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Referat

Verschiedene Studien konnten Adipositas als Risikofaktor fiir unterschiedliche
Krebserkrankungen identifizieren. Natiirliche Killer (NK)-Zellen gehéren zum
angeborenen Immunsystem und sind in der Lage Tumorzellen zu erkennen und
abzutoten. Aus fritheren Studien ist bekannt, dass NK-Zellen bei Adipositas in ihrer
Funktionalitét gestort sind. Ziel der hier vorgestellten Studie war es, zu untersuchen, ob
die gestorte NK-Zell-Funktionalitdt Ursache fiir die erhdhte Inzidenz von Krebs bei
Adipositas sein kann.

Zur Induktion einer Adipositas erhielten 64 ménnliche F344 Ratten iiber 6 bis 10
Wochen eine Hoch-Fett-Diit (34 % Fettgehalt) oder eine Kontrolldidt (4 % Fettgehalt).
Anschliefend wurden den Tieren 10° Zellen eines syngenetischen Adenokarzinoms
(MADB106) oder ein Vehikel i. v. injiziert. 15 min nach der Injektion wurden 32 Tiere
getotet, die Lungen entnommen und diese anschliefend immunhistochemisch gefarbt.
Im Folgenden wurden die NK-, MADB 106-Zellzahl, sowie die Anzahl der NK-Tumor-
Zell-Interaktionen quantifiziert. Drei Wochen nach der Tumorzell-Injektion wurde die
zweite Tiergruppe (n=32) getotet, um die entstandenen Lungenmetastasen zu zdhlen.
Zum frithen Zeitpunkt nach Injektion der Tumorzellen wiesen die adipdsen Tiere im
Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant weniger NK-Zellen (63 vs. 1064/40 mm?)
und NK-Tumor-Zell-Interaktionen (0,3 vs. 1,3/40 mm?) im Lungengewebe auf.

Nach 3 Wochen konnten in den Lungen der adipdsen Tiere signifikant mehr
Lungenmetastasen, als in den entsprechenden Kontrolltieren (49 vs. 22/Lunge) gezahlt
werden.

Die Induktion einer Adipositas fiihrt bei F344 Ratten zu einer verdnderten
Funktionalitit der NK-Zellen gegeniiber den Tumorzellen und infolgedessen zur
Ausbildung von signifikant mehr Lungenmetastasen, als bei den entsprechenden
Kontrolltieren. Es ist zu vermuten, dass die verdnderte NK-Zell-Funktionalitdt bei

Adipositas eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Krebs spielt.

Hanke, John: Adipdse F344 Ratten zeigen eine NK-Zell Dysfunktion und vermehrtes
Tumorwachstum, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 49 Seiten, 2016.
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1. Einleitung

1.1. Adipositas

Adipositas ist eines der grofften Gesundheitsprobleme der Industriestaaten und
zunehmend auch der d&rmeren Lénder. Sie liegt vor bei einem Body Mass Index von
30 kg/m” oder dariiber. Den Zustand mit einem BMI zwischen 25 kg/m” und 30 kg/m’
bezeichnet man als praadip0s.

Nach dem Schema der WHO kann man die Adipositas in 3 Stufen einteilen: Stufe I mit
einem BMI von 30 kg/m* bis 35 kg/m’, Stufe II mit einem BMI von 35 kg/m” bis
40 kg/m* und Stufe III mit einem BMI von 40 kg/m” und hoher. Mit steigendem
Gewicht steigt dabei auch das Risiko fiir Begleiterkrankungen (Berrington de Gonzalez
et al., 2010).

In Deutschland betrigt die Pravalenz der Adipositas bei erwachsenen Frauen 19,2 %,
bei erwachsenen Ménnern 23,1 % (WHO, 2011). Weltweit hat sich die Zahl der
Betroffenen in den letzten 30 Jahren mehr als verdoppelt (WHO, 2012), insgesamt
haben 1,46 Milliarden Menschen einen BMI > 25 kg/m® , darunter 205 Millionen
Minner und 297 Millionen Frauen mit einem BMI iiber 30 kg/m” (Finucane et al.,
2011). Diese Zahlen zeigen, dass Ubergewicht nicht zuletzt ein
Gesundheitsokonomisches Problem ist, da im Vergleich zu Normalgewichtigen deutlich
hohere Behandlungs- und Versorgungskosten anfallen (Simon et al., 2011).

Der Grund fir die Fettleibigkeit ist oft schlicht ein Ungleichgewicht zwischen
Energiezufuhr und Energieverbrauch. Dazu fiihren falsche Erndhrung, wie zum Beispiel
eine zu grofle Kalorienzufuhr und zu viele fettige und/oder siiBe Nahrungsmittel, als
auch zu wenig Bewegung. Entwicklungsgeschichtlich ist unser Korper nicht an den
Zustand des andauernden Nahrungsmitteliiberschusses gewohnt. In Zwillingsstudien
konnte gezeigt werden, dass auch genetische Faktoren eine grofle Rolle fiir das
Korpergewicht spielen (Stunkard et al., 1990). So ldsst sich erkldren, warum bei
gleicher Energiezufuhr manche Menschen mehr zunehmen als andere. Seit wenigen
Jahren wird auch ein Einfluss epigenetischer Veranderungen der DNA vermutet (Ng et
al., 2010). Als Ursache kommen zusitzlich psychische Faktoren in Frage, z. B. durch
Stress kann eine Gewichtszunahme begiinstigt werden (De Vriendt et al., 2009).
Ubergewicht ist mit zahlreichen Folge- und Begleiterkrankungen assoziiert.

Verschiedene Studien beweisen, dass Adipositas ein unabhingiger Risikofaktor fiir die
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Entwicklung von Diabetes mellitus Typ II (Colditz et al., 1995), arterieller Hypertonie
(Redon, 2001; Kurukulasuriya et al., 2011), kardiovaskuldren Erkrankungen (Lavie et
al., 2009), Hirninfarkt (Katsiki et al., 2011), Arthrose der groBen Gelenke (Powell et al.,
2005) und Depressionen (Simon et al., 2011) ist. In letzter Zeit riickt auch immer mehr
der Zusammenhang zwischen Adipositas und Tumoren in den Fokus der Forschung
(siche 1.2. und 1.4.)

Bei einem Exzess an Nahrungsmitteln muss im Kdorper deutlich mehr Insulin gebildet
werden, um die aufgenommenen Kohlehydrate in die Zellen aufzunehmen. Die hohen
Fettsdaurespiegel im Blut (Karpe et al., 2011) und weitere Faktoren verursachen jedoch
eine Resistenz der Insulinrezeptoren. Die Wirkung des Insulins wird abgeschwécht und
der Blutzucker kann nicht mehr ausreichend gesenkt werden. Ein Typ II Diabetes
entsteht.

Durch die bei Ubergewichtigen erhéhten Zytokinspiegel (siehe 1.4.) und die erhdhte
Konzentration von freien Fettsduren kommt es, zusammen mit einer erhdhten
Makrophagenaktivitdt, zu einer chronischen GefdaBinflammation, erhdhtem oxidativen
Stress, zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems und einer
Sympathikusaktivierung (Dorresteijn et al., 2012). Folglich entsteht eine arterielle
Hypertonie. Diese wiederum stellt den wichtigsten Risikofaktor fiir alle Typen des
Hirninfarkts dar (Dubow und Fink, 2011).

Adipositas flihrt zudem zur VergroBerung des Blutvolumens, was einen gréfBeren
kardialen Umsatz nach sich zieht. Aus dem vergroferten Auswurfvolumen, gekoppelt
mit vergroBertem peripheren GefdBwiederstand, resultiert eine Dilatation des linken
Ventrikels - kardiovaskulédre Erkrankungen entstehen (Lavie et al., 2009).

Der wohl wichtigste Grund fiir Arthrose bei libergewichtigen Menschen ist, dass die
GroBe der Gelenkflidche nicht proportional zur Kérpermasse zunimmt und diese deshalb
stirkeren Belastungen ausgesetzt ist. Des Weiteren werden metabolische
Einflussfaktoren (erhohter Glukose- und Lipidspiegel, Vitamin-D-Defizienz, radikale
Nitrit- und Sauerstoffspezies) und Inflammation (durch Adipokine und Zytokine aus
dem Fettgewebe) diskutiert (Wang et al., 2015).

Die Therapie der Adipositas beruht auf einer langfristigen Negativierung der tiglichen
Energiebilanz. Dies ldsst sich in der Basistherapie iiber Erndhrungstherapie,
Bewegungstherapie und Verhaltenstherapie erreichen. Fiihren diese MaBBnahmen nicht
zum gewlnschten Erfolg, kann durch die Ergdnzung mit Medikamenten oder einer

chirurgischen Intervention behandelt werden. Auf dem deutschen Markt sind zwei
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medikamentose Wirkgruppen gegen Adipositas zugelassen, der Lipase-Hemmer
Orlistat, der ab einem BMI von > 30 kg/m” oder > 28 kg/m” mit Begleiterkrankungen
verordnet werden kann und Amphetamine, wie Amfepramon oder Phenylpropanolamin,
die laut der aktuellen Leitlinie wegen einem schlechten Wirkungs-/Nebenwirkungsprofil
nicht mehr empfohlen werden. Auf eine chirurgische Intervention sollte nur bei
Versagen aller anderen Therapien und bei einem BMI > 40 kg/m? oder > 35 kg/m” mit
starken Begleiterkrankungen zuriickgegriffen werden. Bei BMI > 50 kg/m” kann auch
ohne vorangegangene konservative Therapie die chirurgische Intervention als

Primértherapie empfohlen werden (Deutsche Adipositas-Gesellschaft et al., 2014).

1.2. Krebs

Tritt in einem Gewebe eine Zellwucherung auf, so wird grundsdtzlich zwischen
benignen (gutartigen) und malignen (bosartigen) Tumoren unterschieden. Nur die
malignen Prozesse werden als Krebs im engeren Sinne bezeichnet.

Bosartige Neubildungen stellen in Deutschland, nach den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, die zweithdufigste Todesursache dar (Deutsches Bundesamt fiir Statistik,
2013). Allein im Jahr 2008 erkrankten hierzulande 246.700 Manner und 223.100 Frauen
an Krebs. Dabei sind bei deutschen Frauen Brustkrebs, Darmkrebs und Lungenkrebs am
starksten vertreten. Bei deutschen Méinnern sind Prostatakrebs, Darmkrebs und
Lungenkrebs am haufigsten (RKI, 2012).

Krebszellen haben verschiedene Eigenschaften, die sie von normalen Korperzellen
abgrenzen. So sind sie immortalisiert, kdnnen sich also unbegrenzt teilen, weichen dem
Zelltod (Apoptose) aus, sind in der Lage ohne FEinwirken von &ufleren
Wachstumsfaktoren zu proliferieren, reagieren nicht auf wachstumshemmende Signale,
verlieren ihre Ortsstdndigkeit (metastasieren, ndheres unter 1.3.), wachsen invasiv und
zeigen eine ungehemmte Angiogenese (Hanahan und Weinberg, 2000).

