz- und Lebergewebe aus dem Mittellappen, sowie dem
viszeralen Fett der Tiere. Die Gewebeproben von Milz und Leber wurden direkt nach der

Entnahme in flissigem Stickstoff und anschlieBend bei -80 °C asserviert. Der Dickdarm wurde
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proximal am ileocoekalen Ubergang und distal unter Mitnahme des Rektums abgesetzt. Fiir die
Praparation des Darmes wurde dieser nach Markierung des proximalen und distalen Endes
durch einen Langsschnitt zunachst vollstandig eroffnet und unter flieRendem Leitungswasser
gespult. AnschlieRend erfolgte die makroskopische Begutachtung und Quantifizierung des
Kolons hinsichtlich des Auftretens von Tumoren im proximalen und distalen Kolonabschnitt.
Die registrierten Neoplasien wurden mit einem Skalpell isoliert sowie in zwei Ebenen (Lange
und Breite) mit einem Noniometer vermessen. Das Gewicht der Neubildungen wurde durch
Wiegen der isolierten Tumoren mit Hilfe einer Feinwaage ermittelt.

Die makroskopisch tumorverdachtigen Darmabschnitte wurden durch Herrn Ole Portner
(medizinischer Doktorand der AG Prof. Dr. Heike Kielstein) gespiilt, entwassert, geschnitten
und gefarbt.

Im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Halle (Saale) erfolgte durch Frau Dr. Ruth
Hiller die histopathologische Analyse der Tumorschnitte, welche verblindet durchgefiihrt
wurde. Dabei wurden Neoplasien, die sich in ihrem Wachstum auf die Tunica mucosa
beschriankten als Adenome und Neubildungen, welche die Lamina muscularis mucosae
durchbrachen und so die Tunica submucosa infiltrierten als Karzinome klassifiziert.

AuBerdem wurde durch Herrn Vincent Goritz das gesamte intra- und retroperitoneale viszerale
Fettgewebe entnommen und gewogen. Zur Gewinnung von Serum und Plasma wurde das Blut
bei 1500 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Serum bzw. Plasma wurde als Uberstand

abgenommen und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

2.2  Aufarbeitung des Milzgewebes

Zur Aufbereitung der Milzproben wurden sechs Tiere aus jeder der vier Gruppen, adjustiert
nach Gewicht und dem Auftreten von Tumoren ausgewahlt, sodass insgesamt Proben von 24
Versuchstieren immunhistochemisch untersucht wurden. Von jedem der 24 Tiere wurden
jeweils flinf Gewebeschnitte der Milz angefertigt. Die bei -80 °C gelagerten Milzen wurden
komplett mit dem Eindeckmedium O.C.T (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) lberschichtet.
Nach dem Aushéarten erfolgte die Herstellung von 12 pum bis 14 um dicken Schnitten am
Gefriermikrotom (Leica CM-3050-S, Wetzlar, Deutschland), sowie die Ubertragung jedes
dritten Schnittes auf einen Objekttrager. Danach trockneten die Schnitte bei Raumtemperatur
an der Luft fir ca. 60 min, bevor sie fir 10 min in Aceton (Sigma-Aldrich) fixiert und

anschlieBend bis zur Farbung bei -20 °C gelagert wurden.
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2.3 Immunhistochemische Untersuchungen am Milzgewebe

Fiir die Farbung der Milzschnitte wurden immunhistochemische Untersuchungen nach der
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP) - Methode verwendet. Dazu
wurde der Primarantikérper Mouse Anti Rat CD161 (BioRad, Hercules, CA, USA; in 98,9 % PBS,
1 % BSA, 0,09 % Natriumazid) in einer Verdiinnung von 1:2000 verwendet, welcher sich gegen
den NK-PR1-Rezeptor (CD 161) auf der Oberflache der NK-Zellen richtete. Zunachst wurden die
Objekttrager in einer TBS-Tween-Losung, bestehend aus einer TBS-Stockldsung (10 %) und
destilliertem Wasser (89,95 %) sowie dem Zusatz von TWEEN 20 (0,05 %, Sigma-Aldrich)
gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper fiir 60 min in einer
feuchten Kammer. Als Negativkontrolle wurde ein Schnitt ohne Behandlung mit dem
Primarantikorper bei ansonsten identischer Weiterbehandlung mitgefiihrt. Nach erneutem
Waschen in der TBS-Tween-Losung, erfolgte eine 30-minltige Inkubation der Schnitte mit dem
Sekundarantikérper Polyclonal Rabbit Anti- Mouse Immunglobulin (Dako, Hamburg,
Deutschland), welcher mit einer Verdiinnung von 1:50 in 5 % Rattenserum (95 % PBS und 5 %
Rattenserum) auf die Schnitte aufgetragen wurde. Es erfolgte ein Waschschritt der
Objekttrager in TBS-Tween, bevor der APAAP-Komplex (APAAP Mouse Monoclonal, Dako),
1:50 verdiinnt mit TBS-Tween flir 30 min auf die Milz-Schnitte gegeben wurde. Nach dem
erneuten Waschen mit TBS-Tween wurde die Inkubation mit Sekundarantikdrper sowie mit
dem APAAP-Komplex wiederholt, jedoch mit einer reduzierten Inkubationszeit von je 15 min.
Es folgte das Auftragen des jeweils am Tag der Durchfiihrung frisch hergestellten und
filtrierten APAAP-Substrates, bestehend aus 2 mg Fast Blue (Sigma-Aldrich) und 4 ml Substrat
(98 % 0,1 M Tris-Puffer pH 8,2; 2 % N;N-Diethylformamide; 0,01 % 1 M Levamisol-Losung;
20 mg Naphtol). Nach 25 min Inkubation und erneutem Waschen in TBS-Tween erfolgte eine
Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun (1:5-Verdiinnung mit PBS) fiir 10 sek mit anschlieRendem
Bldauen in Leitungswasser fir 10 min. Die Fixierung erfolgte mittels Eindeckelung der Schnitte

mit Glycergel Mounting Medium (Dako) und einem Deckgldschen.
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24 Datenerhebung

2.4.1 Quantifizierung der NK-Zellen in der Milz

Die Analyse der Milz-Schnitte erfolgte verblindet; somit konnte bei der Quantifizierung nicht
auf die Zugehorigkeit des Schnittes zu Tieren und den entsprechenden Versuchsgruppen
geschlossen werden. Mit Hilfe des Mikroskopes BZ9000 (Keyence Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg, Deutschland) wurde von jedem der 120 Milz-Schnitte ein digitales Bild des
kompletten Schnittes mit einer 8-fachen VergrofRerung angefertigt, wobei 1 um 0,3 Pixel
entsprachen. Anschliefend wurde in dem Bildverarbeitungsprogramm Imagel) (US National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) ein Raster mit einer FeldgréRe von 1,6 x 10°> pm? pro
Einzelfeld Uber das gesamte Bild gelegt. Es wurden pro Schnitt acht Felder fir die
Quantifizierung der NK-Zellen pro Flache ausgewahlt, wobei je vier Felder in der roten Pulpa
und vier Felder im Bereich des Ubergangs von roter zu weiRer Pulpa ausgezahlt wurden. Die
Auswahl der Einzelfelder erfolgte links oben im Raster beginnend nach den im Folgenden

genannten Kriterien:

1. Rote Pulpa bzw. nur Ubergang von roter zu weiRer Pulpa im Bildausschnitt
2. Keine Bildartefakte, beispielsweise Luftblasen, Ablagerungen, Risse im Bildausschnitt
3. Keine groReren GefaRlumina im Bildausschnitt

4. Kein direkter Kontakt zwischen den seitlichen Flachen der einzelnen ausgewahlten Felder

Entsprach ein Kastchen diesen Anforderungen wurde nach dessen Auswertung nach rechts
folgend ein Feld (bersprungen und das nachste Kastchen hinsichtlich dieser Kriterien
Uberprift. Die Quantifizierung der NK-Zellen erfolgte fir jedes der ausgewdhlten Kastchen
einzeln. Vor der Zdhlung der NK-Zellen wurden zunachst der Kontrast und die Helligkeit des
Bildausschnittes optimiert. AnschlieRend erfolgte die Einstellung eines geeigneten Thresholdes
zur optimalen Anpassung von Farbstufen, Helligkeitswerten und Sattigung fiir das Erkennen
der angefarbten Zellen. Um die NK-Zellen (blau markiert) zu erfassen, wurden nach Auswahl
der Threshold-Methode ,,Intermodes” die Einstellungen Hue: 142-179, Saturation 0-255 und
Brightness 0-161 vorgenommen. SchlieRlich wurde die Anzahl der Zellen lber die Funktion
»Analyze particles” bestimmt, wobei die Einstellungen fiir die zu erfassende GréRe und die
Zirkularitat einzuschlieBender Zellen folgendermalen gewahlt wurden: Size: 3-100 Pixel Units

und Circularity: 0-1.
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2.4.2 Quantifizierung von Zytokinen im Plasma der Versuchstiere

