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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Osophaguskarzinom steht an der sechsten Stelle der Krebstodesstatistik, ist fiir
einen von 18 Krebstodesféllen verantwortlich und weist eine schlechte Prognose mit
einer 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 10 % auf. Es sind neue Therapieansatze
notwendig, um die Lebenserwartung der Patienten und Patientinnen zu verbessern. Der
Metabolismus von Tumorzellen stellt eine vielversprechende neue Zielstruktur
tumorsuppressiver Therapie dar. Ebenso ist die Hyaluronsiure-Matrix ein wichtiger
Faktor in der Tumorentstehung. Der Effekt der Metabolisierung von Fettséuren auf die
Tumorprogression ist unzureichend untersucht. Insbesondere wurde der
Zusammenhang zwischen dem Fettsduremetabolismus und der Hyaluronsure-

Synthese bisher nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, den Einfluss von Fettsduren auf die Tumorprogression im
Xenograft-Nacktmausmodell und auf die Hyaluronsaure-Synthese in &sophagealen

Plattenepithelkarzinomzellen (KYSE) und in Stromazellen (NHDF) zu quantifizieren.

In vitro konnte mit der BODIPY-Farbung gezeigt werden, dass KYSE nach Behandlung
mit Fettsduren im Vergleich zu NHDF eine signifikant vermehrte intrazellulare
Fettsauremenge aufwiesen. Uberraschenderweise konnte mittels Affinitatsfarbung und
einem ELISA-ahnlichen Versuchsansatz eine signifikant gesteigerte Synthese des
Kohlenhydrats Hyaluronsaure der KYSE-Zellen unter Stimulation mit Fettsduren
gemessen werden. Zur Validierung dieser Ergebnisse in vivo wurde ein
Nacktmausmodell mit Xenograft-Tumoren etabliert. Die Kontrollgruppe erhielt eine
ausgewogene Erndhrung, die Fettgruppe eine fettreiche Didt und die
Kohlenhydratgruppe eine kohlenhydratreiche Diat. Nach 42 Tagen waren die Tumore
der Kontrollgruppe am gréBten, gefolgt von den Tumoren der Fettgruppe; die kleinsten
Tumore wurden in der Kohlenhydratgruppe beobachtet. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass ein Verzicht auf Fette oder Kohlenhydrate das Tumorwachstum senken
kdnnte. Interessanterweise fuhrt eine kohlenhydratreiche Diét also nicht zum maximalen
Tumorprogress, wie es die Warburghypothese vermuten lieBe. Analog zu den In-vitro-
Versuchen zeigte sich im Tumorzellgewebe ein starkeres BODIPY-Signal in der
Fettgruppe verglichen mit dem Stroma. In Ubereinstimmung mit den In-vitro-Versuchen
wurde Hyaluronsaure signifikant starker vom Tumorzellgewebe der Fettgruppe gebildet,
wohingegen der Hyaluronsaurerezeptor CD44 im Tumorzellgewebe der Kontrollgruppe
vermehrt exprimiert wurde. Diese Versuche zeigen, dass ein erhdhtes Fettsdureangebot
zu einem erhéhten Hyaluronsauregehalt in Tumorzellen fiihrt. Es sind weitere

Experimente erforderlich, um die entsprechenden Mechanismen aufzudecken.



Summary

Summary

Esophageal cancer is the sixth most common cancer-related death, accounts for one in
18 cancer deaths and has a poor prognosis with a five-year survival rate of less than 30
%. New treatment options are necessary to improve the life expectancy of patients. The
metabolism of tumor cells represents a promising new target structure for tumor
suppressive therapy. The hyaluronan matrix is also an important factor in tumor
development. The effect of fatty acid metabolism on tumor progression is not suffiently
understood. So far, no correlation between fatty acid metabolism and hyaluronan

synthesis has described.

The aim of this work is therefore to quantify the influence of fatty acids on tumor
progression in a xenograft nude mouse model and on hyaluronan synthesis in

esophageal squamous cell carcinoma (KYSE) as well as in stromal cells (NHDF).