Ursache fiir die Entwicklung dieser Eigenschaften sind Basenverdnderungen der
intrinsischen Tumorabwehr auf dem Erbgut der Zelle. Es kommt zu einer Disinhibition
von aktivierenden Genen (Protoonkogenen, z. B. RAS) (Croce, 2008) oder der
Inhibition von Zellzyklus-drosselnden Genen (Tumorsupressorgenen, z.B. p53)
(Zuckerman et al., 2009). Diese Basenverdnderungen entstehen durch genetische
Pradisposition, Mutationen oder der Integration von kdorperfremder DNA durch die

Infektion mit Viren.
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Transformierte Zellen zeigen hédufig ein verdndertes Proteinmuster, produzieren
demnach tumorspezifische oder tumorassoziierte Antigene (TSA/TAA), iiber die sie
von Zellen der extrinsischen Tumorabwehr erkannt werden kénnen. TSA kommen nur
in Tumorzellen vor und bilden im Eigentlichen ein perfektes Ziel fiir eine
antigenspezifische Immunantwort. Leider werden sie, ganz im Gegensatz zu den TAA,
nur schwach tiber MHC I Komplexe auf der Membran prisentiert (Morris et al., 2003).
TAA kommen auch in normalen Korperzellen in schwacher Konzentration vor. In
Tumorzellen sind sie jedoch liberexprimiert und konnen auf diese Weise tiber MHC I
Komplexe auf der Zellmembran von tumorspezifischen CD8"-T-Lymphozyten erkannt
werden (Morris et al., 2003). Diese Immunzellen miissen zuvor im Zusammenspiel mit
dendritischen Zellen induziert werden (Dunn et al., 2004). Fiir die Abwehr von
bosartigen Neubildungen spielen auBlerdem Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), als
Zellen der angeborenen Immunabwehr, eine auBlerordentlich wichtige Rolle. Diese
konnen iiber aktivierende Rezeptoren, wie NKG2D, Zellen mit NKG2D-Liganden
(Vivier et al., 2008) und NCR’s (Brusilovsky et al., 2012) (natural cytotoxicity
receptors) Zellen mit bestimmten Oberflichenmustern erkennen und nachfolgend
lysieren. NKG2D Liganden werden als sogenannte ,,Stressliganden* von Tumorzellen,
z. B. Melanomzellen (Vetter et al., 2002) oder Brustkrebszellen (de Kruijf et al., 2012)
gebildet. Durch inhibitorische Rezeptoren wie KIR, der durch MHC-Komplexe auf
anderen Zellen aktiviert wird, kann eine Toleranz gegeniiber kdrpereigenen Zellen
hergestellt werden, auBerdem wirken so Zellen mit herunterregulierter MHC-I-
Komplex-Anzahl aktivierend auf NK-Zellen (Vivier et al., 2008).

Mit der Interaktion zwischen Tumor- und Immunzellen beschiftigt sich das Konzept
des Cancer immunoediting, welches von 3 Phasen der Tumor-Immunabwehr ausgeht.
Einer Eliminierungsphase, in der neben NK-Zellen und CDS8" T-Zellen auch
Makrophagen eine grofle Rolle spielen, eine Phase des Gleichgewichts (Equilibrium)
zwischen Tumor- und Abwehrzellen und einer Escape-Phase, in der es zu einer
Tumorprogression kommt (Dunn et al., 2004).

Verschiedene Faktoren fordern die Entstehung von Tumoren. Hier sind Rauchen und
Alkohol (und andere chemische Noxen), UV- und Rontgenstrahlung (physikalische
Noxen), Virusinfektionen (z.B. CMV), Immunsuppression (z.B. nach
Organtransplantation) und psychische Krankheiten (z. B. Depressionen) zu nennen. So

haben im Schnitt 85 % der Lungenkrebspatienten geraucht (Torok et al., 2011).
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Alkoholismus und/oder eine Hepatitisinfektion erhohen erheblich das Leberkrebsrisiko
(Jamal und Morgan, 2003). Lange Exposition mit Sonnenlicht verursacht Hautkrebs (de
Gruijl, 1999). Auch fiir Depressionen liel sich ein erhohtes Risiko fiir zerebrale
Neoplasien nachweisen (Dalton et al., 2002).

Ein weiterer wichtiger Faktor ist, wie unter 1.1. bereits erwiihnt, das Ubergewicht. Etwa
ein Drittel aller Krebsfdlle in den Industriestaaten soll auf falsche Nahrungsmittel,
schlechte Erndhrung und ungeniigende korperliche Aktivitidt zuriickzufithren sein
(Glade, 1999).

In einer grof3 angelegten Kohortenstudie der American Cancer Society mit mehr als
900.000 Probanden konnte gezeigt werden, dass Ménner mit einem BMI > 40 kg/m” ein
um 52 % erhohtes Krebssterberisiko und Frauen, mit dem gleichen BMI, sogar ein um
62 % erhohtes Krebssterberisiko hatten. Die Inzidenzen von Kolon- oder
Rektumkarzinom, Osophaguskarzinom, Nierenzellkarzinom, Gallenblasen- und
Leberkarzinom waren erhoht (Calle et al., 2003).

Der Bezug von Adipositas zu Kolon- oder Rektumkarzinom, Osophaguskarzinom,
postmenopausalen Brustkrebs, Endometriumkarzinom und Nierenzellkarzinom konnte
auch in anderen Studien gezeigt werden (Bianchini et al., 2002). Ein Zusammenhang
zum Pankreaskarzinom (Patel et al., 2005), Gallenblasenkarzinom und
Prostatakarzinom wird fiir moglich gehalten (Popkin, 2007).

Auch im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass unter Tieren, die den gleichen Noxen
ausgesetzt sind (z. B. DMBA), diejenigen mit didt-induziertem Ubergewicht eine
deutlich stirkere Zellproliferation in der Brustdriise und den Leistenlymphknoten
zeigten, was einen Einfluss von Ubergewicht auf die Friihentstehung von Brusttumoren
zeigt (Lautenbach et al., 2009).

Versuche in anderen Arbeitsgruppen zeigten auch, dass Tumore bei adipdsen

Individuen schneller wachsen und mehr Metastasen bilden (Zyromski et al., 2009).

1.3. Metastasierung

Der Verlust der Ortsstindigkeit von Tumorzellen und deren Abwanderung in andere
Gewebe ist der Hauptgrund, warum Tumoren so lebensbedrohlich sind. Dabei
unterscheidet man erstens die lymphogene Metastasierung, bei der Tumorzellen iiber
Lymphgefalle transportiert werden, zweitens die hdmatogene Metastasierung, bei der

der Transport liber die Blutbahn erfolgt und zuletzt die kavitdre Metastasierung, bei der
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iiber Korperfliissigkeiten Organe in der selben Korperhohle befallen werden. Bei der
hdmatogenen und lymphogenen Form werden mehrere Schritte beobachtet: der
Primartumor muss mit BlutgefdBBen versorgt werden (Angiogenese), Tochterzellen von
diesem gelangen in ein Gefall (Intravasion), werden liber den Blutstrom weitergetragen
und gelangen aus dem Gefdl3 in das Gewebe (Extravasion) (Chambers et al., 2002). Im
Folgenden wird sich diese Arbeit meist mit der himatogenen Metastasierung befassen.
Metastasen konnen in allen Organen des Korpers auftreten, finden sich jedoch
beispielsweise fast nie in den Muskeln (Sleeman et al., 2011). Tumorzellen vieler
Neoplasien bilden Tochtergeschwiilste in bestimmten Organen, zum Beispiel streuen
Prostatakrebs oder Brustkrebs oft in die Knochen (Woodward und Coleman, 2010).
Tumore konnen auch Tochterzellen zu sich selbst absetzen, sogenanntes ,,self seeding*
(Kim et al., 2009). Haufig lasst sich diese Organspezifitit rein mechanisch, mit dem
Weg des Blutes durch den Kreislauf, erkldren. Hinzu kommen spezifische Faktoren des
Microenvironments, also Zell-Zell- und Zell-Matrix- Interaktionen der Tumorzellen
(Friedl und Alexander, 2011).

Das Absetzen von Tochterkolonien ist dabei ein sehr ineffizienter Prozess. Die Mehrheit
der Tumorzellen, die bis in den Extravasalraum des fremden Gewebes gelangen, bilden
keine Tochterkolonien aus (Cameron et al.,, 2000). Bei Untersuchungen mit
Melanomzellen, die in die Pfortader von Méusen eingebracht wurden, schafften es 80 %
der Zellen in den Extravasalraum zu gelangen. Von diesen bildete jede vierzigste Zelle
eine Mikrometastase und nur jede hundertste Mikrometastase wuchs zu einer
markroskopisch sichtbaren Metastase heran (Luzzi et al., 1998). Die restlichen Zellen
sterben entweder ab oder gehen in einen Ruhezustand iiber (DTC's - disseminated
tumor cells) (Sleeman et al., 2011). Die DTC’s sind hochresistent gegen
Chemotherapie, die sich gegen proliferierende Zellen richtet, und kénnen auch nach
vielen Jahren noch fiir Rezidive sorgen (Uhr und Pantel, 2011).

Die Tumorzellen werden intravasal (Nieswandt et al., 1999), als auch im Gewebe (Yang
et al., 2006) von NK-Zellen erkannt (siche 1.2.) und angegriffen. Interessanterweise
unterdriicken Thrombozyten diese Interaktion, indem sie sich mantelartig um die
Tumorzellen anlagern. Auf diesem Weg und durch weitere Mechanismen fordern sie die
Progression von Tumoren (Jain et al., 2010). Bereits im Jahr 1968 wurde erkannt, dass
Thrombozytopenie im Mausmodell zu einer Unterdriickung der Metastasierung fiihrt

(Gasic et al., 1968). Sorgt man auBer der Thrombozytopenie fiir eine Depletion der NK-
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Zellen, so hebt sich dieser Effekt auf (Nieswandt et al., 1999). Was wiederum die
bedeutende Rolle der NK-Zellen fiir diesen Effekt unterstreicht.

Das Ausmal} der Streuung eines Tumors im Korper kann auch durch verschiedene
andere Faktoren beeinflusst werden. Demnach kann Alkohol (Blank und Meadows,
1996) oder Sauerstoffmangel (Avni et al., 2011) das Metastasierungspotential von
Tumorzellen verstédrken.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist erneut das Ubergewicht. In einer Studie aus Dinemark
von 2011 konnte nachgewiesen werden, dass Frauen mit einem BMI > 30 kg/m” , im
Vergleich zu Frauen, bei denen der BMI < 25 kg/m” war, in den ersten 10 Jahren nach
der Brustkrebsdiagnose ein um 46 % erhohtes Risiko hatten, Fernmetastasen zu
entwickeln (Ewertz et al.,, 2011). Vorausgehend wurden auch im Tiermodell mit

Pankreaskrebs bei adiposen Miusen dhnliche Ergebnisse gefunden (Zyromski et al.,

2009).

1.4. Warum fiihrt Adipositas zu Tumoren?

Der genannte Zusammenhang wird durch verschiedene Faktoren bedingt, die im
Folgenden nacheinander dargestellt werden.