Fir die gleichzeitige Messung und Quantifizierung verschiedener Zielproteine, wie Leptin, TNF-
a, IL-10 und IL-1B wurde das Bead-basierte Multiplex-Immunoassay angewandt. Dieses
Messverfahren stellt eine Kombination aus der Luminex® xMAP®-Technologie und einem
Sandwich-ELISA basierend auf dem Antikérper-Analyt-Antikérper-Komplex dar. Dieser Komplex
bindet an mit Antikorpern beschichtete Polysterol-Mikrokligelchen, den sogenannten “Beads”,
welche ein Gemisch aus 2 Fluoreszenzfarbstoffen enthalten. Die Polysterol-Mikrokigelchen
besitzen dadurch spezifische Absorptions- und Emissionswellenlangen und kénnen so bei
Anregung mit Hilfe einer LED oder Laser-Bestrahlung Uber ihre spezifische Eigenfluoreszenz
(Bead-Region) erkannt werden — eine spektrale Adresse entsteht. Um zu verhindern, dass
entstehende Bead-Aggregate die Messungen beeinflussen, wird zusatzlich die PartikelgroRe
bestimmt, wodurch zu groRe Partikel von der Messung ausgeschlossen werden kdnnen. Die
spektrale Adresse der Beads wird liber einen Laser mit einer Wellenlange von 635 nm erfasst.
Ein zweiter Laser mit einer Anregungswellenlange von 532 nm detektiert den
Fluoreszenzfarbstoff der einzelnen Konjugatmolekiile, was eine Quantifizierung der zu
analysierenden Partikel ermoglicht. Das ProcartaPlex® Multiplex-Immunoassay-Panel wurde
von der Firma Affymetrix eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland) bezogen. Die Daten

wurden mit der Software Procartaplex-Analyst 1.0 (eBioscience) ausgewertet.

2.4.3 Analyse ausgewdhlter Serummetabolite

Im Serum der Versuchstiere wurden die Konzentrationen von Triglycerol, Gesamtcholesterin,
sowie HDL- (high-density lipoprotein) Cholesterin und LDL- (low-density lipoprotein)
Cholesterin gemessen. Die Analysen erfolgten im Zentrallabor des Universitatsklinikums Halle
(Saale) unter Verwendung enzymatisch-photometrischer Standard-Analysetechniken
(Beckmann Coulter Synchron-Systeme, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) und

Messung mit Hilfe des Beckmann Coulter DxC 800 System:s.
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2.4.4 Molekularbiologische Analyse der Expression spezifischer NK-Zell-Rezeptoren

Mittels Precellys 24 (Peqlab, Erlangen, Deutschland) und einer Trizol-basierten
Extraktionsmethode (Sigma-Aldrich) wurde die gesamte RNA der gefrorenen Milzen gemaR
den Empfehlungen des Herstellers extrahiert. Dazu wurden von jeder Milz ein identisch groRRes
Stiick mit 1 ml Trizol behandelt und anschliefend unter Zusatz von Keramikkigelchen zwei Mal
fir je 15 sek bei 50000 rpm homogenisiert. Nach Zugabe und Vermischung von 200 pl
Chloroform wurden die Proben fiir 15 min bei 4 °C und 16200 x g zentrifugiert, um eine
Phasentrennung zu erreichen. AnschlieBend wurde die RNA-enthaltende obere wassrige Phase
abgenommen und mit kaltem Isopropanol versetzt. Nach einer 10-minitigen Ruhephase in der
die RNA-Fdllung stattfinden konnte, wurde die Probe fir 10 min bei 4 °C und 16200 x g
zentrifugiert. Zu dem entstandenen Pellet wurde nach Abnahme des Uberstandes 1 ml kaltes
75 % Ethanol/DEPCs gegeben und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt diente dem Waschen des
Pellets und wurde anschlielend nochmals wiederholt. Nach Trocknung des Pellets wurde es in
DEPC-Wasser auf Eis gel6st und die Konzentration und Reinheit der RNA photometrisch
bestimmt. AnschlieRend erfolgte die Uberpriifung der Integritit der RNA durch eine Agarose-
Gelelektrophorese mit einem 1,5 % Agarosegel in TAE-Puffer. Mittels einer DNase-Behandlung
(Promega, Madison, WI, USA) wurde bewirkt, dass sich keine, die Reverse-Transkriptase-
Reaktion stérende DNA mehr in den Proben befand. AnschlieBend wurden Reinheit und
Konzentration der Proben erneut Uberprift. Die folgende cDNA-Synthese durch eine Reverse-
Transkriptase-Reaktion wurde gemal der Anleitung des Lieferanten (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA) durchgefiihrt. Dazu wurden, um die Bindung des Primers an die mRNA zu
ermoglichen 2 ug RNA und 1 pl Oligo-dT-Primer mit DEPC-Wasser auf 11 pl aufgefillt und fir
5 min bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte nach Zugabe von 8 ul eines Mastermixes (4 pl
Reaktionspuffer, 2 pul 10 mM dNTPs, 1 pl RNase-Inhibitor und 1 pl DEPC-Wasser) eine
5-minltige Inkubation bei 37 °C. SchlieRlich wurde der Probe fiir die finale Transkription 1 pul
Reverse-Transkriptase zugesetzt und fiir 60 min bei 42 °C inkubiert. Um das Enzym wieder zu
deaktivieren erfolgte als letzter Schritt eine 10-minltige Inkubation bei 70 °C. Die
Konzentrationen der mRNA der Gene wurden mittels Real-time Polymerase-Kettenreaktion
(iQ5, BioRad) mit SYBR Green Fluorescein Mix (BioRad) gemessen. Die verwendeten
rattenspezifischen Primer (Sigma-Aldrich) und Sequenzen sind in Tabelle 1 dargestellt. Um die
Zielgenwerte zu normalisieren, wurden die Werte fir die Haushaltsgene Ppia
(Peptidylprolylisomerase A, Cyclophilin A) als Referenz verwendet. Die relative mRNA-

Konzentration wurde, bestimmt durch eine Standardkurve mit unterschiedlichen
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Verdinnungen der Primer, unter Verwendung des AACt-Verfahrens (Pfaffl 2001) und der

individuellen Amplitudeneffektivitat fiir jeden Primer berechnet.

Tabelle 1: Charakteristika der spezifischen Primer der RT-PCR-Analysen; Bp, Basenpaare; Fw, forward; RV, reverse;
NCBI, National Center for Biotechnology Information

Gen Protein Sequenz Bp NCBI Referenz

Ppia CypA Fw:GTGTTCTTCGACATCACG 92 NM_017101
Rv:TGTCTGCAAACAGCTCGAAG

Kirk1 NKG2D Fw:TTAATGAGAACAAAGCCTGG 199 NM_133512
Rv:GTTAACTCGTTGGGTGATAG

Ncrl NKp46 Fw:AGACCCTGTTTCTTCTCTTG 197 NM_057199
Rv:TGAGCTTCTCATGATCCTTC

Ncr3 NKp30 Fw:AAGAGCCTCCTCAACAAG 94 NM_181822
Rv:AGAAAGCTGAGGGCATAG

2.5 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, USA) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf P < 0,05 festgelegt. Mit
Ausnahme der absoluten Tumoranzahlen wurden alle Daten als Mittelwerte + dem
Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean, SEM) angegeben. Zur Ermittlung von
Unterschieden zwischen den Einzelgruppen diente die einfaktorielle Varianzanalyse (One-way
ANOVA) sowie der Tukey-Post-hoc-Test. Mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse (Two-way
ANOVA) wurde der Einfluss der Hochfettdiat unabhangig von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung

beurteilt.
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3. Ergebnisse

3.1 Gewichtsentwicklung der Versuchstiere

Vor Beginn der Fltterung wurden alle Versuchstiere gewogen, wobei das durchschnittliche
Korpergewicht der Ratten 296,3 + 36,7 g betrug. AnschlieRend erfolgte eine
gewichtsadjustierte Einteilung der Versuchstiere in vier Gruppen. Zum Zeitpunkt der Injektion
von Azoxymethan, bzw. von NaCl (acht Wochen nach Beginn der Fiitterung), gab es noch keine
signifikanten Gewichtsunterschiede zwischen den Kontroll- und DIO-Tieren. In den ersten acht
Versuchswochen steigerten die Ratten unter hochkalorischer Diat ihr Gewicht um
durchschnittlich 68,6 %, wahrend sich das Gewicht der Kontrolltiere um 65,4 % erhohte.
Signifikante Unterschiede der Gewichtszunahme zwischen den normalgewichtigen und den

DIO-Tieren wurden ab der 30. Woche nach Beginn der Fiitterung festgestellt (Abbildung 4).
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S '
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o ]
O  400- :
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00—+
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Abbildung 4: Gewichtsentwicklung der vier Versuchstiergruppen Uber 45 Wochen von normalgewichtigen
(Kontrolle) und Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder Azoxymethan (AOM)
behandelt wurden.
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Am Versuchsende wiesen die Tiere der beiden DIO-Gruppen deutlich signifikante Unterschiede
beziiglich des Koérpergewichtes im Vergleich zu ihrer jeweiligen Kontrollgruppe auf (P < 0,05,
Abbildung 5).