In vitro, BODIPY staining showed that treatment with fatty acids resulted in a significantly
increased intracellular fatty acid amount in KYSE cells compared to NHDF. Surprisingly,
affinity staining and an ELISA-like assay showed a significantly upregulated hyaluronan
synthesis of KYSE under stimulation with fatty acids. To validate these results in vivo, a
nude mouse model with xenograft tumors was established. The control group received
a balanced diet, the fat group a high-fat diet and the carbohydrate group received a high-
carbohydrate diet. After 42 days, the tumors of the control group were the largest,
followed by the tumors of the fat group; the smallest tumors were observed in the
carbohydrate group. These results suggest that a reduction in fats or carbohydrates has
a diminishing effect on tumor growth. Interestingly, a carbohydrate-rich diet does not lead
to the greatest tumor progression, as assumed by the Warburg hypothesis. In line with
the in vitro experiments, a stronger BODIPY signal was found in the tumor cell tissue of
the fat group compared to stroma. Hyaluronan was produced significantly more by the
tumor cell tissue of the fat group, whereas the hyaluronic acid receptor CD44 was
expressed more frequently in the tumor cell tissue of the control group. These
experiments show that increased fatty acid supply leads to increase hyaluronic acid
content in tumor cells. Further experiments are needed to uncover the relevant

mechanisms.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das 0sophageale Plattenepithelkarzinom
1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Osophaguskarzinom steht weltweit an der siebten Stelle der Krebsinzidenzen mit
604.000 Neuerkrankung im Jahr 2020. Mit 544.000 Todesfallen im Jahr 2020 ist das
Osophaguskarzinom die sechsthaufigste krebsbedingte Todesursache und fiir einen von
18 Krebstodesfallen verantwortlich. Vergleicht man zwischen den Geschlechtern, so
treten 70 % der Félle bei Mannern auf. Die Inzidenz und Mortalitdtsraten unterscheiden
sich zwischen den Geschlechtern um das zwei- bis dreifache. Die hdchsten regionalen

Inzidenzraten sind bei Mannern und Frauen in Ostasien zu finden (1).

Das Osophaguskarzinom kann in zwei Subtypen unterteilt werden, in das 6sophageale
Plattenepithelkarzinom, welches als Zelllinie in dieser Dissertation verwendet wurde, und
in das 0sophageale Adenokarzinom. Die Inzidenz des Plattenepithelkarzinomes der
Speiserdhre ist ricklaufig. Nachdem es im Jahr 2012 mit 87 % (2) noch der dominierende
Subtyp gewesen ist, gab es in den letzten Jahren eine epidemiologische Veranderung
der Inzidenzrate des Osophaguskarzinoms in der westlichen Bevélkerung, sodass das
Adenokarzinom des Osophagus zum vorherrschenden Subtyp in Nordamerika,
Australien und Westeuropa wurde (3). Im Jahr 2020 macht das Adenokarzinom zwei
Drittel aller Falle in LAndern mit hohem Einkommen aus. Auch in weniger entwickelten
Landern ist die Inzidenz des Plattenepithelkarzinomes in Hochrisikogebieten ricklaufig.
Dies ist am ehesten auf wirtschaftliche Fortschritte und verbesserte
Ernédhrungsbedingungen zuriickzufihren (1). Zu den Risikofaktoren des 6ésophagealen
Plattenepithelkarzinoms z&hlen vor allem der Alkoholkonsum und der Zigarettenrauch.
Das Risiko fur ein Plattenepithelkarzinom ist bei Rauchern drei- bis finfmal héher als bei
Personen, die nie geraucht haben (4). Um den gleichen Faktor erhoht ist das Risiko fir
die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinomes unter Alkoholkonsumenten, verglichen
mit Personen, die niemals Alkohol getrunken haben (5). Es gibt auBerdem starke
Hinweise auf eine synergistische Wirkung von Zigarettenrauch und Alkoholkonsum auf

das Risiko eines Plattenepithelkarzinoms der Speiserthre (6).

1.1.2 Klassifikation

Die therapeutische Strategie basiert auf einer genauen Kilassifikation. Das

pratherapeutische Tumorstadium sollte anhand einer klinischen Untersuchung, einer

Endoskopie inklusive Biopsieentnahme und einer Computertomografie von Thorax und

Abdomen definiert werden. Wird eine Resektion des Tumors in Erwédgung gezogen,
1
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sollte zusétzlich ein endoskopischer Ultraschall und eine Positronen-Emissions-
Tomographie durchgefuhrt werden, um die genaue Tumorausdehnung erfassen zu
kdnnen (7). Das Stadium ist nach der TNM-Klassifikation des American Joint Cancer
Committe (AJCC) / Union for International Cancer Control (UICC) mit entsprechender
Stufeneinteilung anzugeben, welches die Infiltrationstiefe des Primartumors (T), die
Anzahl der betroffenen Lymphknoten (N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen
(M) bertcksichtigt (8).