Der bei Ubergewichtigen erhdhte Insulinspiegel (siehe 1.1.) fiihrt zu einer verminderten
Synthese von IGFBP-1 & 2 (Insulin-growth-factor-binding-protein-1/2), sowohl in der
Leber, als auch im Gewebe. Dadurch kommt es zu einer grof3eren Bioverfligbarkeit von
IGF-1(Insulin-like growth factor-1) im Blut und im Gewebe. Aullerdem fordert Insulin
die Bildung von IGF-1 in der Leber (Calle und Kaaks, 2004). Sowohl Insulin, als auch
IGF-1 wirken stimulierend auf die Zellproliferation und anti-apoptotisch, fordern also
auch die Proliferation von Tumorzellen (Pollak, 2012).

Fettzellen exprimieren die Hormone Aromatase und 17B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (17B-HSD), folglich kommt es hier zur Synthese von Testosteron und
den Ostrogenen E1 und E2. Zusitzlich ist die Synthese von SHBP (sexualhormone-
binding-proteine) in der Leber vermindert, was durch Insulin ausgeldst wird. Dadurch
steigt messbar die Menge der biologisch aktiven Ostrogene bei Minnern und
postmenopausalen Frauen an (Calle und Kaaks, 2004). Es ist bekannt, dass das
Wachstum und die Entstehung von Keimdriisentumoren, wie Brust- oder Prostatakrebs,
stark von Sexualhormonen beeinflusst werden. Bei einer postmenopausalen

Hormonersatztherapie kam es beispielsweise zu einer erhohten Brustkrebsinzidenz
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(Kenemans und Bosman, 2003). Die Blockade der Androgen- (z. B. durch Flutamid)
bzw. Ostrogenrezeptoren (z. B. durch Tamoxifen) lisst sich auch pharmakologisch zur
Behandlung von Brust- oder Prostataverdnderungen nutzen (Suzuki et al., 2008; Rivera-
Guevara und Camacho, 2011).

Das gehdufte Auftreten von Colon- und Rektumkarzinomen bei adipdsen Menschen
konnte sich auch damit erklidren lassen, dass viele Ubergewichtige zu wenige
Ballaststoffe, z. B. in Form von Vollkornbrot oder Obst mit der Nahrung, aufnehmen.
Ballaststoffe sollen krebserregende Stoffe binden, durch Wasser, welches osmotisch
angezogen wird, verdiinnen oder deren Ausscheidung verkiirzen (Aune et al., 2011).
Uber diese Effekte wurde in den letzten Jahren kontrovers diskutiert (Bingham und
Riboli, 2004; Park et al.,, 2005). Neue Studien zeigen, dass hohe Mengen von
eingenommenen Ballaststoffen das Krebsrisiko im Enddarmbereich senken (Aune et al.,
2011).

Ein weiterer wichtiger Ansatz, dem sich die vorliegende Arbeit widmet, ist die
Annahme, dass es bei Fettleibigkeit zu einer Immunsuppression kommt, die dazu fiihrt,
dass Tumorzellen nicht erkannt und lysiert werden konnen. Fettgewebe dient nicht nur
als einfacher Speicher fiir Energie, es produziert auch aktiv verschiedene Zytokine und
Hormone und beeinflusst andere Gewebe bei Ihrer Hormon- und Zytokinsynthese.
Zytokine, die vom Fettgewebe produziert werden, heilen Adipokine. Die wichtigsten
sind Leptin, TNFa, Adiponektin, Resistin und Interleukin 6. Bei Adipositas kommt es
zu einem Anstieg der Serum-Leptin-Konzentration, der zu einer zentralen Leptin-
Rezeptor-Defizienz fiihrt, und einem Abfall der Ghrelin-, sowie Adiponektin-
Konzentration (Dixit, 2008). Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass
Knockout-Tiere ohne Leptin (0ob/ob Tiere) oder mit defektem Leptinrezeptor (db/db
Tiere) neben ihrem Ubergewicht immunsupprimiert sind und einen atrophierten
Thymus aufweisen (Palmer et al., 2006), auerdem ist die Funktion der dendritischen
Zellen eingeschrinkt (Macia et al., 2006). Diese Immunsuppression, die auch bei
adipdsen, leptin-resistenten Patienten beobachtet wird, fiihrt zu einer erhdhten
Infektanfélligkeit, einer chronischen, subklinischen Inflammation (Kim, 2006). Dabei
gibt es verschiedene Mechanismen, welche die Inflammation und Krebsentstehung
verkniipfen (Howe et al., 2013). Im Tierexperiment sind didt-induzierte, adipose Ratten
deutlich empfindlicher gegeniiber dem Influenza-Virus als Normalgewichtige und die
Inzidenz der HIN1-Virusinfektion war bei Menschen mit einem BMI iiber 30 kg/m’

extrem erhoht (Nave et al., 2011).
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Wie bereits erwdhnt (1.2.), haben Immunzellen wie NK-Zellen, T-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen eine wichtige Rolle in der Tumorabwehr. Diese
Arbeit wird sich ganz besonders mit NK-Zellen und deren Rolle bei der Entstehung von
Tumoren bei adip6sen Individuen beschéftigen.

NK-Zellen gehoren zu den Zellen der unspezifischen Immunabwehr und kénnen iiber
verschiedene Mechanismen (siehe 1.2.) Krebszellen erkennen. Ist dieser Mechanismus
gestort, konnen Krebszellen proliferieren. Menschen mit einer herabgesetzten
zytotoxischen NK-Zell-Aktivitdt haben ein hoheres Risiko an Krebs zu erkranken (Imai
et al., 2000).

Bei der Untersuchung der NK-Zell-Funktion werden entweder direkt der
Rezeptorbesatz oder die Zytotoxizitit herangezogen, zudem kénnen auch Anderungen
in der NK-Zellzahl im Blut oder Gewebe untersucht werden.

Die Arbeitsgruppe von Heike Kielstein (ehemals Nave) konnte zeigen, dass in didt-
induziert adipdsen Ratten verschiedene NK-Zellfunktionen gestort sind. Die Zellen
exprimieren zwar eine normale Zahl von Leptinrezeptoren (Ob-R), diese sind jedoch fiir
thre Aktivierung durch Leptin defizient. Leptin hat eine grof3e Rolle fiir die Aktivierung
von NK-Zellen und die Regulation der Zahl dieser Immunzellen (Nave et al., 2008).
Diese Veriinderungen scheinen reversibel zu sein. Ubertrigt man NK-Zellen mit
defizienten Ob-Rezeptoren aus adipdsen Tieren auf Normalgewichtige, so normalisiert
sich die Zellfunktion (Lautenbach et al.,, 2009). Analog kommt es bei adipdsen
Patienten nach bariatrischer Chirurgie zu einer Verbesserung der Zytotoxizitdt der NK-
Zellen (Moulin et al., 2011). Nach einer Fastenperiode kommt es sowohl bei
Normalgewichtigen (Barone et al., 1989), als auch um so stirker bei iibergewichtigen
(Wing et al., 1983) Menschen zu einer verstirkten NK-Zell-Zytotoxizitdt. Auch andere
Studien zeigten eine abgeschwichte NK-Zell Aktivitit bei hohem Fettanteil in der
Nahrung (Lamas et al., 2015) (Tiermodell), eingeschrinkte NK-Zell-Funktion bei
Adipositas (Laue et al., 2015), beziehungsweise verdnderte Sensitivitdt auf IL-2 und
Glukokortikoiden bei normaler NK-Zell Aktivitit (Dovio et al., 2004) bei adipdsen
Menschen.

Unter 1.2. und 1.3. wurde geschildert, dass die NK-Zellaktivitdit sowohl auf die
Tumorentstehung, als auch auf die Metastasierung einen bewiesenen Einfluss hat. Ein
logischer Schluss wire, dass bei Adiposen, die eine gestorte NK-Zellfunktion

aufweisen, aus diesem Grund auch mehr Tumore und Metastasen auftreten.
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Dies konnte noch nicht direkt gezeigt werden, was eines der Hauptziele dieser Arbeit

darstellt.



Einleitung |11
1.5. Zielstellung

Das Ziel der Arbeit ist es, die Rolle der Adipositas-induzierten NK-Zell-
Funktionsstorung fiir die Krebsinzidenz darzustellen.

Genauer soll dabei untersucht werden, ob bei didt-induziert adipdsen Ratten

1. im kurzfristigen Intervall nach Injektion von MADB 106-Tumorzellen die

Migration von NK-Zellen in die Lunge der Tiere gestort ist.

2. im kurzfristigen Intervall nach Injektion von Tumorzellen die Héufigkeit der

Interaktion zwischen NK- und Tumorzellen verandert ist.

3. im kurzfristigen Intervall nach Injektion von Tumorzellen die Zahl der

Tumorzellen im peripheren Gewebe verdndert ist.

4. im léngerfristigen Intervall nach Injektion von Tumorzellen die Zahl der

oberflachlichen makroskopischen Lungenmetastasen verandert ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Die hier geschilderten Tierexperimente wurden unter Beriicksichtigung des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und zuvor von der Tierschutzkommission der Martin-
Luther-Universitdt Halle-Wittenberg genehmigt.

Es handelt sich um 2 Experimente, die sich mit unterschiedlichen Zeitpunkten der
Tumorabwehr des Organismus bei Adipositas bzw. Normalgewicht beschiftigen. Bei
dem 1. Versuch werden die Tiere 15 min nach der Injektion von MADB 106-Zellen
getotet, bei dem 2. Versuch erst nach 3 Wochen.

Bei den beiden Experimenten wurden jeweils 32 sechs Wochen alte Fischer 344 Ratten
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet, die einzeln in Kifigen unter
kontrollierten keimarmen, schallgeddmpften Bedingungen bei einer Temperatur von
23,5 £ 1°C, einer Luftfeuchtigkeit von 50-55 % und einem zwolfstiindigen Hell-
Dunkel-Zyklus gehalten wurden. Auf dem Boden der Kéfige befand sich Einstreu.

Nach einer Akklimatisationsphase (eine Woche), in der alle 64 Tiere die gleiche
Kontrolldidt (Ko - Kontrolle; Altromin C 1090-10, 10 % der umsetzbaren Energie aus
Fett, Altromin GmbH & Co. KG Lage, Deutschland) erhielten, wurden die Ratten in
beiden Versuchen gewichtsadjustiert in zwei Gruppen eingeteilt, die unterschiedliches
Futter erhielten. Dabei bekam die eine Hilfte der Tiere weiterhin das Kontrollfutter zu
fressen, die andere erhielt in den folgenden Wochen eine Hoch-Fett-Didt (DIO - diet
induced obesity - didt-induzierte Adipositas; Altromin C1090-60, 60 % der umsetzbaren
Energie aus Fett, Altromin GmbH). Der Zugang zu Trinkwasser und Futter erfolgte ad
libitum. AuBerdem wurden die Tiere einmal in der Woche gewogen und einem
Handling unterzogen, das heif3t, sie wurden aus dem Kéfig genommen und gestreichelt,
um den durch die Einzelhaltung verursachten Stress zu vermindern und das spétere
Handling bei den Versuchen zu erleichtern. Die Betreuung der Tiere erfolgte durch
mich und Dorle Knauf (die zweite medizinische Doktorandin, die in dem Projekt
mitarbeitete).

Nach einer Zeit von 6 Wochen (fiir den frithen Versuchs-Zeitpunkt), bzw. 10 Wochen
(fiir den spdten Versuchs-Zeitpunkt) wurden die Tiere gewichtsadjustiert in weitere
Untergruppen eingeteilt, welche sich durch die Art der i. v. Injektion unterscheiden

(MADB 106-Adenokarzinomzellen bzw. Natriumchloridldsung).
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Letztendlich ergaben sich also 8 Gruppen von Tieren mit n = 8, die sich jeweils durch
die Variablen Zeitpunkt der Totung, Qualitdt der i. v. Injektion, sowie Qualitit des

Futters unterschieden.