Auch der Vergleich zwischen den DIO-Ratten und den Kontrolltieren ohne Berlicksichtigung
der Behandlung mit Azoxymethan bzw. NaCl mittels Two-way-ANOVA-Analyse zeigte
signifikante Unterschiede beziiglich des Kérpergewichtes der Ratten (P < 0,01). Die Behandlung
mit Azoxymethan oder NaCl hatte hingegen keinen wesentlichen Einfluss auf die

Gewichtsentwicklung der normalgewichtigen und adipdsen Versuchstiere.
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Abbildung 5: Gewichtsunterschiede zum Versuchsende von normalgewichtigen (Kontrolle) und (ibergewichtigen
(DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit * (P < 0,05) bzw. ** (P < 0,01) gekennzeichnet. Die Two-
way-Anova-Analyse zum Einfluss der Hochfettdidat unabhdngig von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und DIO-Gruppen. (P < 0,01)
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3.2 Futter- und Energieaufnahme

Die taglich aufgenommene Futtermenge war bei den Ratten, welche die DIO-Diat erhielten,
signifikant geringer als bei den Kontrolltieren (Two-way-ANOVA; P < 0,01; Abbildung 6a). Die
Analyse der Futteraufnahme zwischen den Einzelgruppen ergab signifikante Unterschiede
zwischen der AOM-behandelten Kontroll- und DIO-Gruppe (P < 0,05). Demgegeniiber war die
reduzierte Futteraufnahme zwischen NaCl-behandelten Kontroll- und DIO-Tieren nicht

signifikant.

Aufgrund des hoheren Energiegehaltes der DIO-Diat war die tagliche Energieaufnahme der
Tiere, welche das hochkalorische Futter bekamen, dennoch signifikant hoher als bei den
Kontrolltieren (Two-way-ANOVA; P< 0,0007; Abbildung 6b). Dabei war die Energieaufnahme
bei AOM-behandelten DIO-Tieren gegeniiber AOM-behandelten NaCl-Tieren signifikant erhoht
(p < 0,01), wahrend die Unterschiede in der Energieaufnahme bei den NaCl-behandelten

Versuchstieren nicht signifikant waren (Abbildung 6b).
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Abbildung 6a und b: Tagliche Futteraufnahme (a) und té&gliche Energieaufnahme (b) von normalgewichtigen
(Kontrolle) und tibergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder Azoxymethan (AOM)
behandelt wurden. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit * (P < 0,05) und ** (P <
0,01) gekennzeichnet. Die Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der Hochfettdidt unabhangig von der NaCl- bzw.
AOM-Behandlung ergab signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und DIO-Gruppenina (P < 0,01),in b (P <
0,001)
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Durch die unterschiedliche Zusammensetzung der beiden Diaten (DIO-Futter mit 34 %
Fettgehalt und Kontrollfutter mit 4 % Fettgehalt) gewannen die mit der DIO-Diat gefltterten
Tiere signifikant mehr Energie Gber die Aufnahme von Fetten als die Ratten der jeweiligen
Kontrollgruppen (Two-way-ANOVA, P<0,001, Abbildung 7). Dabei war die tagliche
Fettaufnahme sowohl bei den NaCl- als auch bei den AOM-behandelten DIO-Tieren gegenliber
der jeweiligen Versuchsgruppe mit normokalorischem Futter signifikant erhéht (P < 0,001,

Abbildung 7a).

Die Energieaufnahme aus Kohlenhydraten war sowohl bei NaCl- als auch bei AOM-Behandlung
bei den Tieren mit hochkalorischer Diat signifikant geringer als bei den Kontrolltieren, bei
denen Kohlenhydrate den Hauptteil der Energieaufnahme darstellten (P < 0,001; Two-way-

ANOVA; P < 0,0001; Abbildung 7b).

Der aufgenommene Anteil der Energie aus Proteinen war bei den DIO-Ratten im Vergleich zu
den Kontrollratten insgesamt signifikant geringer (Two-way-ANOVA; P < 0,05), zwischen den

einzelnen Gruppen wurde allerdings keine Signifikanz erreicht (Abbildung 7c)
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Abbildung 7a-c: Umsetzbare Energie aus der Fettaufnahme pro Tag bei normalgewichtigen (Kontrolle) und
Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder Azoxymethan (AOM) behandelt wurden.
Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit ** (P < 0,01) bzw. *** (P < 0,001)
gekennzeichnet. Die Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der Hochfettdidt unabhéngig von der NaCl- bzw. AOM-
Behandlung ergab beziiglich der Fett- (a) und Kohlenhydrataufnahme (b) signifikante Unterschiede zwischen den
Kontroll- und DIO-Gruppen (P < 0,001). Hinsichtlich der Proteinaufnahme (c) konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden.
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3.3 Viszerale Fettmasse

Am Versuchsende wurde die viszerale Fettmasse, welche sich aus epididymalem,
mesentrialem und omentalem Fett zusammensetzte, bei jedem Tier bestimmt. Eine Two-way-
Analyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den DIO-Tieren und den Kontrolltieren (P <
0,001), wobei die DIO-Ratten durchschnittlich 58,2 % mehr viszerales Fett aufwiesen als die
Kontrolltiere. Zudem konnten im Vergleich der Einzelgruppen sowohl bei NaCl- als auch bei
AOM-Behandlung Unterschiede im Signifikanzbereich zwischen der jeweiligen DIO-Gruppe und
der korrespondierenden Kontrollgruppe festgestellt werden (P < 0,05). Des Weiteren war die
viszerale Fettmenge bei AOM-behandelten Kontrolltieren gegeniliber NaCl-behandelten

Kontrolltieren signifikant erniedrigt (P < 0,05).

3.4 Anzahl der Kolontumoren

Bei der Analyse der Darmabschnitte konnte festgestellt werden, dass NaCl-behandelte Tiere
unabhangig von der erhaltenen Didt keine Kolontumoren ausgebildet hatten. In beiden
Versuchstiergruppen, welche mit Azoxymethan behandelt worden waren, entwickelten sich
erwartungsgemaR Kolontumoren. Insgesamt waren bei den DIO-Tieren mehr Tumoren
ausgebildet, als bei der korrespondierenden normalgewichtigen Kontrollgruppe (DIO-AOM 9
Tumore vs. KO-AOM 6 Tumore, Abbildung 8). Die Lokalisation der Neoplasien unterschied sich
dabei zwischen den Gruppen: Wahrend die Kontrolltiere ein gleichmaRiges Verteilungsmuster,
je drei Tumoren im proximalen und drei Tumoren im distalen Darmabschnitt zeigten, befanden
sich bei den adipésen Ratten 33,3 % der Tumoren im proximalen Anteil und 66,6 % der
Tumoren im distalen Anteil des Darmes. Zudem konnten bei allen Versuchstieren

makroskopisch keine Metastasen in anderen Organen festgestellt werden.
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Anzahl der Tumoren

Abbildung 8: Anzahl der Kolontumore bei normalgewichtigen (Kontrolle) und libergewichtigen (DIO, diet-induced
obesity) Ratten, die mit NaCl bzw. Azoxymethan (AOM) behandelt wurden.