1.1.3 Therapie und Prognose

Patienten und Patientinnen mit der Diagnose eines &sophagealen
Plattenepithelkarzinom leiden meist unter Dysphagie und Gewichtsverlust und haben
héufig eine positive Alkohol- und Nikotinanamnese. Die Therapie steht unter einem
individuellen multimodalen Konzept und ist abhédngig von der Tumorlokalisation, der
Histologie, der TNM-Klassifikation und dem klinischen Zustand der Patienten und
Patientinnen. Meist erfolgt eine Kombination aus operativer Resektion, Bestrahlung und
Chemotherapie mit Platinderivaten, 5-Fluoruracil und Taxanen (7), (9). Das
Osophaguskarzinom ist jedoch stets gekennzeichnet durch eine schlechte
Uberlebensrate. Die Mortalitat folgt eng ihrer Inzidenz, was bedeutet, dass die meisten
Erkrankten auch an dieser Diagnose versterben (2). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt
zwischen 15 % und 25 %. Eine frihzeitige Diagnose in frihen Tumorstadien ist mit einer

besseren Prognose assoziiert (9).

1.2 Das Hyaluronsauresystem

1.2.1 Hyaluronsaure als Bestandteil der Tumormikroumgebung und als

unterstiitzender Faktor in der Tumorgenese

Tumore werden durch eine eigene Art von Bindegewebsstroma, der
Tumormikroumgebung (TMU), unterstltzt, welche fiir den Tumorprogress eine
entscheidende Rolle spielt. Die Zusammensetzung und Struktur der TMU ist von Tumor
zu Tumor unterschiedlich und wird mit dem Tumorwachstum umgestaltet. Die TMU
besteht nicht nur aus Endothelzellen, Fibroblasten und Entzindungszellen, sondern
auch aus Wachstumsfaktoren und der extrazellularen Matrix. In der TMU stellt
Hyaluronsaure (HA) durch den Aufbau von perizellularer und extrazellularer Matrix ein
dreidimensionales Gerust fur Zellen bereit und reguliert das Verhalten von Stroma und

Tumor, unter anderem Uber die Wechselwirkung mit Hyaluronsaurerezeptoren (10).

Betrachtet man das dsophageale Plattenepithelkarzinom, so ist HA in der TMU von
besonderer Bedeutung (11). Es konnte mit der Hilfe von Farbungen gezeigt werden,
2
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dass das Stroma in der TMU einen hohen HA Gehalt aufweist. Dieses HA-reiche Stroma
scheint an der Invasion des Tumors beteiligt zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass
Tumore, welche die Muskelwand infiltrieren, ein HA reiches Stroma aufweisen. Der
Ursprung der HA in der TMU ist nicht eindeutig geklart. Es wird vermutet, dass die
Stromazellen durch die Tumorzellen zur Hyaluronséuresynthese angeregt werden.
Andererseits wird besonders bei Plattenepithelkarzinomen beschrieben, dass die
Tumore selbst groBe Mengen HA synthetisieren. Ob diese HA dann in die TMU
abgegeben wird, muss noch geklart werden (12). Dies bedeutet, dass sowohl
Tumorzellen als auch Stromazellen HA synthetisieren. Des Weiteren konnte
beispielsweise unter anderem in Mammakarzinomen (13), Prostatakarzinomen (14),
Ovarialkarzinomen (15) und in nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen (16) eine
Korrelation zwischen vermehrter Hyaluronsdureakkumulation und einer erhéhten
Tumoragressivitat in Verbindung mit geringerem Uberleben beobachtet werden. Ein
hoher Hyaluronsauregehalt ist mit Invasion (17), Lymphangiogenese (18), Angiogenese
(19), epithelial-mesenchymaler Transition (20) und mit Metastasenbildung verbunden
(21). Eine erhdhte Hyaluronsdureproduktion kann dartber hinaus eine erhbhte
Chemotherapieresistenz  und  Apoptoseresistenz  induzieren (22), wahrend
Hyaluronsdureantagonisten all diese Phadnomene unterdricken kénnen (23). Des
Weiteren kann HA einerseits als Wirkstofftrager zur Behandlung verschiedener
Krebsarten eingesetzt werden (24), andererseits wird rekombinante Hyaluronidase
beispielsweise in der Therapie des hyaluronséurereichen Pankreaskarzinoms eingesetzt
(25).