2.2. Tumormodell

Bei dem Experimentaltumor MADB 106 handelt es sich um Zellen, die aus
Lungenmetastasen eines durch 9-10-Dimethyl-1-2-Benzanthracen hervorgerufenen
Adenokarzinoms der Mamma bei weiblichen F344 Ratten gewonnen wurden, weshalb
sie syngenetisch zu diesem Stamm sind. Diese Zellen sind besonders empfindlich fiir
die Zerstorung durch NK-Zellen (Barlozzari et al., 1983).

Von dem gefrorenen Hauptstamm des Tumors wurde ein Teil aufgetaut und in
Monolayer Kulturen in RPMI Medium (Gibco, Grand Island, New York, USA), unter
Zusatz von 10 % Hitze-inaktivierten FCS, 45U Penicillin G/ml, 0,045 mg
Steptomycin/ml, 2 mM L-Glutamin, 0,1 mM nicht essentielle Aminoséduren und 1 mM
Natriumpyruvat unter 5 % CO; bei 37 °C inkubiert. Unter 0,25 % Trypsin wurden die
Zellen separiert und in der log-Phase des Tumorwachstums fiir die 1. v. Injektion
entnommen. AnschlieBend werden sie in RPMI Losung re-suspendiert und gewaschen
(von Horsten et al., 2000).

Bei beiden Experimenten (frither/spiter Untersuchungszeitpunkt) wurden die Zellen
anschlieBend mit dem CFSE (Carboxyfluorescein) markiert, der intrazelluldr von
unspezifischen Esterasen gespalten wird und mit verschiedenen Makromolekiilen
Komplexe bildet, was auch eine Identifizierung der Zellen nach einigen Tagen moglich
macht (Weston und Parish, 1990). Um die Zellen fiir die Markierung vorzubereiten,
wurden sie resuspendiert und gezdhlt. AnschlieBend wurden 40x10° Zellen in 500 pl
RPMI und 4 pl einer Mischung aus 50 pl CFSE Stammldsung (5 mM) und 450 pl
DMSO (Merck, Darmstadt, Deutschland) gegeben. Am Ende wurden die Zellen in PBS-
0,1 % BSA dreimal gewaschen, resuspendiert und die Fluoreszenz unter dem
Mikroskop kontrolliert. Fiir die Injektion in die Schwanzvene der Ratte werden fiir den
frithen Zeitpunkt 1x10° Zellen pro Tier und fiir den spiteren Zeitpunkt 2x10° Zellen pro

Tier verwendet (von Horsten et al., 2000).
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2.3. Applikation der MADB 106 Tumorzellen

Um die Tumorzellen zu applizieren, wurden die Tiere mittels eines Isoflurangas-
Sauerstoffgemisches (3—4 Vol % Isofluran, 96-97 % O;) betdubt. Zur Herstellung
dieses Gasgemisches wurde ein Kleintiernarkosegerdt (UniVet porta, Groppler
Medizintechnik Deggendorf, Deutschland), Isofluranlésung (Forene® 100 %, Abbott
GmbH & Co. KG Wiesbaden, Deutschland) und Sauerstoff aus einer Druckluftflasche
verwendet.

Zur Einleitung der Narkose wurden die Tiere zuerst in einen mit Isoflurangas gefiillten
Behilter gesetzt (Abb. 1). Als sie nach ca. 1 min. narkotisiert am Boden des Behilters
lagen, konnten sie problemlos umgelegt und in Riickenlage auf der Arbeitsoberfldche

uber eine iber den Mund und die Nase

| i

gestillpte  Haube weiter mit dem
Gasgemisch versorgt werden.

Um die Durchblutung der Schwanzvenen
zu verbessern, wurde der Rattenschwanz
fiir etwa 20 Sekunden in ein mit warmen
Wasser (ca. 35°C) gefiilltes Becherglas
getaucht. Nach dem Abtrocknen des

g

Schwanzes und Anlage einer Klammer zur |
Stauung an der Schwanzwurzel wurde ein
Venenkathether (Vasofix® Safey 24 G,
B.Braun, Melsungen, Deutschland) in eine |

der Venen im proximalen Schwanzdrittel

Abbildung 1: Versuchstier in Narkosekammer,

eingebracht und dieser mit isotoner, Kleintiernarkosegerit

steriler ~ Natriumchloridlosung  (NaCl
0,9 %, B. Braun) angespiilt, um sich iiber die korrekte Lage im GefaB3 zu vergewissern.
AnschlieBend wurden die Tumorzellen, die vorher in 1 ml Spritzen aufgezogen wurden,

bzw. die NaCl 0,9 %-Losung ohne Tumorzellen als Kontrolle injiziert.
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2.4. Totung der Versuchstiere und Priparation der Lungen

Die Tiere fiir den frithen Untersuchungs-Zeitpunkt verbrachten nach der Injektion 15
Minuten in Narkose, bevor mit einer chirurgischen Schere eine Laparotomie
durchgefiihrt wurde. Die Tiere fiir den spidten Untersuchungs-Zeitpunkt hingegen
wurden durch Entzug des Narkosegases geweckt und erst nach 3 Wochen nach dem
gleichen Prozedere, wie beim Spritzen der Tumorzellen, erneut in Narkose versetzt.
Auch bei den Tieren des spiten Zeitpunktes wurde folgend ein Laparotomieschnitt
durchgefiihrt.

Nach Beiseiteschieben des Darms nach links wurde die Vena cava inferior gesucht und
mit einer Kaniile (Microlance 3 — 24 G x 1%, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) punktiert. Bei ungeniigender Blutmenge bei der Abnahme wurde
nachfolgend auch die Bauchaorta punktiert. Mit Hilfe von Monovetten (S-Monovette
Plasma Lithium-Heparin, 4,9 ml, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) wurde den Ratten
auf diese Weise ca. 5-10 ml Blut entnommen. War es nach der Punktion der beiden
Gefalle nicht mehr moglich, noch mehr Blut zu entnehmen, wurden diese zur Sicherheit
mit einer Schere durchtrennt.

Als der Tod eingetreten war, wurde der Laparotomieschnitt vorsichtig bis zum
Diaphragma hin weitergefiihrt, so dass die Lunge kollabierte. Nachfolgend wurde das
Zwerchfell in beide Richtungen seitlich eingeschnitten und der mediane Bauchschnitt
durch eine Sternotomie nach oben hin erweitert bis die Trachea zu sehen war (siche
Abb. 2). Der Thorax wurde mit 2 Pinzetten zur Seite hin aufgedehnt, um die Lunge
besser darzustellen.
Im oberen Dirittel
der Trachea wurde
dann erneut ein
Schnitt gesetzt und
eine  Knopfkaniile
eingefiihrt, die mit

Hilfe eines Fadens : il ¥. e
Abbildung 2: Situs einer Versuchsratte nach medianer Laparotomie und

befestigt wurde. Sternotomie, die Trachea wurde mit einer Pinzette dargestellt.
Durch leichten Zug an der Trachea, Durchtrennen der groBen GefdBle {iber- und
unterhalb des Herzes und vorsichtiges Freipriaparieren konnten die Lunge und das Herz

nun vollstdndig entnommen werden.
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AnschlieBend wurden die Lungen {iber die Knopfkaniile an einem Glastrichter befestigt,

der die unten angefiihrten Losungen enthielt. Und nachfolgend vollstindig mit dieser

A

Flissigkeit gefiillt (siche Abb. 3). Bei
dem frithen Zeitpunkt wurde dafiir
O.C.T./PBS-Gemisch (1/5 OCT Ldsung,
CellPath, Newtown, UK ; 4/5 PBS

Puffer) verwendet, folgend konnte durch

Abschniiren mit einem Faden am Hilus
der linke Lungenlappen separiert und auf
-80 °C Trockeneis eingefroren werden
(von Horsten et al., 2000).

Bei dem spiten Zeitpunkt wurde
Bouinsche Losung (72 %  gesittigte
Pikinsdureldsung, 23 % Formaldehyd und

5 % reine Essigsdure, Sigma, St. Louis, \’
USA) verwendet, die gefiillten Lungen
mit einer Ligatur an der Trachea
unterhalb der Knopfkaniile versehen und

nach Abtrennen der Knopfkaniile in ein

Becherglas gegeben, das ebenfalls mit
Bouln_Lésung geﬁillt war (Shlngu et al., Abbildung 3: (A) Glastrichter, Ventil und
Knopfkaniile, die in der Trachea der Lunge fixiert
2003). wurde (B) Lunge, gefiillt mit OCT-Lsung (C)
. . . Lunge, gefiillt mit Bouinscher Losung
Fiir weitere Untersuchungen wurden bei
den Ratten auch Leber, Milz, epidymales Fett und viszerales Fett entnommen und bei -

80 °C eingefroren.

2.5. Schneiden und Firben der Lungen

2.5.1. Friiher Zeitpunkt

Die gefrorenen Lungen wurden komplett in O.C.T./PBS-Gemisch (1/5 OCT Ld&sung,
CellPath, Newtown, UK ; 4/5 PBS Puffer) getaucht und anschlieend in einer Ebene

senkrecht zum kleinsten Durchmesser des Prédparates in 5 um dicke Scheiben
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geschnitten. Jeder 15. Schnitt wurde auf Gelatine-beschichtete Objekttrager libertragen,
luftgetrocknet und wéhrend des Féarbens bei -20 °C gelagert.

Das Férben der Schnitte erfolgte {iber eine doppelte Immunhistochemie nach der
APAAP-Methode (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex
wurde nach Sekundér-Antikorper aufgetragen) und eine anschlieBende Gegenfarbung
mit Haematoxylin. Die monoklonalen Primér-Antikorper richteten sich gegen das
intrazelluldre CFSE in den gespritzten Tumorzellen und gegen den NK-RP1 Rezeptor
(CD 161) auf der Oberfliche der NK-Zellen.

Nach dem Auftauen der Préparate wurden sie 10 min bei -20 °C in Aceton fixiert und
anschlieend in TBS-Tween (0.05 % Tween® 20, Sigma, St. Louis, USA; in 10 %
TBS-Stocklésung und 89,95 % destillierten Wasser) gespiilt (kurzes Eintauchen 2-3
mal hintereinander in frische Losung) und gewaschen (Trdger stehen fiir 2 min in
frischer Losung). Danach wurden sie mit dem priméiren Anti-Fluorescein-mAK (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany; 1/250 in 98,9 % PBS, 1% BSA, 0,1 %
Natriumazid) {iber Nacht in feuchten Kammern inkubiert. Nach erneutem Spiilen und
Waschen mit TBS-Tween wurden die Schnitte fiir 30 min mit dem bridging-Antikorper
(Polyclonal Rabbit Anti Mouse Immunoglobulins Dako Z 0259, rabbit anti-mouse,
Dako, Hamburg, Deutschland; 1/50 in 95 % PBS und 5 % Rattenserum) inkubiert. Es
wurde wieder mit TBS-Tween gewaschen, der APAAP-Komplex (100 ml Dako D
0651, mouse, Dako, Hamburg, Deutschland; 1/50 in TBS—Tween) hinzugefiigt und die
Priparate fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die letzten beiden Schritte
(Inkubation mit bridging Antikorper, Inkubation mit APAAP-Komplex) wurden mit
einer Inkubationszeit von 15 min wiederholt. Den néchsten Schritt stellte die Zugabe
des Substrates Fast Blue (Sigma, Deisenhofen, Germany), das im Subtratpuffer (98 %
0,1 M Tris-Puffer pH 8,2; 2 % N,N-Diethylformamide; 0,01 % 1 M Levamisol-Losung
20 mg Naphtol) aufgelost (2 mg Fast Blue auf 3 ml Substratpuffer) und anschlieend
filtriert wurde, dar. Die Inkubation erfolgte hier fiir 25 min, anschlieend wurde wieder
in TBS-Tween gewaschen.