3.5 Histologische Differenzierung der Tumoren

Die histologische Untersuchung der identifizierten Tumoren ergab, dass sich die beiden mit
Azoxymethan behandelten Versuchstiergruppen nicht nur in Anzahl, Gewicht und GréRRe der
Tumoren, sondern insbesondere in der Tumordignitdt unterschieden. So waren bei den
Kontrolltieren 50 % der Tumoren Adenome und 50 % Karzinome. Bei den DIO-Ratten dagegen
handelte es sich in 89 % der Falle um Karzinome und nur 11 % waren Adenome (Abbildung 10).
Abbildung 11 zeigt exemplarisch makroskopische Aufnahmen unauffilliger Darmabschnitte,
sowie adenomatdse und karzinomatdse Veranderungen im Darm von AOM-behandelten
Kontroll- und DIO-Ratten, sowie reprasentative mikroskopische Bilder von gesundem

Kolongewebe, einem Adenom und einem Adenokarzinom.
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3.6 GroRe und Gewicht der Tumoren

Die Tumore der adipdsen Tiere hatten eine durchschnittliche GroRe von 47,7 + 13,3 mm? und
waren damit deutlich groBer als die der normalgewichtigen Vergleichsgruppe, deren
TumorgroRe 25,9 + 12,9 mm? betrug. In beiden Gruppen waren die histologisch identifizierten

malignen Karzinome groRRer als die als benigne einzustufenden Adenome (Abbildung 9).
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Abbildung 9: GroRe der Tumoren unter Beriicksichtigung der Tumorhistologie bei normalgewichtigen (Kontrolle)
und Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, die mit Azoxymethan (AOM) behandelt wurden.

Die Unterschiede im Tumorwachstum zwischen den AOM-behandelten Kontroll- und DIO-
Gruppen wurden auch anhand des Tumorgewichtes deutlich. Das durchschnittliche Gewicht
der Neoplasien betrug bei den DIO-Tieren 14,5 + 4,7 mg und war damit mehr als doppelt so
hoch wie das Tumorgewicht der Kontrollgruppe, bei der die Tumore 6,8 = 4,8 mg wogen
(Abbildung 10). Die Unterschiede in GréRe und Gewicht der Tumoren waren jedoch nicht

signifikant.
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Abbildung 10: Vergleich des durchschnittlichen Tumorgewichtes bei normalgewichtigen (Kontrolle) und
Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten nach Behandlung mit Azoxymethan (AOM).
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Abbildung 11: (A-F) Makroskopische Befunde von normalem Kolongewebe, kolorektalen Adenomen und
kolorektalen Adenokarzinomen nach der Behandlung von normalgewichtigen Ratten (A-C) sowie diatinduziert-
fettleibigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten (D-F) mit Azoxymethan (AOM). (G-1) Representative mikroskopische
Befunde von gesundem Kolongewebe (G), einem kolorektalem Adenom (H) und einem kolorektalen Karzinom (1)
(scale bar, 100 um).
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3.7 Immunhistochemische Analyse der Milzen

Die Auszdhlung der immunhistochemisch angefarbten NK-Zellen in den Milzen der
Versuchstiere ergab eine signifikant verminderte Zellzahl in den Milzen der DIO-Ratten im
Vergleich zu den normalgewichtige Kontrollgruppen (Two-way-ANOVA; P < 0,05). Ein Vergleich
der Einzelgruppen ergab allerdings keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 12). In
Abbildung 13 sind reprasentative Schnitte einer AOM-behandelten Kontroll- und DIO-Ratte mit

immunhistochemischer Anfarbung der NK-Zellen.
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Abbildung 12: Anzahl der NK-Zellen in den Milzen von normalgewichtigen (Kontrolle) und tbergewichtigen (DIO,
diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Die Daten wurden als
Mittelwerte + des Standardfehlers bei je n = 5 Tieren pro Einzelgruppe dargestellt. Die Two-way-ANOVA-Analyse zum
Einfluss der Hochfettdiat unabhangig von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab signifikante Unterschiede zwischen
den Kontroll- und DIO-Gruppen (P < 0,05).
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Abbildung 13: Reprdsentative immunhistochemische Bilder von NK-Zellen (dunkelblau) in der Milz von
normalgewichtigen Kontrolltieren (a) und Gbergewichtigen DIO (DIO, diet-induced obesity)-Tieren (b), welche mit

Azoxymethan (AOM) behandelt wurden (scale bar, 100 um).

3.8 Molekularbiologische Untersuchungen des Milzgewebes

Die Messungen der Expression der aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren Klrk1l/NKG2D und
Ncrl/NKp46 ergab signifikant geringere Werte im Milzgewebe der DIO-Ratten sowohl bei
AOM- als auch bei NaCl-Behandlung verglichen mit der jeweiligen korrespondierenden

Kontrollgruppe (P < 0,05; Two-way-Anova; P < 0,001, Abbildung 14).
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Abbildung 14: Expression der mRNA des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors Kirkl/NKG2D in der Milz bei
normalgewichtigen (Kontrolle) und Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder
Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden
mit * (P < 0,05) gekennzeichnet. Die Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der Hochfettdidt unabhangig von der
NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und DIO-Gruppen (P < 0,001).

NaCl- und AOM-behandelte Versuchstiere mit DIO-Didt wiesen gegeniliber den
korrespondierenden normalgewichtigen Kontrolltieren eine signifikant verringerte mRNA-
Expression des Ncrl/NKp46-Rezeptors auf (P < 0,01 bzw. P < 0,001; Two-way-Anova; P <
0,001). Bei den Kontrolltieren fiihrte die Behandlung mit Azoxymethan zu einer signifikant
erhdhten Expression des Ncrl/NKp46-Rezeptors im Vergleich zu den NaCl-behandelten Tieren
(P < 0,05). Diese verstarkte Expression konnte bei den DIO-Tieren nicht beobachtet werden

(Abbildung 15).

Die Expression des Ncr3/NKp30-Rezeptors war bei den DIO-Tieren ebenfalls geringer als bei

den Kontrollratten, die Werte erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Expression der mRNA des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors Ncrl/NKp46 in der Milz bei
normalgewichtigen (Kontrolle) und Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder
Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit *
(P < 0,05), ** (P < 0,01) bzw. *** (P < 0.001) gekennzeichnet Die Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der
Hochfettdidat unabhangig von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Kontroll- und DIO-Gruppen (P < 0,001).
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Abbildung 16: Expression der mRNA des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors Ncr3/NKp30 in der Milz bei
normalgewichtigen (Kontrolle) und Ubergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder
Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Die Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der Hochfettdidt unabhangig
von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll- und DIO-
Gruppen.
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3.9 Serumkonzentrationen ausgewahlter Metabolite

Die Konzentrationen von Triglyzeriden und Gesamtcholesterin im Serum der Ratten zeigten
keine wesentlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchstiergruppen (Abbildung 17
a und b). Demgegeniiber war die HDL-Serumkonzentration bei DIO-Tieren im Vergleich zu
Kontrolltieren signifikant verringert (Two-way-ANOVA; P < 0,01). Die Analyse der
Einzelgruppen ergab eine signifikante Verringerung der HDL-Konzentration bei den NaCl-
behandelten, nicht jedoch bei AOM-behandelten, DIO-Tieren (P < 0,01; Abbildung 17c).

Die Messung der LDL-Konzentrationen im Serum war sowohl bei NaCl-behandelten als auch
bei AOM-behandelten Versuchstieren mit DIO-Futter im Vergleich zur korrespondierenden
normalgewichtigen Kontrollgruppe signifikant erhéht (Two-way-ANOVA; P < 0,001). Dabei
hatte die Behandlung mit NaCl und AOM keinen Einfluss (Abbildung 17d).
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Abbildung 17 a-d: Serumkonzentrationen von Triglyzeriden, Gesamtcholesterin, HDL (high-density lipoprotein

=

Cholesterin und LDL (low-density lipoprotein) Cholesterin bei normalgewichtigen (Kontrolle) und Gbergewichtigen
(DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl oder Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Signifikante

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit ** (P < 0,01) bzw. *** (P < 0.001) gekennzeichnet Die
Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der Hochfettdiat unabhangig von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab bei

Triglyzeriden und Gesamtcholesterin keine signifikanten Unterschiede; die HDL- und LDL-Konzentrationen
unterschieden sich zwischen den DIO- und Kontrollgruppen signifikant (HDL, P < 0,01; LDL, P < 0,001).
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3.10 Zytokin-Plasmakonzentration

Die mit Hilfe der Luminex-Methode bestimmte Konzentration von Leptin im Plasma der DIO-
Ratten war im Vergleich zu den Kontrolltieren tendenziell erhdoht, es wurde jedoch kein
Signifikanzniveau erreicht (Two-way-ANOVA; P = 0,06). Bei Betrachtung der einzelnen
Versuchstiergruppen konnten keine Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 18a).

Im Plasma der DIO-Ratten zeigte sich eine Erh6hung der proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-1PB verglichen mit den normalgewichtigen Kontrolltieren, wobei lediglich die Werte fir
die IL-1B-Konzentration Signifikanz erreichten (Two-way-Anova; TNF-a, P < 0,12; IL-1B, P <
0,05, Abbildung 18b und c). Dabei waren die unterschiedlichen Plasmakonzentrationen von
Leptin, TNF-a und IL-1B unabhéngig von der Behandlung der Tiere mit Azoxymethan oder NaCl.
Zudem zeigten sich signifikante Konzentrationsunterschiede von IL-10 zwischen DIO-Ratten
und den normalgewichtigen Kontrolltieren (Two-way-Anova; P < 0,05). Der Vergleich der
Einzelgruppen ergab eine signifikante Erniedrigung der IL-10-Plasmakonzentrationen bei den
DIO-Tieren mit NaCl-Behandlung im Vergleich zu den mit NaCl-behandelten Kontrolltieren (P <
0,05). Des Weiteren wiesen die normalgewichtigen AOM-behandelten Ratten signifikant
geringere IL-10 Konzentrationen als die entsprechende normalgewichtige NaCl-behandelte
Kontrollgruppe auf (P < 0,05). Zwischen den DIO- und normalgewichtigen Tieren mit AOM-
Behandlung konnten hingegen keine wesentlichen Konzentrationsunterschiede fir IL-10

festgestellt werden (Abbildung 18d).
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Abbildung 18: Plasmakonzentrationen von Leptin, Tumornekrose-Faktor (TNF)-a , Interleukin (IL)-1B und IL-10
bei normalgewichtigen (Kontrolle) und Gbergewichtigen (DIO, diet-induced obesity) Ratten, welche mit NaCl
oder Azoxymethan (AOM) behandelt wurden. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
wurden mit * (P < 0,05) gekennzeichnet. Die Two-way-ANOVA-Analyse zum Einfluss der Hochfettdiat
unabhangig von der NaCl- bzw. AOM-Behandlung ergab bei Leptin und TNF-a keine signifikanten
Unterschiede; die IL-1B - und IL-10 -Konzentrationen unterschieden sich zwischen den DIO- und
Kontrollgruppen signifikant (IL-1B, P < 0,05; IL-10, P < 0,05).
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4, Diskussion

Die global steigende Anzahl an {bergewichtigen und adipésen Personen sowohl in
Industrielandern als auch in Schwellen- und Entwicklungslandern stellt ein weltweit
wachsendes gesundheitliches Problem dar. In verschiedenen Studien konnte belegt werden,
dass die zunehmende Adipositas direkt mit steigenden Inzidenzraten verschiedener
Karzinome, unter anderem des kolorektalen Karzinoms assoziiert ist (Laiyemo 2014; Renehan
et al. 2010; WHO 2014). AuRerdem konnten erhdhte Komplikationsraten in der Versorgung
und gesteigerte Mortalitatsraten bei adiposen Menschen mit kolorektalem Karzinom
gegeniber normalgewichtigen erkrankten Personen festgestellt werden (Fedirko et al. 2014;
Heus et al. 2016; Kocarnik et al. 2016; Renehan et al. 2010). Als Ursache dieses
Zusammenhangs werden unter anderen die entzlindlichen Prozesse und beeintrachtigte
Immunfunktionen, wie sie bei Adipositas entstehen, angesehen. So wurden bei adip6sen
Menschen erhdhte Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine festgestellt (Harvey et al.
2011). AuBerdem konnten eine verdanderte Anzahl sowie funktionelle Defizite von NK-Zellen
bei Adipositas beobachtet werden (Harvey et al. 2011; Laue et al. 2015; Nave et al. 2008). NK-
Zellen, welche zum angeborenen Immunsystem gehoren, haben wichtige Funktionen bei der
Abwehr von Tumorzellen (Schitt und Broker 2011). Ebenso konnte gezeigt werden, dass
Adipositas zu einer Beeintrachtigung von Immunfunktionen, speziell der NK-Zell-Funktionalitat
fihren kann (Wrann et al. 2012). Auf der Grundlage dieses Wissens wurde die These
aufgestellt, dass Adipositas durch die Beeintrachtigung der NK-Zell-Funktionalitat das Risiko
kolorektale Karzinome zu entwickeln entscheidend erhéht.

Tiermodelle mit Fltterung einer Hochfettdiat wurden bereits in vielen Studien erfolgreich zur
Induktion von Adipositas, Dyslipidamie, Steatose, einer gestorten Glukosetoleranz sowie um
eine erhohte Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine hervor zu rufen, verwendet
(Buettner et al. 2007; Kira Laura Piotrowitz 2016; Takahashi et al. 2012). Bei Versuchstieren
wird die Diat-induzierte Adipositas fir Untersuchungen zum Einfluss von erhéhtem
Korpergewicht und vermehrter Fettmasse auf verschiedenste Korperfunktionen verwendet. Im
Gegensatz zu Tiermodellen mit genetisch bedingter Adipositas kann somit der Einfluss einer
vermehrten Energie- und Fettaufnahme durch erhohte Nahrungsaufnahme auf den
Metabolismus untersucht werden. Wie erwartet, zeigte sich im Rahmen dieser Studie bei der
Gruppe der Diat-induziert adipésen Ratten ab der 30. Woche nach Beginn der Flitterung eine

signifikante Erhohung von Korpergewicht und viszeralem Fettgewebe gegeniber der
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normokalorischen  Kontrollgruppe. Die Auswertung von Futter-, Energie- und
Nahrstoffaufnahme bei den Versuchstieren konnte zeigen, dass bei Fitterung der
hochkalorischen Hoch-Fett-Diat trotz geringerer Futteraufnahme eine vermehrte Energie- und
Fettzufuhr zu erhéhtem Korpergewicht und viszeralen Fettmenge fiihrte.

Bei der Analyse der Daten zu Tumoranzahl, -gewicht und -groRe ergaben sich ebenfalls
deutliche Unterschiede zwischen den adipdsen und normalgewichtigen Versuchstieren. So
wiesen die fettleibigen Tiere, welche mit AOM behandelt wurden eine héhere Anzahl sowie
GroRe und Gewicht an Tumoren auf, als die normalgewichtigen Kontrolltiere, welche die AOM-
Injektionen erhielten. Des Weiteren zeigten sich deutliche Unterschiede in der Dignitdt der
untersuchten Kolontumoren. Wahrend sich unter den Tumoren der normalgewichtigen Ratten
ebenso viele Adenome wie Karzinome fanden, entwickelten die adipdsen Ratten deutlich mehr
Karzinome als Adenome. Diese Daten sind ein erneuter Beleg fiir ein bestehendes erhohtes
Risiko flir kolorektale Karzinome bei Adipositas, wie bereits mehrere vorangegangene Studien
demonstrierten (Kocarnik et al. 2016; Laiyemo 2014).

Chronische Entziindungsreaktionen, wie sie bei Adipositas zu beobachtet sind, werden als eine
mogliche Ursache fir die positive Korrelation zwischen Fettleibigkeit und der Entstehung
kolorektaler Karzinome angesehen, da chronische Entziindungsreize die Entartung intestinaler
Zellen fordern kénnen (Coussens und Werb 2002; Harvey et al. 2011). Die Arbeitsgruppe
Bremer und lJialal konnte zeigen, dass es bei Adipositas zu einem Anstieg von Monocyte
Chemoattractant Protein (MCP)-1, einem Chemokin, welches fiir die Migration von Zellen des
Immunsystems, kommt. Damit kdnnen sich vermehrt Immunzellen, wie Monozyten, T-Zellen
und Dendritische Zellen in verschiedenen Geweben ansammeln. AuRerdem waren in dieser
Studie erhdhte Plasma-Konzentrationen von Adipokinen, u.a. IL-1, IL-6, IL-8 und Leptin sowie
ein erniedrigter Plasma-Spiegel von Adiponektin zu messen (Bremer und Jialal 2013). Vor allem
der Anstieg der proinflammatorisch wirkenden Botenstoffe IL-1B, IL-6, IL-17 und TNF-a bei
einer Zunahme an Fettgewebe konnte in diversen Studien belegt werden (Chang et al. 2013;
Chen 2011; Harvey et al. 2011; Rosen und Spiegelman 2006). In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen konnte im Rahmen dieser Arbeit ein Anstieg der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und IL-1B im Plasma der DIO-Ratten gemessen werden. Demgegeniiber war die
Konzentration des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 bei den fettleibigen Versuchstieren
gegenliber den normalgewichtigen Kontrolltieren ohne AOM-Behandlung signifikant
vermindert. Auch diese Ergebnisse stehen im Konsens mit den Daten bisheriger
Untersuchungen (Bosutti et al. 2008; Chang et al. 2013). In einer Querschnittsstudie an
Jugendlichen im Alter von etwa 12-14 Jahren und unterschiedlichem BMI untersuchte die