Die Inkubation mit dem Anti-CD161-mAK (mouse anti rat CD161, MorphoSys AbD
GmbH, Diisseldorf, Deutschland) erfolgte iiber eine Stunde und es schloss sich die
gleiche Férbeprozedur, mit der Ausnahme, dass hier als APAAP-Substrat Fast Red
(Sigma, Deisenhofen, Germany) verwendet wurde (2,5 mg Fast Red auf 4 ml
Substratpuffer), an. Am Ende erfolgte eine Gegenfarbung mit Hématoxylin

(Hadmatoxylin, Meyers Hamalaunlosung, Merck, Darmstadt, Deutschland; 1/5 in PBS).
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Die angefiihrte Prozedur fiir das Schneiden und Férben der Lungen erfolgte nach
Vorgaben laut von Hérsten, et al., 2000. Einige Parameter, wie die Dauer der Inkubation
der Primidrantikorper oder Schichtdicke der Prdparate, wurden an unseren
Versuchsaufbau angepasst.

Nach der Farbeprozedur wurden die Schnitte mit Mounting Medium (Dako Glycergel.
Dako Deutschland, Hamburg) und Glas-Deckpléttchen fixiert.

2.5.2. Spiter Zeitpunkt

Die Féarbung erfolgte iiber Nacht in Bouinscher Losung bei 4 °C. Sie beruht darauf, dass
die Tumorzellen der Lungenmetastasen im Vergleich zum umliegenden Gewebe
weniger Farbstoff aufnehmen und sich somit als weile Flecken auf der gelblich
angefarbten Lungenoberfliche darstellen. Dieser Farbstoff wurde, wie oben bereits
geschildert, iiber die Trachea in die Lunge eingeleitet und die Lunge folgend in ein

Becherglas gegeben, das mit der Losung gefiillt war.

2.6. Erhebung der Daten

2.6.1. Quantifizierung der NK-Zellen, Tumorzellen und NK-Zell-Tumorzell-
Interaktionen bei dem frithen Untersuchungs-Zeitpunkt

Von jedem der angefertigten Schnitte wurde mit Hilfe eines Mikroskops (BZ9000
Fluorescence Microscope, Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg) ein digitales
Bild angefertigt, das einen ca. 1700 um breiten Ausschnitt horizontal iiber die ganze
Breite des Priparates zeigt. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Ausschnitt immer
genau unterhalb der groflen Gefélle liegt, wenn das auf Grund der Schnittqualitit nicht
moglich war, immer genau oberhalb dieser.

Auf diese Bilder wurde auf dem Computer im Programm ImageJ, nach einer Skalierung
(0,611 Pixel entsprachen 1 um), ein Raster mit einer Feldgrofe von 5x10° um” pro

Einzelfeld gelegt, wobei die Ausrichtung per Zufall erfolgte (siche Abb. 4).



Methoden | 19

Grid Type: | Lines

Area per Point: | 500000.0 pmA2
Color: | Cyan

¥ Random Offset

Abbildung 4: Digitales, mikroskopisches Bild einer doppelt immunhistochemisch gefarbten Rattenlunge.
Dariiber gelegt wurde ein Raster mit einer FeldgroBe von 5x10° um?”pro Feld.

Aus diesem Raster wurden pro Schnitt 8 Einzelfelder ausgewihlt, die auf die Anzahl,

der in ihnen befindlichen NK- und Tumorzellen, sowie NK-Tumorzell-Interaktionen

untersucht wurden. Im Folgenden wird kurz das Vorgehen zur Auswahl der Felder und

im Anschluss die Analyse der Zellzahlen erldutert.

Begonnen wurde links oben auf dem Pridparat. Wenn der entsprechende Ausschnitt an

dieser Stelle

1. kein groBes Gefdll (2150 ym Durchmesser; Wanddicke =10 ym; starke Fiarbung der
Gefallwand)

2. keine Bildartefakte (z. B. stark unscharfe Stellen, Flecken, Luftblasen)

3. ausreichend Lungengewebe (mind. 75 % des Késtchens zeigt normal konfiguriertes,
nicht zerrissenes Lungengewebe)

4. keinen direkten Flichenkontakt zu einem anderen ausgewahlten Ausschnitt

zeigt, so wurde dieser ausgewdhlt. War dies der Fall, wurde nach rechts ein Késtchen

iibersprungen und somit wieder fiir das 3. Késtchen oben von links entschieden, ob es

die Einschlusskriterien erfiillt oder nicht. Erfiillte der Bildinhalt eines Késtchens nicht

die Einschlusskriterien, so konnte bei dem rechts benachbarten Feld weiter gemacht

werden. Nachdem 4 Késtchen aus der oberen Reihe ausgewéhlt wurden, war in der

unteren Reihe links beginnend fortzufahren.

Die Zellzdhlung wurde fiir jedes der ausgewdhlten Felder einzeln durchgefiihrt. Dafiir

wird im Programm ImagelJ ein Treshold (Image =% Adjust =» Threshold) gesetzt, der es

ermdglicht, in den Bildern bestimmte Farbstufen, Sattigungswerte und Helligkeitsstufen

zu markieren. Fiir die Kennzeichnung der NK-Zellen (rot markiert mit Fast Red) wurde

die Einstellung Hue: 214-255, Saturation: 116-255 und Brightness: 59-255 gewdhlt.

Fiir die Darstellung der MADB 106-Zellen (blau markiert mit Fast Blue B) die
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Einstellung Hue: 148-214, Saturation: 116-255 und Brightness: 0—84. AnschlieSend
wird liber die Funktion Analyse =» Analyse Praticles die Anzahl der Zellen bestimmt.
Fiir die NK-Zellen wurde hier die Einstellung Size 3—100 Pixel Units gewédhlt und
Circularity 01, fiir die MADB Zellen Size 25—Infinity und Circularity 0—1. (siche Abb.
5)

Die Analyse der einzelnen Schnittbilder erfolgte verblindet, wobei die Datei- und
Ordnernamen der eingescannten Bilder von Dr. Julia Spielmann verschliisselt wurden
und ich bei der Bestimmung der Zellzahl keine Kenntnis liber die Gruppenzugehdrigkeit

der einzelnen Bilder hatte.

b —100um

Abbildung 5: Doppelt immunhistochemisch gefarbter und mit Himatoxylin gegengefarbter
Cryo-Schnitt. Die Fiarbung erfolgte unter der Nutzung von Anti-CD161 mAb und anti-
Fluorescein mAb. Die Schnitte wurden mit einem digitalen Mikroskop eingescannt und mit
dem Programm Imagel analysiert. NK-Zellen wurden rot dargestellt (a), MADB 106-Zellen
wurden blau dargestellt (b). Eine NK-Zell-MADB 106-Zell-Interaktion wurde vergroBert (c).
Schwarze Pfeile zeigen NK-Zellen, rote Pfeile MADB 106-Zellen.

2.6.2. Quantifizierung der oberflichlichen Lungenmetastasen bei dem spiten
Untersuchungs-Zeitpunkt

Die oberflichlichen Metastasen (siche Abb. 3 und 11) wurden auf jedem
Lungensegment (linke Lunge: Ober-/Mittel-/Unter-/Hinterlappen, rechte Lunge)
gezdhlt. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Zahl der oberflichlichen
Lungenmetastasen reprisentativ fiir die Gesamtzahl der Lungenmetastasen ist (Shingu
et al.,, 2003). Dies erfolgte verblindet und von zwei Untersuchern. Shingu et al.
wendeten dieses Vorgehen bereits bei Fischer 344 Ratten an, die intravenés MADB

106-Zellen erhielten.
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2.7. FACS Analyse der NK-Zellen im Blut der Versuchstiere

Die Analyse des Blutes der Versuchstiere wurde von Dorle Knauf und Dr. Julia
Spielmann durchgefiihrt. Ein Teil dieser Daten wird in dieser Arbeit angefiihrt, um ein
gesamtheitliches Bild des von uns durchgefiihrten Experimentes darstellen zu kénnen.

Das bei der Totung der Tiere gewonnene Blut wurde mittels FACS-Analytik zur
Bestimmung der absoluten und relativen Anzahl der NK-Zellen, NKT-Zellen, T-Zellen,

B-Zellen Monozyten untersucht.

2.8. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Graphpad-Prism. Dabei wurde
das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte
+ SEM. Zur Analyse von potentiell signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen
wurde ein t-Test (Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Stichproben) durchgefiihrt.

Die in der Arbeit aufgefiihrten Diagramme wurden mit Microsoft Exel erstellt.
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3. Ergebnisse
3.1. Gewichtsentwicklung der Versuchstiere

3.1.1. Friiher Zeitpunkt

Das durchschnittliche Gewicht der Versuchstiere betrug am Anfang der Futterphase in
jeder der Gruppen 184 g. Nach der sechswochigen Futterperiode hatten die Kontrolltiere
thr Gewicht um 58 % gesteigert und die DIO-Tiere um 65,5 %. Zu diesem Zeitpunkt
hatten die Tiere mit der hochkalorischen, fettreichen Didt ein signifikant hoheres
Korpergewicht erreicht als die Vergleichstiere mit Standardfutter (290 + 2,6 g vs. 304 =
3,9 g, P =0,000)
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Abbildung 6: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere bei sechswochiger fettreicher (DIO-) oder
fettarmer (Kontroll-) Diét. , +/- SEM.
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3.1.2. Spiter Zeitpunkt

Zu Versuchsbeginn wogen die Versuchstiere des spidten Zeitpunktes in allen vier
Gruppen durchschnittlich 195,5 g. Nach 10 Wochen hatte das Korpergewicht der Tiere,
die Kontrollfutter erhielten um 68,6 % gesteigert, dass der DIO-Tiere um 78 %. Auch
hier gab es einen signifikanten Unterschied zwischen dem Korpergewicht der
Kontrolltiere, im Vergleich zu den Tieren, die fettreiche Nahrung erhielten (330 g+ 4 g
vs.352g+72¢g;P=20012).