Arbeitsgruppe Chang et al. einzelne Plasmazytokinkonzentrationen bei Adipositas. Dabei
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wiesen die ibergewichtigen Probanden neben erhéhten Konzentrationen flir TNF-a und IL-1
erniedrigte Plasmaspiegel von IL-10 auf. Die gesteigerte Konzentration von IL-1B bei Adipositas
korrelierte dabei mit dem erniedrigten IL-10-Plasmaspiegel der untersuchten Personen (Chang
et al. 2013). IL-10 ist ein antiinflammatorisch wirkendes Zytokin, welches von einer Vielzahl an
Zellen, beispielsweise Leukozyten, T- und B-Zellen, Makrophagen, Monozyten und
Dendritischen Zellen produziert wird (Shouval et al. 2014). Die immunsuppressive Wirkung
wird unter anderem durch die Hemmung der Sekretion proinflammatorischer Botenstoffe wie
IL-12 und TNF-a bewirkt (Rahim et al. 2005). In vitro-Untersuchungen konnten belegen, dass
IL-10 die Zytotoxizitdat von NK-Zellen erh6ht und auerdem die Sekretion von Zytokinen wie
INF-y durch NK-Zellen steigert (Mocellin et al. 2004; Qian et al. 2006). Des Weiteren fordert IL-
10 die Proliferation von NK-Zellen (Cai et al. 1999). IL-1B besitzt dagegen proinflammatorische
Wirkung und beeintrachtigt sowohl die Entwicklung von NK-Zellen als auch deren
Funktionalitat (Elkabets et al. 2010). Mit dem Wissen um die Einfllisse von IL-1p und IL-10 ist
anzunehmen, dass die hohen Plasmaspiegel an IL-1B und die verminderten Konzentrationen
von IL-10 im Plasma der fettleibigen Versuchstiere dieser Studie inhibitorisch auf die
zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen gegeniber Tumorzellen wirken. Dies kdnnte eine
Erklarung fiir die hohere Inzidenz kolorektaler Karzinome der adipdsen Ratten gegeniiber den
normalgewichtigen Kontrolltieren in dieser Studie sein.

NK-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Abwehr maligner Zellen. Bisher existieren
keine Standardwerte fiir die Anzahl von zirkulierenden oder gewebsstandigen NK-Zellen im
Rahmen von Entziindungen oder malignen Prozessen beim Menschen oder der Ratte.
Allerdings fanden sich in friiheren Studien quantitative Unterschiede in Bezug auf die Anzahl
zirkulierender und gewebestindiger NK-Zellen bei fettleibigen Individuen im Vergleich zu
normalgewichtigen Menschen oder Versuchstieren. So wurden beispielsweise bei der Analyse
von Blutproben adipdser und normalgewichtiger Probanden signifikant weniger zirkulierende
NK-Zellen in den Proben adipdser Personen festgestellt als bei den normalgewichtigen
Kontrollpersonen (Lynch et al. 2009). Ebenso konnte im Tierversuch eine verminderte Anzahl
von NK-Zellen im Blut bei Didt-induziert adipdsen Ratten nachgewiesen werden (Spielmann et
al. 2017). Die Arbeitsgruppe Caspar-Bauguil et al. stellte bei der Untersuchung Diat-induziert
fettleibiger Mause fest, dass diese im Vergleich zu ihrer normalgewichtigen Kontrollgruppe
eine signifikant verringerte  Anzahl gewebsstiandiger NK-Zellen in den epididymalen
Fettpolstern aufweisen (Caspar-Bauguil et al. 2005). Auch bei Beobachtungen an Leptin-
Rezeptor-defizienten Mausen (db/db B6 mice) mit genetisch bedingter Adipositas, konnte
gezeigt werden, dass die NK-Zell-Zahl bei libergewichtigen Tieren in Leber, Milz und Lunge

stark vermindert ist (Tian et al. 2002). Verminderte NK-Zell-Zahlen bei fettleibigen Menschen
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in der Leber konnten aullerdem in einer Arbeit von Lautenbach et al. festgestellt werden
(Lautenbach et al. 2011). Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen im Rahmen
dieser Arbeit zur Analyse der Anzahl gewebestandiger NK-Zellen in der Milz Gberein. Auch im
Milzgewebe der adipdsen Versuchstiere konnten signifikant weniger NK-Zellen nachgewiesen
werden als in den Gewebeschnitten der normalgewichtigen Kontrolltiere. Zudem weisen die
Diat-induziert adipdsen Ratten eine verminderte Anzahl an NK-Zellen im Lebergewebe auf
(Ergebnisse der Promotionsarbeit von Vincent Goritz, medizinischer Doktorand der AG Prof.
Dr. Heike Kielstein; Bahr et al., 2017). Demgegeniiber zeigten Studien an adip&sen Ratten eine
verminderte Anzahl gewebsstandiger NK-Zellen vier Stunden nach Injektion von Leptin mit
einer normalgewichtigen Kontrollgruppe (Nave et al. 2008). Dabei ist anzumerken, dass sich
der Versuchsaufbau dahingehend von der vorliegenden Studie unterscheidet, dass die
Versuchstiere ein deutlich geringeres Gewicht nach einer relativ kurzen Fitterungsphase von
lediglich 8 Wochen aufwiesen. AulRerdem ist davon auszugehen, dass der Anstieg der NK-Zell-
Zahl eher auf eine Migration der Zellen in das Gewebe als auf eine verstarkte Proliferation
zurlick zu fiihren ist.

Fiir die erfolgreiche Reaktion der NK-Zellen auf Tumorzellen ist nicht nur die Anzahl der NK-
Zellen entscheidend, sondern auch der Rezeptorbesatz der Oberflache dieser Immunzellen.
Aus den drei identifizierten Gruppen in die sich die Rezeptormolekille von NK-Zellen
unterteilen lassen, die Killer-lmmunglobulin-dhnlichen-Rezeptoren (KIR), die C-Typ-Lektin-
Rezeptoren und die Natirlichen-Zytotoxizitdts-Rezeptoren (Lanier 1998), scheinen letztere
eine besondere Rolle in der Tumorabwehr zu spielen. Die Arbeitsgruppe um Moretta et al.
konnte 2001 zeigen, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen der Oberflachendichte
der Gruppe von Zytotoxizitdts-Rezeptoren und der Fahigkeit von NK-Zellen, verschiedene
Tumorzellen abzutéten, gibt (Moretta et al. 2001). Darliber hinaus konnten Spielmann et al.
zeigen, dass fettleibige Ratten eine reduzierte Expression der mRNA des aktivierenden NK-Zell-
Rezeptors NKG2D bei gleichzeitig vermehrtem Auftreten von Lungenmetastasen nach Injektion
von Mammakarzinomzellen aufwiesen (Spielmann et al. 2017). Ubereinstimmend zeigen die
Daten der hier beschriebenen Studie eine signifikant geringere mRNA-Expression der
aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren NKG2D und NKp46 bei adipdsen Tieren im Vergleich zu den
normalgewichtigen Kontrolltieren bei gleichzeitig erhéhter Tumorrate bei Adipositas. Die
Expression des NKp46-Rezeptors war zudem bei den normalgewichtigen AOM-behandelten
Versuchstieren deutlich héher als bei den normalgewichtigen Kontrolltieren ohne AOM-
Behandlung. Diese Daten deuten darauf hin, dass bei Normalgewicht eine
zytotoxizitatsfordernde Reaktion der NK-Zellen nach Behandlung mit dem Karzinogen

stattfindet; bei Adipositas jedoch eine Adaptation der NK-Zellen durch Hochregulierung der
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NKp46-Expression an das Tumorgeschehen ausbleibt. Diese Ergebnisse belegen somit eine
inaddquat erniedrigte NK-Zell-Aktivitat gegenlber Zielzellen bei Adipositas und kénnten damit
eine weitere Ursache fiir das erhohte Risiko fir die Entwicklung kolorektaler Karzinomen bei
fettleibigen Patienten und Versuchstieren darstellen.

Weitere Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Plasmakonzentrationen von Leptin der AOM-
behandelten DIO-Ratten verglichen mit den AOM-behandelten normalgewichtigen Tieren
tendenziell erhoht sind. Es existieren verschiedene Studien, die das im Fettgewebe produzierte
Peptidhormon Leptin und dessen Wirkung auf Zellen des Darmes untersuchten. Einige Studien
konnten in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit gesteigerte Leptin-
Plasmaspiegel bei Fettleibigkeit sowie eine positive Korrelation von BMI und Leptin-
Plasmakonzentration belegen (Dixit 2008; Zhang et al. 2005). Hardwick et al. wiesen in in vitro-
Experimenten nach, dass humane Darmkrebs-Zelllinien Leptin-Rezeptoren exprimieren. Uber
die Stimulation des Leptin-Rezeptors kann die p42/44 Mitogen-aktivierte Proteinkinase
phosphoryliert werden und Uber die sich anschlieBende Signalkaskade zur Steigerung der
Zellproliferation von Kolonkarzinomzellen fiihren (Hardwick et al. 2001). AuBerdem konnte in
einer weiteren Arbeit herausgefunden werden, dass Leptin sowohl die Angiogenese, als auch
die Zellinvasion und Adhé&sion Gber die JAK (Januskinase)- und ERK (extracellular signal-
requlated kinases)- Signalkaskaden verbessert und somit das Wachstum und Uberleben
kolorektaler Karzinomzellen bei Adipositas fordert (Chen 2011; Huang und Li 2000; Yoon et al.
2014). Des Weiteren beeinflusst Leptin auch die Funktionalitat, speziell die Zytotoxizitat, von
NK-Zellen. NK-Zellen exprimieren auf Ihrer Oberfliche den Leptin-Rezeptor Ob-R (Zhao et al.
2003). Zum einen konnte festgestellt werden, dass NK-Zellen nach einer Stimulation mit Leptin
in vitro eine gesteigerte Zytotoxizitdt aufweisen (Zhao et al. 2003). Aktuellere Studie
demonstrieren hingegen, dass NK-Zellen adipdser Probanden funktionelle Defizite nach in
vitro-Stimulation mit Leptin zeigen (Laue et al. 2015). So wirkt Leptin in erhohten
Konzentrationen und bei lang andauernder Stimulation inhibitorisch auf die NK-Zell-
Zytotoxizitat gegeniber verschiedener Tumorzellen und hemmt die Proliferation von NK-Zellen
(Wrann et al. 2012 Bahr et al. 2017). Weiterhin konnten zellphysiologische Versuche
nachweisen, dass eine Leptininkubation die Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptoren
reduziert (Bahr et al. 2017).

Diese Daten deuten darauf hin, dass die verminderte NK-Zell-Zytotoxizitat bei Adipositas durch
eine verminderte Expression aktivitatssteigernder Oberflachenrezeptoren auf NK-Zellen
bedingt ist.

Unter Berlicksichtigung des hemmenden Einflusses von Leptin auf die Zytotoxizitat und

Proliferation von NK-Zellen kann davon ausgegangen werden, dass die erhdhten Leptin-Spiegel



42

bei den fettleibigen Ratten dieser Arbeit zu einer verminderten NK-Zell-Reaktion gegeniiber
maligner Zellen im Darm der adipdsen Versuchstiere fihren. Zudem kénnte die proliferative
Wirkung von Leptin auf Darmzellen ein weiterer Grund fiir das gesteigerte Kolonkarzinomrisiko
bei Adipositas sein. Um weitere Erkenntnisse im Hinblick auf den Einfluss von Leptin und
anderen Adipokinen auf die Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptoren zu gewinnen, sind
weiterfiihrende in vitro- und in vivo-Untersuchungen notwendig. Beispielsweise koénnten
Analysen zur Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptoren im Blut adiposer und
normalgewichtiger Menschen und die Korrelation mit den Leptin- Plasmakonzentrationen die
Bedeutung von Leptin auf die Rezeptorexpression in Abhangigkeit vom Korpergewicht
spezifizieren. Zytotozitats-Untersuchungen an Zelllinien mit blockierenden Antikérpern, welche
sich gegen die aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren richten, kénnten weitere Erkenntnisse tber
die Rolle der NK-Zellen und ihrer Rezeptoren bei der Tumorabwehr bringen. AuBerdem sollten
zukiinftige Studien die Expression der verschiedenen NK-Zell-Rezeptoren direkt im Gewebe
von kolorektalen Karzinomen analysieren, um den Aktivitatszustand von NK-Zellen bei
normalgewichtigen und adipdsen Individuen hinsichtlich der unmittelbaren zelluldren
Tumorabwehr und in Folge dessen der Tumorentwicklung charakterisieren zu kénnen. Dariiber
hinaus kdnnen auch Untersuchungen fettleibiger und normalgewichtiger gesunder Menschen
im Vergleich zu Patienten mit kolorektalem Karzinomen unterschiedlichen Koérpergewichts
Erkenntnisse bezliglich der Anzahl und Aktivitdt von NK-Zellen im Blut in Abhdngigkeit von
Korpergewicht und Tumorstatus liefern.
Im Rahmen zukinftiger Studien sollte auch der eventuelle Einfluss der Tumor-
Mikroumgebung, wie beispielsweise die existierende Hypoxie im Tumorgebiet nadher
untersucht werden. Erste Studien konnten bereits belegen, dass der Zustand des
Sauerstoffmangels den Hypoxie-induzierbaren Faktor 1a in NK-Zellen aktiviert und in Folge
dessen zu einer verringerten Expression des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors NKG2D fiihrt
(Sarkar et al. 2013). Eine weitere Arbeit konnte zeigen, dass NK-Zellen unter Hypoxie eine
deutlich verringerte Aktivitat hinsichtlich der Abtotung und Lyse von Zielzellen aufweisen. Es
wurde aullerdem in vitro eine Beeintrachtigung der Expression der aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren NKp46, NKp30 und NKp44 unter hypoxischen Bedingungen nachgewiesen
(Balsamo et al. 2013).

Ein weiterer relevanter Aspekt fir zuklinftige Untersuchungen ist der Einfluss des
Bewegungsmangels auf NK-Zellen und die chronischen Entziindungsprozesse bei Adipositas. Es
ist bekannt, dass regelmalige korperliche Aktivitat die Immunfunktion des Kérpers erhéht, die
Ausschittung proinflammatorisch wirkender Zytokine wie das C-Reaktives Protein (CRP), IL-6

und TNF-a deutlich senkt und somit praventiv gegeniiber chronischen Erkrankungen wie
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Adipositas wirkt (Colbert et al. 2004). Eine weitere Studie demonstrierte, dass regelmaRiges
korperliches Training Einfluss auf die NK-Zell-Aktivitdt hat. Bei weiblichen Athleten konnte
nachgewiesen werden, dass die Aktivitdt von NK-Zellen bei sportlich aktiven Personen im
Vergleich zu inaktiven Personen erhoht ist (Nieman et al. 1993). Bewegungsmangel konnte
also ebenfalls durch die verminderte NK-Zell-Aktivitat und die fehlende Hemmung der
Zytokinausschittung einen Einfluss auf die gesteigerte Karzinogenese bei Adipositas haben.

Bisher unzureichend untersucht wurde weiterhin der Einfluss besonders zuckerhaltiger
Ernahrung auf die Karzinogenese. Studien zeigen, dass es nach Aufnahme von Mahlzeiten mit
einem hohen glykdamischen Index zum akuten Anstieg von Entziindungsparametern kommt
(Dickinson et al. 2008). Der Bericht der WCRF (World Cancer Research Fundation) und des AICR
(American Institute for Cancer Research) legt eine Assoziation von zuckerhaltigen Speisen und
der Entstehung kolorektaler Karzinome nahe, wohingegen Studien, welche u.a. die EinflUsse
von Saccharose und Fruktose auf die Karzinogenese speziell im Darm untersuchte, diesen
Zusammenhang nicht belegen konnten (Wang et al. 2014; World Cancer Research Fund
International und American Institute for Cancer Research 2007). Moglicherweise fiihrt im
Rahmen von Ubererndhrung neben dem Einfluss einer Hochfettdiit auch eine erhéhte
Glukoseaufnahme zur Beeinflussung der NK-Zell-Funktion. In vitro-Versuche an Glukose-
behandelten NK-Zellen konnten Aufschluss (iber die Bedeutung einer erhohten

Glukoseverfligbarkeit fur die NK-Zell-Aktivitat geben.