In den 3 Wochen nach der Tumorzell-Injektion stagnierte das Gewicht in beiden
Gruppen anfangs und stieg dann nach einer Woche weiter an. Das durchschnittliche
Gewicht der DIO-Tiere war wieder signifikant héher, als das der Kontrolltiere (368 g +
92gvs.333g+55¢g;P=00027).
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Abbildung 7: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere bei vierzehnwochiger fettreicher (DIO-) oder
fettarmer (Kontroll-) Diét. Nach 10 Wochen erfolgte die Injektion von MADB 106-Zellen oder Vehikel
(NaCl). , +/- SEM.
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3.2. Quantifizierung der NK- und MADB 106-Zellen im Lungengewebe
3.2.1. NK-Zellen

Bei den Kontroll- und den DIO-Tieren, die mit NaCl behandelt wurden, konnte eine
ghnliche Zahl an NK-Zellen festgestellt werden (195 = 72 vs. 183 = 45 in 40 mm’
untersuchtem Lungengewebe).

Bei den normalgewichtigen Kontrollratten kam es im Vergleich zu diesen Werten 15
Minuten nach MADB 106-Injektion zu einer deutlichen Zunahme der Anzahl
pulmonaler NK-Zellen (1064 = 460 vs. 195 = 72 in 40 mm’ untersuchtem
Lungengewebe; P = 0,085). Dieser Effekt war bei den DIO-Tieren nicht zu
verzeichnen, da es zu keiner groBen Anderung der NK-Zellzahl im Vergleich zu den
Tieren, denen Vehikel gespritzt wurde kam (63 + 9 vs. 183 = 45 in 40 mm’
untersuchtem Lungengewebe). Damit war der Unterschied der NK-Zellzahl zwischen
den Kontroll- und DIO-Tieren, denen MADB 106-Zellen injiziert wurden, deutlich
(1064 + 460 vs. 63 = 9 in 40 mm? untersuchtem Lungengewebe; P = 0,05).
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Abbildung 8: Anzahl der NK-Zellen pro mm? untersuchtem Lungengewebe 15 min nach Injektion von
MADB 106-Zellen (-Tumor) oder Vehikel (-NaCl). Dies erfolgte nach sechswochiger fettreicher (DIO-)
oder fettarmer (Ko-) Diit. +/-SEM, signifikante Unterschiede zwischen der NaCl- und der Tumorgruppe
wiirden als * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und der DIO-Gruppe
wiirden als # gekennzeichnet (p < 0,05).
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3.2.2. MADB 106-Zellen

Bei den Tieren, die mit den Adenokarzinomzellen behandelt wurden, wiesen die
Kontrolltiere signifikant mehr Tumorzellen auf als die DIO-Tiere (223 = 48 vs. 38 + 18

in 40 mm? untersuchtem Lungengewebe; P = 0,025).
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Abbildung 9: Anzahl der MADB 106-Zellen pro mm” untersuchtem Lungengewebe 15 min nach
Injektion von MADB 106-Zellen (-Tumor) oder Vehikel (-NaCl). Dies erfolgte nach sechswochiger
fettreicher (DIO-) oder fettarmer (Ko-) Diét. +/-SEM, signifikante Unterschiede zwischen der NaCl- und
der Tumorgruppe wiirden als * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und der
DIO-Gruppe wiirden als # gekennzeichnet (p < 0,05).
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3.2.3. NK-MADB 106-Interaktionen

Beziiglich der NK-Tumorzell-Interaktionen wiesen Tiere der beiden Gruppen, die
MADB 106-Zellen intravends erhielten, signifikante Unterschiede auf. Hierbei zeigten
die Ratten nach fettarmer Erndhrung 5 mal mehr Interaktionen als nach fettreicher

Ernihrung (1,33 = 0,34 vs. 0,25 + 0,25 pro 40 mm’ Lungengewebe; P = 0,045).
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Abbildung 10: Anzahl der NK-Zell -MADB 106- Interaktionen pro mm? untersuchtem Lungengewebe
15 min nach Injektion von MADB 106-Zellen (-Tumor) oder Vehikel (-NaCl). Dies erfolgte nach
sechswochiger fettreicher (DIO-) oder fettarmer (Ko-) Diét. +/-SEM, signifikante Unterschiede zwischen
der NaCl- und der Tumorgruppe wiirden als * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede zwischen der
Kontroll- und der DIO-Gruppe wiirden als # gekennzeichnet (p < 0,05).
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3.3. Quantifizierung der Oberflichenmetastasen zum spiten Zeitpunkt

Individuen, die mit Vehikel behandelt wurden, zeigten keine oberflichlichen
Lungenmetastasen. Bei didt-induziert-adipdsen Tieren, die MADB 106-Zellen erhielten,
fanden sich signifikant mehr oberflichliche Lungenmetastasen (16 = 4,8 vs. 49 £ 8,5
pro Lunge, P = 0,005) als bei den normalgewichtigen Kontrolltieren, die MADB 106-

Zellen erhielten.

KoNaCl KoTumor—/ DIOTumor

)

Abbildung 11: Reprisentative makroskopische Bilder der Oberflichlichen Lungenmetastasen 3 Wochen
nach Injektion von MADB 106-Zellen (-Tumor) oder Vehikel (-NaCl). Fixation und Fiarbung erfolgte in
Bouin Losung. Vorangegangen war eine zehnwochige fettreiche (DIO-) oder fettarme (Ko-) Diit.
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Abbildung 12: Anzahl der Oberflachlichen Lungenmetastasen 3 Wochen nach Injektion von MADB
106-Zellen (-Tumor) oder Vehikel (-NaCl). Dies erfolgte nach zehnwochiger fettreicher (DIO-) oder
fettarmer (Ko-) Diét. +/-SEM, signifikante Unterschiede zwischen der NaCl- und der Tumorgruppe
wiirden als * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und der DIO-Gruppe
wiirden als # gekennzeichnet (p < 0,05).
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3.4. FACS Analyse der NK-Zellen im Blut der Versuchstiere

Bei dem frithen Untersuchungszeitpunkt zeigten die Tiere in allen vier Gruppen etwa

gleiche Zahlen an NK-Zellen und NKT-Zellen.

Bei dem spiten Zeitpunkt drei Wochen nach der Injektion der Tumorzellen zeigten die
Tiere der DIO-Gruppe, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine signifikant niedrigere
Zahl an NK-Zellen im Blut (12,2 % £ 0,6 % vs. 16,5 % £ 2 %; P = 0,0006). Die Zahl

der NKT-Zellen war wieder in allen Gruppen etwa gleich.
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Abbildung 13: FACS-basierte Analyse der NK-Zell Zahl im Blut 3 Wochen nach Injektion von MADB
106-Zellen (-Tumor) oder Vehikel (-NaCl). Dies erfolgte nach sechswdochiger fettreicher (DIO-) oder
fettarmer (Ko-) Diét. +/- SEM, signifikante Unterschiede zwischen der NaCl- und der Tumorgruppe
wiirden als * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und der DIO-Gruppe
wiirden als # gekennzeichnet (p < 0,05).
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4. Diskussion

Tumoren bei Adipdsen stellen in Deutschland und anderen Industriestaaten ein
wichtiges Problem dar. Schitzungsweise 40.000 neue Krebsfille treten hierzulande pro
Jahr aufgrund von Ubergewicht auf (Calle und Kaaks, 2004). Zudem ist die
Krebsmortalitdt bei Adipositas-Patienten erhoht (Calle et al., 2003). Beispielsweise ist
Adipositas ein signifikanter Faktor fiir eine erhéhte Krebs-spezifische Mortalitdt bei
Prostatakarzinomen (Zhang et al., 2015), Cervix-Karzinomen (Frumovitz et al., 2014)
und Brustkrebs (Chang et al., 2013). Ob dieser Effekt durch eine verstirkte
Metastasierung oder ein stiarkeres Tumorwachstum zustande kommt, scheint dabei noch
unklar. Tierexperimentelle Daten suggerieren, dass es diesbeziiglich deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Entitdten gibt (Park et al., 2012; Kim et al., 2013).
Anzumerken bleibt auch, dass Adipositas bei wenigen Tumoren auch einen positiven
Einfluss auf die Uberlebenszeit hat, was fiir Bronchialkarzinome zutrifft (Leung et al.,
2011).

Ursachen fiir die erhéhte Inzidenz und Mortalitdt von Tumoren bei adipdsen Individuen
stellen ein gesteigerter Blut-Insulinspiegel, eine hohere Bioverfiigbarkeit vom
Wachstumsfaktor IGF-1, chronische Inflammation, sowie eine verminderte
Immunfunktion dar. Dabei wurde bisher noch nicht ndher untersucht, welchen
Stellenwert hierbei die NK-Zellen haben. Verschiedene Studien weisen bereits darauf
hin, dass die Anzahl und Funktion dieser Immunzellen bei adipdsen Individuen
verdndert ist (Nave et al., 1998; lorio et al., 2006). Diese Verdnderungen zeigen eine
Reversibilitdt nach Gewichtsverlust beim Menschen (Moulin et al., 2011; Jahn et al.,
2015) oder Ubertragung der NK-Zellen in normalgewichtige Individuen im Tiermodell
(Lautenbach et al., 2009).

Um im Tiermodell die menschliche Adipositas durch liberméBige Kalorienzufuhr
abzubilden bieten sich hochkalorische Didten bei Nagetieren, wie Mausen oder Ratten,
an, da andere Adipositas-Modelle auf genetischen Verdnderungen bei den Tierstimmen
beispielsweise durch Uberexpression von AgRP (Agouti related protein - wirkt Appetit
steigernd im Hypothalamus) oder Unterexpression von Leptin oder Leptinrezeptoren
basieren (Kanasaki und Koya, 2011). Diese Ursachen spielen beim Menschen eine

untergeordnete Rolle.
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Das in dieser Arbeit beschriebene Modell der didt-induzierten Adipositas bei F344
Ratten wurde Dbereits in anderen Studien verwendet, um Effekte von
nahrungsmittelinduzierter =~ Adipositas auf den Organismus zu untersuchen.
Beispielsweise wurde das Verhalten (Buchenauer et al., 2009), sowie die Herzfunktion
(Nagarajan et al., 2013) wunter Adipositas analysiert und tumorbiologische
Untersuchungen zur Leukozytenverteilung und Zytokinquantifizierung durchgefiihrt
(Behrendt et al., 2010).

Der deutliche Anstieg der Anzahl pulmonaler NK-Zellen der normalgewichtigen
Versuchstiere nach Injektion von Tumorzellen spricht fiir eine Mobilisierung dieser
Immunzellen hauptsdchlich aus dem Blut bzw. wahrscheinlich auch lymphatischen
Organen (Knochenmark, Milz oder andere) oder nicht lymphatischen Organen (z. B.
Leber) in die Lunge. Dieser Effekt wurde von verschiedenen Autoren sowohl bei
tumorbefallenem Gewebe, als auch bei infektiosen Entziindungsreaktionen (Khan et al.,
2006) beschrieben. Standard- oder Normalwerte fiir die NK-Zellzahl in der Lunge beim
Menschen oder der Ratte wurden bis dato noch nicht publiziert. Die detaillierten
Mechanismen der Migration sind dabei zum GroBteil noch unklar (Gregoire et al.,
2007). L-Selektine, die auch von anderen Lymphozyten exprimiert werden, scheinen
dabei eine wichtige Rolle zu spielen (Sobolev et al., 2009).