In Anbetracht der Schatzung der WCRF und des AICR, dass etwa 45 % der Fille von
kolorektalen Krebserkrankungen in Hochrisikogruppen durch Diat-Modifikation, korperliche
Aktivitat und Gewichtskontrolle vermieden werden konnten (World Cancer Research Fund
International und American Institute for Cancer Research 2007), gewinnt neben verschiedenen
Therapiemoglichkeiten die Pravention von Adipositas zunehmend an Bedeutung. Bereits 2002
wurde durch Arbeiten von Bianchini et al. gezeigt, dass die Vermeidung einer exzessiven
Gewichtszunahme ein bedeutender Faktor in der Krebsvorsorge sein kénnte (Bianchini et al.
2002). Kurz darauf konnte nachgewiesen werden, dass ein Gewichtsverlust bei bestehendem
Ubergewicht das Risiko fiir die Entstehung maligner Tumoren, speziell kolorektaler Karzinome,
senkt (Parker und Folsom 2003). Demgegeniiber existieren auch Studien in denen der
Zusammenhang zwischen Gewichtsreduktion und Tumorentstehung nicht belegt werden kann
(Laiyemo et al. 2012). In der randomisierten kontrollierten Studie von Laiyemo et al. wurde
Uber einen Versuchszeitraum von vier Jahren untersucht, ob Gewichtsverlust induziert durch
verschiedene Didten das Risiko fiir Rezidive von kolorektalen Adenomen, welche

Vorlauferldsionen fir kolorektale Karzinome darstellen, senkt. Dieser Zusammenhang konnte
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jedoch nicht bestatigt werden. Es ist allerdings anzumerken, dass von den insgesamt 1826
Teilnehmern der Studie nur 492 Personen einen BMI Gber 30 kg/m2 aufwiesen und von diesen
nur 119 Probanden nach vier Jahren mehr als 10 kg an Gewicht verloren hatten. AulRerdem
wurden die Teilnehmer nur zu Beginn und am Ende der Studie gewogen, sodass nicht
detektiert wurde, wann und wie (kontinuierlich oder Uber einen kurzen Zeitraum) der
Gewichtsverlust stattfand. Die Grinde fiir den in dieser Studie nicht nachzuweisenden
positiven Effekt eines Gewichtsverlustes auf das Risiko der Adenomrezidiv-Entstehung sind
zusammenfassend in der Anzahl der fettleibigen Personen, die an Gewicht verloren haben,
bezlglich der Gesamtteilnehmerzahl und dem zu geringen Gewichtsverlust in Bezug zum
Ausgangsgewicht zu sehen. Aullerdem wurde nicht erfasst ob es nach Gewichtsverlust
Anderung in den Serum-Konzentrationen von Leptin, INF-y und anderen bei Adipositas
erhohten Metaboliten gab. Aktuelle Untersuchungen an adipésen Individuen konnten
demonstrieren, dass es bei einer Gewichtsreduktion durch koérperliche Aktivitdt und
Erndahrungsumstellung zum Absinken der erhdhten Leptin-Plasmaspiegel sowie zum Anstieg
der Expression von INF-y bei CD56°™-Zellen kommt. Diese Daten weisen darauf hin, dass die

gestorte Funktionalitdt von NK-Zellen bei Adipositas durch eine Gewichtsreduktion wieder

normalisiert werden kann (Jahn et al. 2015).
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5. Zusammenfassung

Adipositas hat sich in den letzten Jahren weltweit zu einem massiven gesundheitlichen
Problem entwickelt und stellt einen Risikofaktor fiir zahlreiche Folgeerkrankungen, wie
beispielsweise maligne Erkrankungen dar. Jedoch sind die genauen Mechanismen der
Entwicklung bosartiger Tumoren unter dem Einfluss der Adipositas bisher noch nicht
vollstandig erforscht und verstanden. In diesem Zusammenhang konnten Natlrliche Killer
(NK-) Zellen ein elementarer Einflussfaktor sein. NK-Zellen werden dem angeborenen
Immunsystem zugeordnet und sind in der Lage infizierte und maligne Zellen zu erkennen und
abzutoten.

Um die Einfliisse von Adipositas auf die Funktionalitdt von NK-Zellen und in dessen Folge auf
die Entstehung kolorektaler Karzinome untersuchen zu kénnen, wurde eine tierexperimentelle
Studie an 50 mannlichen Diat-induziert adipésen und normalgewichtigen Wistar-Ratten
durchgefiihrt. Zur Induktion der Adipositas erhielten die Versuchstiere eine hochkalorische
Diat mit einem Fettgehalt von 60 %. Um die Entstehung von kolorektalen Karzinomen zu
induzieren, wurden die Ratten subkutan mit dem Karzinogen Azoxymethan behandelt. Nach
einer Versuchslaufzeit von 45 Wochen wurde der Darm der Tiere auf das Vorhandensein von
Neoplasien untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die adiposen Tiere mehr kolorektale
Tumoren mit erhéhtem Tumorgewicht und erhdohter Tumorgrofle entwickelten. Bei der
histologischen Analyse der Tumoren, konnten deutliche Unterschiede in der Dignitat
festgestellt werden - adipdse Versuchstiere wiesen deutlich mehr Karzinome als Adenome auf,
als die normalgewichtigen Kontrolltiere.

Das Blut der Ratten wurde mit Hilfe eines Bead-basiertem Multiplex-Immunoassay im Hinblick
auf die Konzentration verschiedener pro- und antiinflammatorischer Zytokine untersucht. Bei
den adiposen Tieren zeigten sich im Gegensatz zu den normalgewichtigen Versuchstieren
signifikant erhohte Spiegel an proinflammatorischem IL-1f und erniedrigte Konzentrationen
des entziindungshemmenden IL-10.

Das Milzgewebe der Ratten wurde kryokonserviert sowie immunhistochemisch untersucht. Es
konnte festgestellt werden, dass im Gewebe der adipdsen Tiere signifikant weniger NK-Zellen
vorkommen als bei den normalgewichtigen Ratten.

Um eine Aussage Uber die NK-Zell-Funktionalitat treffen zu kénnen, wurde das Milzgewebe
anschlieBend  hinsichtlich der  mRNA-Expression  spezifischer = NK-Zell-Rezeptoren

molekularbiologisch untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikant verringerte mRNA-
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Expression der aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren NKG2D und NKp46 in der Gruppe der
adipOsen Ratten im Vergleich zu den normalgewichtigen Tieren.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass Adipositas durch die Entstehung
eines chronisch entziindlichen Zustandes die Entwicklung und Funktionalitdit von NK-Zellen
entscheidend negativ beeinflusst und somit zu einem erhohten Risiko fiir die Entstehung

kolorektaler Karzinome beitragt.
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Thesen

Adipdse Menschen haben ein erhéhtes Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken.
Durch Adipositas werden Natiirliche Killerzellen in lhrer Funktionalitadt gestort.

Natdrliche Killerzellen spielen physiologisch eine entscheidende Rollte in der Abwehr maligne
entarteter Zellen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, inwiefern die gestorte NK-Zell-
Funktionalitat bei Diat-induziert adipésen Ratten die Entstehung kolorektaler Karzinome
beeinflusst

Das Korpergewicht und die viszerale Fettmasse sind bei adipdsen Ratten im Vergleich zu
normalgewichtigen Kontrolltieren erhéht.

Adipbse Ratten weisen eine hoéhere Anzahl, GroRe und einen héheren Anteil maligner
kolorektaler Neoplasien auf als normalgewichtige Tiere.

Korpergewicht, die Plasma- und die Serumkonzentrationen verschiedener Adipositas-
assoziierter Metabolite unterscheiden sich zwischen normalgewichtigen und adipdsen Ratten
deutlich.

Die Anzahl der NK-Zellen im Milzgewebe adipOser Versuchstiere ist signifikant niedriger als
bei normalgewichtigen Ratten.

Die mRNA-Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptoren im Milzgewebe ist bei adipdsen
Ratten signifikant niedriger als bei normalgewichtigen Ratten.

Die erhobenen Daten dieser Studie stellen eine wichtige Grundlage fiir weiterfliihrende
Analysen der gestérten Tumorabwehr durch NK-Zellen bei Adipositas dar.
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