Der NK-Zell-Anstieg blieb in den Lungen der DIO-Versuchstiere nach Tumorzell-
Injektion aus. Zu vermuten ist, dass die Zellen moglicherweise nicht addquat auf
Zytokin-Signale anderer Immunzellen reagieren, die durch die Tumorzellinvasion
ausgelost werden. So schiitten verschiedene Zellen des angeborenen Immunsystems
(dendritische Zellen, Makrophagen, NKT-Zellen, NK-Zellen), die Tumorzellen {iber
thre Oberfldchenrezeptoren erkennen, Mediatoren wie Interferon (IFN-) o oder
Interleukin (IL-) 12 (auch NKSF-NK-Zellen stimulierender Faktor) aus, die zu einer
Proliferation, IFN-y-Produktion und einer Erhohung der Zytotoxizitit der NK-Zellen
fihren (Walzer et al.,, 2005). Denkbar wire, dass ein oder mehrere der
inflammatorischen Zytokine, beispielsweise liber eine verstirkte Expression von L-
Selektinen oder P-Selektin-Liganden, zu einer NK-Zell-Migration fithren. IL 2 und IL
12 fiihren experimentell zu einer verstirken Endothel-Ahésion (Allavena et al., 1996).
Bei adiposen Tieren scheint dieser Mechanismus der NK-Zell-Immigration in das
Gewebe, das mit Tumorzellen befallen ist, gestdrt zu sein. Dies ist als Zeichen eines
Funktionsverlustes dieser Immunzellen zu werten. Studien bei Menschen zeigen, dass

sich eine erniedrigte NK-Zellzahl im Tumorgewebe negativ auf die Prognose von
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Colon-, Magen und Lungenkarzinomen auswirkt (Coca et al., 1997; Ishigami et al.,
2000; Villegas et al., 2002).

Zusitzlich fiir einen Verlust der NK-Zell-Funktion spricht, dass sich bei den DIO Tieren
beim frithen Untersuchungszeitpunkt signifikant weniger NK-Zell-Tumorzell-
Interaktionen zeigten. Erkennt eine NK-Zelle eine Tumorzelle, z. B. anhand der
herunterregulierten MHC-I Komplexe an deren Oberfliache iiber Disinhibition der KIR-
Rezeptoren oder iiber spezifische Oberflaichenmuster iiber NCR-Rezeptoren (siehe 1.2.),
so lagert sie sich an diese Zelle an und fiihrt deren Zelltod durch folgende Mechanismen
herbei (Cheng et al., 2013). Erstens durch die Ausschiittung von Granula, die Granzym
und Perforine enthalten und zur Tumor-Zell-Apoptose fiihren (Kagi et al., 1994).
Zweitens durch die Expression von Todesrezeptor-Liganden, wie FasL oder TRAIL, die
mit Rezeptoren auf der Tumorzell-Oberfliche interagieren und ebenfalls deren
Apoptose einleiten (Screpanti et al., 2001). Drittens {iber die Ausschiittung von
Substanzen wie IFN-y und anderer Zytokine die eine spezifische Immunabwehr
einleiten und die Angiogenese des Tumors einschrinken (Street et al., 2001). Und
viertens mittels ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity), wobei die NK-Zellen
iiber ihren FcyRIII (CD16)-Rezeptor IgG-(Antikorper)-Molekiile auf Tumorzellen
binden und dadurch aktiviert werden (Smyth et al., 2002). Fiir die komplexe Abwehr
der NK-Zellen gegen die Tumorzellen ist also ein direkter Zell-Zell-Kontakt nétig, der
auch als , killers kiss* bezeichnet wird (Krzewski und Strominger, 2008).

Der erniedrigten NK-Zell-Zahl und -Funktion in der Lunge entsprechend fanden wir in
unserem zweiten Experiment in der DIO-Gruppe, der Tumorzellen gespritzt wurde,
auch signifikant mehr oberflachliche Lungenmetastasen. Wie bereits beschrieben (siehe
1.3.), gibt es fiir menschlichen Brustkrebs bereits deutliche Hinweise auf eine verstérkte
Metastasierung bei Adiposen (Ewertz et al., 2011). Auch bei anderen Experimenten mit
Melanom-Zellen bei Miusen kam es zu einem deutlichen Anstieg der pulmonalen
Metastasen bei Adipositas (Mori et al., 2006). Obwohl die Versuchstiere im
beschriebenen Experiment keine Symptome von Schmerzen oder Atemnot zeigten, ist
davon auszugehen, dass beim krebserkrankten Menschen durch den schnelleren
Krankheitsprogress mit einer verminderten Lebensqualitit, Schmerzen, Atemnot und
sicher auch mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben zu rechnen wire.

Unser Versuch gibt dabei Hinweise, dass die verstirkte Metastasierung nicht nur darauf
zuriickzufiihren ist, dass die Tumorzellen eher ihre Ortsstindigkeit verlieren, bzw.

starker hormonell stimuliert werden. Stattdessen werden die disseminierten
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Tumorzellen bei Normalgewichtigen effektiver von der natiirlichen Immunabwehr
erkannt und eliminiert, indem NK-Zellen in das Lungengewebe immigrieren und sich
auch statistisch hiufiger an die Tumorzellen anlagern. Wichtig ist dabei nicht nur die
zytotoxische Funktion durch direktes Anlagern, sondern auch die Ausschiittung von
IFN-y der tumornahen NK-Zellen, die zu einer Induzierung von (M1-) Makrophagen
fiihrt (Schoenborn und Wilson, 2007).

Laut der Arbeitsgruppe Fu et al. kann man beim Menschen funktionell zwischen
zytotoxischen, regulativen und toleranten NK-Zellen unterscheiden (Fu et al., 2014).
Die erste Gruppe, die zytotoxischen NK-Zellen, zeigen in der FACS-Analyse den
Phénotyp CD56%™ und stellen die groe Mehrzahl der im Blut befindlichen NK-Zellen
dar. Diese Zellen besitzen die Mdglichkeit andere Zellen, beispielsweise suspekte
Tumorzellen, iiber bereits beschriebene Mechanismen (siehe 1.2.) zu erkennen und zu
lysieren. Diese Gruppe der NK-Zellen besitzt jedoch nur begrenzt die Moglichkeit nach
threr Aktivierung Zytokine oder Chemokine zu produzieren (Caligiuri, 2008). Die
zweite Gruppe mit dem Phinotyp CD56" €™
bildet etwa 10 % der NK-Zellen im peripheren Blut und nahezu 100 % der NK-Zellen

, auch als regulative NK-Zellen bezeichnet,

im sekunddren lymphatischen Gewebe, beispielsweise Lymphknoten. Diese konnen
zwar erkannte Zellen nicht lysieren, dafiir aber grofle Mengen von Zytokinen und
Chemokinen produzieren und damit entscheidend eine Immunreaktion beeinflussen
(Caligiuri, 2008). Es bestechen Theorien, dass CD56™¢"- und CD56%™-Zellen
aufeinanderfolgende Schritte in der Differenzierung von NK-Zellen darstellen
(Romagnani et al., 2007). Die dritte Gruppe, die von Fu beschrieben wird, trigt auch
hauptsichlich den Phinotyp CD56™¢", wird auch als DN-NK (double-negative-NK-
Zellen, CD11b CD27 ) bezeichnet und ist auf Grund von iiberwiegend inhibitorischen
Oberflachenrezeptoren anderen Zellen gegeniiber wenig reaktiv (Fu et al., 2011). Diese
Zellen fanden sich auch im Tumorgewebe von Menschen mit nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen, wobei die Pridsenz und Anzahl dieser mit der Progression der
Tumore in Zusammenhang gebracht werden konnte (Jin et al., 2013). DN-NK-Zellen
beschreiben laut gegenwértigem Forschungsstand ein frithes Stadium der NK-Zell-
Reifung (Fu et al., 2011) und es ist noch unklar, warum diese vermehrt in bestimmten
Tumoren vorkommen. Moglicherweise sind weiterentwickelte NK-Zellen empfindlicher
gegeniiber den Tumorzellen und die DN-NK-Zellen werden selektiert oder das Tumor-

Mikromilieu fiihrt zur Induktion von NK-Zellen dieses unreifen Typs (Jin et al., 2013).
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Kiinftige Studien konnten zeigen, inwiefern die einzelnen Subgruppen der NK-Zellen
an dem verstirkten Wachstum der Metastasen bei den adipdsen Versuchstieren beteiligt
sind. Dabei wiére denkbar, dass sowohl die zytotoxischen, als auch die regulativen NK-
Zellen eine Rolle spielen. Die verringerte Anzahl von NK-Zell-Tumorzell-Kontakten
bei den adipdsen Ratten konnte fiir eine verdnderte Funktion der zytotoxischen NK-
Zellen sprechen. Die verringerte Gesamtzahl der NK-Zellen in der Lunge der adipdsen
Ratten der Tumorgruppe konnte im Sinne einer ungeniigenden Aktivierung einer
Immunreaktion fiir eine Dysfunktion der regulativen NK-Zellen sprechen. Interessant
wére hierfiir auch zu wissen, inwiefern sich die IFN-y-Konzentration im Serum der
Tiere verhilt, was in zukiinftigen Experimenten auch untersucht werden sollte.
Betrachtet man die Nicht-Tumor-Zellen um einen Tumor, spricht man von Tumor-
Microenvironment. An dieser Umgebung sind verschiedene Zelltypen beteiligt, unter
anderem Endothelzellen, Fibroblasten, Fettzellen und Immunzellen, wie Makrophagen,
B- und T-Zellen und NK-Zellen (Albini und Sporn, 2007). Besonders bedeutend
scheinen dabei die Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM's) zu sein, die die Initiation
und das Wachstum des Tumors fordern (Quatromoni und Eruslanov, 2012) und zu der
Tumormetastasierung beitragen (Siveen und Kuttan, 2009). NK-Zellen, die in den
Tumor infiltrieren (beispielsweise DN-NK-Zellen) bzw. an ihm assoziiert sind, werden
auch als TINK (tumor-infiltrating NK) bzw. TANK (tumor-associated NK) bezeichnet
(Bruno et al., 2014). Die zytotoxische Funktion der TINK wird dabei durch
verschiedene Mechanismen von den Tumorzellen und dem Tumor-Mikromilieu
unterdriickt (Vitale et al., 2014). Studien weisen zudem darauf hin, dass diese Zellen
fordernd auf die Tumor-Angiogenese wirken, indem sie VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) und PIGF (Placental Growth Factor) produzieren (Bruno et al., 2013).
Da TINK's, beziehungsweise TANK’s, mit einer Tumorprogression in Zusammenhang
gebracht werden, stellen NK-Zellen an dieser Stelle einen wichtigen Ansatzpunkt fiir
eine therapeutische Intervention dar (Bruno et al., 2014). Die Funktionen der NK-Zellen
im Tumor-Microenvironment sind nicht ndher bekannt, moglicherweise gibt es
Wechselwirkungen zwischen den TAM's und NK-Zellen, was einen weiteren wichtigen
Angriffspunkt fiir die zukiinftige Forschung darstellen sollte.

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der Lungen ergab sich, dass die
normalgewichtigen Tiere deutlich mehr Tumorzellen im untersuchten Lungengewebe
aufwiesen. Dies ldsst sich mdoglicherweise dariiber erkldren, dass es bei adipdsen

Individuen zu einer verlangsamten Tumorzell-Immigrationsdauer kommt. Die
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Geschwindigkeit der Ansiedelung einer Zelle wird dabei hauptsidchlich durch
Adhisions-Rezeptoren (beispielsweise Integrine) und deren Wechselwirkung mit
Liganden in der Extrazelluliren Matrix bestimmt (Palecek et al., 1997). In folgenden
Experimenten sollte die Tumor-Zellzahl auch in anderen Kompartimenten, wie dem
Blut, gemessen werden, um von der Verteilung der Tumorzellen nach Injektion ein
besseres Bild zu erlangen.

In unterschiedlichen publizierten Studien, sowie auch bei unserem Experiment, wurde
die Anzahl der einzelnen NK-Zell-Subpopulationen, sowie anderer Lymphozyten im
peripheren Blut untersucht. Anders als in diesem Versuch, wo der Anstieg zwar
vorhanden war, aber nur gering ausfiel und nicht signifikant war, stieg bei anderen
Experimenten die NK-Zell-Zahl nach Tumorzellinjektion deutlich an (Shingu et al.,
2002). Dies wiirde auch gut zu der erhohten NK-Zellzahl in der Lunge 15 Minuten nach
Tumorzellinjektion im Sinne einer Mobilisierung dieser Immunzellen in die
tumorbefallenen Lungen passen.

Die Kontrolltiere ohne Tumorzellkontakt (DIO und normalgewichtig) zeigten in
unserem Experiment etwa gleich viele NK-Zellen im peripheren Blut. Studien beim
Menschen zeigten zum Teil, dass es durch Adipositas nicht direkt zu einer Verdanderung
der NK-Zellzahl im Blut kommt (Nieman et al., 1999), zum Teil fand man bei den
Adiposen mehr NK-Zellen (Iorio et al., 2006).

Unsere Versuchstiere waren nach der 6-wochigen Futterperiode 5 % schwerer, bzw.
nach der 10-wochigen 7 % schwerer als die Kontrolltiere. Vergleicht man dies mit einer
Person der GroBe von 1,75 m und einem Gewicht von 76,5 kg (BMI = 24,9 kg/m’,
oberes Normalgewicht) bzw. einem Gewicht von 92 kg (BMI = 30 kg/m’ untere
Grenze Adipositas) fillt auf, dass beim Menschen der Gewichtsunterschied zwischen
Adipositas und Normalgewicht laut WHO-Definition (siehe 1.1.) mindestens 20 %
betrigt.

Da es trotz des vergleichsweise (zum adipdsen Menschen) geringen
Gewichtsunterschiedes zwischen DIO- und Kontrolltieren erhebliche Differenzen bei
der NK-Zell Zahl und Funktion im Lungengewebe, sowie der Ausprigung der
Oberflaichenmetastasen nach 3 Wochen gab, kann man davon ausgehen, dass bei diesem
Modell nicht nur der reine Gewichtsunterschied entscheidend ist, sondern vordergriindig
die Zusammensetzung der Nahrung, sowie die Qualitdt und Quantitidt des subkutanen
und viszeralen Fettes. In den groflen epidemiologischen Studien konnten auch innerhalb

des Normalgewichts beim Menschen Unterschiede beziiglich des Tumorrisikos
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festgestellt werden (Calle und Kaaks, 2004). Andere Studien zeigten, dass sich auch das
kardiovaskuldre Risiko im BMI-Bereich 20-24,9 kg/m2 verdndert, was als ,,normal
weight obesity* bezeichnet wurde (Romero-Corral et al., 2010). Bei der Untersuchung
von normalgewichtigen, gesunden Menschen fand sich bei jenen, die einen hdheren
Korperfettanteil (BF %) besaflen, ein hoheres Herz-Kreislauf Risiko (Kim et al., 2013).
Der prozentuale Korperfettanteil scheint also dicht mit dem Auftreten von
Folgeerkrankungen zu korrelieren. Bei den verschiedenen epidemiologischen Studien,
die sich mit dem Risikofaktor Adipositas beschiftigen, wird trotzdem vordergriindig der
BMI als Sorrugatparameter fiir das Korperfett eingesetzt, da die direkte Quantifizierung
von viszeralen und subkutanen Fett (z. B. via Unterwasser-Wiegen, MRT, CT) sehr
teuer und aufwendig ist und giinstige Methoden wie die Bioimpedanz wenig valide sind
(Goodpeaster, 2002; Elia, 2013).

Anzumerken ist auch, dass selbst innerhalb der Spezies Mensch deutliche Unterschiede
beziiglich eines BMI vorliegen, ab dem Adipositas-typische Verdnderungen wie
Insulinresistenz oder ein erhdhtes Herz-Kreislauf Risiko vorliegen. Dies scheint darauf
zuriickzuschliefen zu sein, dass bei manchen ethnischen Gruppen (z. B. Indonesiern
oder Chinesen) der Korperfettanteil (BF %), verglichen mit der europdischen und
amerikanischen weilen Bevolkerung, durchschnittlich schon bei niedrigeren BMI
Werten ansteigt (Cheng, 2003; Deurenberg-Yap und Deurenberg, 2003).

Auf den vermuteten Pathomechanismus der Leptin-Resistenz von NK-Zellen wurde
bereits unter 1.4. eingegangen. Interessant wére hierbei, inwiefern die Leptin-Resistenz
mehr vom BF % als vom BMI abhingt und ob es auch bei normalgewichtigen mit
hohem BF % zu einer NK-Zell-Funktionsstorung kommt.

Beziiglich des durchgefiihrten Experiments sind Limitationen zu nennen. Die
Differenzierung des Phinotyps der NK-Zellen in der Lunge kann noch spezifischer
erfolgen, beispielsweise iiber sog. ,,single cell isolation” mit nachfolgender FACS
Analyse der gewonnenen Zellen (Rocca et al., 2013) oder Immunhistochemie unter
Nutzung weiterer Marker (z. B. PENS (Vivier et al., 1995) oder CD16). Dies stellt auch
einen Ansatzpunkt fiir nachfolgende Studien dar.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass es bei verdnderter
Nahrungszusammensetzung und Verdnderung des Korpergewichtes bei didt-induziert
adiposen Ratten zu einer NK-Zell-Funktionsstérung kommt, die zu einem forcierten
Wachstum von Tumormetastasen fiihrt. Dies ist eine Grundlage fiir tierexperimentelle

Interventionsstudien, beispielsweise iiber die Aktivierung von NK-Zellen und eine Basis
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fiir klinische Studien. So stellt sich beispielsweise auch die Frage, ob bestimmte adipdse
Tumorpatienten (z. B. Brustkrebspatientinnen mit starker Adipositas) von den

immunologischen Effekten einer energiearmen Diét profitieren kdnnten.



Zusammenfassung ’ 38

5. Zusammenfassung

Adipositas und ihre Folgeerkrankungen stellen in Deutschland und der Welt eines der
grofiten Gesundheitsprobleme dar. Als eine dieser Folgeerkrankungen manifestiert sich
die Entwicklung von bosartigen Tumoren, wobei die genaueren Mechanismen der
Krebsentwicklung bei Adipositas noch unklar sind. Ein Faktor konnte dabei eine
Funktionsstorung von Natiirlichen Killer (NK)-Zellen darstellen. NK-Zellen gehdren zu
den Zellen des angeborenen Immunsystems und kénnen Tumorzellen iiber verschiedene
Oberflachenrezeptoren erkennen, sich an diese anlagern und sie abtoten.

An 64 didt-induziert adiposen und normalgewichtigen Fischer-344 Ratten wurden die
kurz- und langfristigen Effekte auf die NK-Zellzahl im Lungengewebe nach Injektion
von MADB 106 Tumorzellen untersuchtt MADB 106 Tumorzellen sind
Adenokarzinom-Zellen, die aus Lungenmetastasen eines Mammakarzinoms bei
weiblichen F344 Ratten gewonnen wurden. Dafiir erhielten die Tiere vor den Versuchen
fiir 6-10 Wochen eine hochkalorische Nahrung zur Induktion einer Adipositas bzw.
eine niedrigkalorische Kontrolldit.

Um zu untersuchen ob es bei den adipdsen Tieren zu Verdanderungen des Mechanismus
der Mobilisierung der Immunzellen in das betroffene Organ, sowie der Anlagerung an
die Tumorzellen kommt, wurden 15 min nach der Injektion der Tumorzellen in die
Schwanzvene der Ratten die Lungen entnommen, kryokonserviert und
immunhistochemisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass die adiposen Tiere weniger
NK-Zellen im tumorbefallenen Lungengewebe zeigten, sowie weniger Interaktionen
zwischen Tumor- und NK-Zellen. Dies ist als Einschrankung der NK-Zell Aktivitit zu
werten, da somit mehr Tumorzellen der Lyse durch diese entkommen und so mehr
Metastasen heranwachsen konnen.

Um zu untersuchen, ob es wirklich zur Entwicklung von mehr oberfldchlichen
Lungenmetastasen bei adiposen Ratten kommt, wurde der Versuch wiederholt und die
Lungen erst 21 Tage nach der Injektion der Tumorzellen entnommen. Dabei zeigte sich
eine deutlich groflere Zahl von oberflichlichen Lungenmetastasen bei den adipdsen
Tieren im Vergleich zu den normalgewichtigen Kontrolltieren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es bei didt-induziert adipésen Ratten zu
einer NK-Zell Funktionsstorung kommt, die zu einem verstirkten Wachstum von

Tumormetastasen fiihrt.
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7. Thesen

1. Adipose Menschen haben ein grofleres Risiko an bestimmten Tumorentititen zu

erkranken.

2. Bei tumorerkrankten adipdsen Menschen kommt es zu einem verstidrkten

Tumorwachstum, einer vermehrten Metastasierung und einer erhohten Mortalitit.

3. Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) spielen beim Prozess der Tumor- und
Metastasen-Bekdampfung eine wichtige Rolle.

4. Bei adipdsen Menschen kommt es zu einer Dysfunktion von NK-Zellen.

5. Die vorliegende Arbeit soll untersuchen, inwieweit die Dysfunktion von NK-Zellen

bei adipdsen F344-Ratten zu einer vermehrten Lungenmetastasierung fiihrt.

6. Im kurzen Zeitintervall (15 Minuten) nach Injektion von MADB 106-Tumorzellen
war die Migration von NK-Zellen in die Lunge der adipdsen Versuchstiere gestort. Es

finden sich signifikant weniger NK-Zellen als bei normalgewichtigen Kontrolltieren.

7. Im kurzen Zeitintervall (15 Minuten) nach Injektion von Tumorzellen ist die
Haufigkeit der Interaktion zwischen NK- und Tumorzellen im Lungengewebe der
adiposen Versuchstiere verdndert. Es finden sich signifikant weniger NK-Zell-

Tumorzell-Interaktionen als bei normalgewichtigen Kontrolltieren.

8. Im kurzen Zeitintervall (15 Minuten) nach Injektion von Tumorzellen ist die Zahl der

Tumorzellen im Lungengewebe der adipdsen Versuchstiere signifikant verdndert.

9. Im langen Zeitintervall (3 Wochen) nach Injektion von Tumorzellen ist die Zahl der

Lungenmetastasen bei adiposen Tieren signifikant erhdht.

10. Die tierexperimentellen Daten der vorliegenden Arbeit sind eine wichtige Grundlage
fiir weitere Untersuchungen der gestorten Tumorabwehr durch NK-Zellen bei adipdsen

Individuen.
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