1.2.2 Aufbau und Funktionen der Hyaluronsaure und deren Fragmente

HA ist ein unverzweigtes Glykosaminoglykan, welches aus 2x10% bis 25x10°
wiederholenden Disaccharid-Einheiten besteht. D-N-Acetyl-Glukosamin (GIcNAc) und
D-Glukuronsaure (GlIcA) sind dabei alternierend Uber B-1,3- und f-1,4-glykosidische
Bindungen verknupft. Dieses Polysaccharid kann ein Molekulargewicht von bis zu

107 Da erreichen (26) und entsteht aus Vorstufen der Glykolyse (27).

HA kommt in allen Wirbeltieren vor und ist neben Kollagen Hauptbestandteil der
extrazellularen Matrix. GroBe HA Moleklile befinden sich extrazelluldar, sind
raumergreifend und haben regulatorische und strukturgebende Funktionen, wie
beispielsweise im Corpus vitreum des Auges oder als Gleitmittel in der Synovia (28).
Aufgrund der negativen Ladung bei neutralem pH-Wert besitzt HA wéssrige Doméanen,
welche das Matrixmolekil umgibt (26). Eine entscheidende Rolle spielt dieses

Glykosaminoglykan sowohl in der embryonalen Entwicklung von Organsystemen (29),

3
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bei Gewebeentziindungen (30) als auch bei der Wundheilung (31). Betrachtet man die
Funktion der HA in der Tumorentstehung, so unterstutzt HA die maligne Tumorgenese

durch Metastasierung, Neoangiogenese und Chemotherapieresistenz (26).

Allerdings zeigen mehrere Studien, dass die Zellfunktionen abhéangig von der
FragmentgréBe der HA gesteuert werden. GroBe Polymere spielen nicht nur eine Rolle
in der Embryogenese und bei der Wundheilung (28), sie haben auch anti-angiogene (32)
und immunsuppressive (33) Wirkungen. Kleine Hyaluronsaurefragmente unter 20 kDa
zeigten einen inflammatorischen, immunstimulierenden und angiogenen Effekt (34).
Tetrasaccharide verhindern die Apoptose: Unter Stressbedingungen werden
Hitzeschockproteine exprimiert, welche die zelluldren Proteine stabilisieren und so die
Zelle vor der Denaturierung schitzen (28). Diese Oligosaccharide haben in
Konzentrationen, wie sie in Tumorgewebe vorkommen, durch angiogene,
zellproliferierende und adhéasive Eigenschaften eine tumorunterstiitzende Funktion (35).
Die MolekulgréBe der HA wird durch abgestimmte Aktivitditen des Hyaluronsaure-

anabolismus und Katabolismus fest reguliert.

1.2.3 Hyaluronsaure-Metabolismus
1.2.3.1 Hyaluronsaure-Anabolismus

HA wird durch die drei Isoformen der Hyaluronsauresynthasen (HAS1, HAS2 und HAS3)
synthetisiert. Die drei Synthasegene befinden sich auf drei separaten Chromosomen
(Chromosom 19, 8 und 16) und die Enzyme werden selbst im endoplasmatischen
Retikulum in inaktiver Form synthetisiert, durch den Golgi-Apparat transportiert und in
die Plasmamembran eingebracht. Nach Aktivierung beginnen HAS1, HAS2 und HAS3
alternierend UDP-GIcA und UDP-GIcNAc zu einem wachsenden Polymer zu verknlpfen.
Es handelt sich hierbei um doppelképfige Glykosyltransferasen, welche sich auf und
innerhalb der Zellmembran befinden. Auf diese Weise wird HA, aufgrund der enormen
GréBe, wahrend der Synthese direkt in den Extrazellularraum extrudiert und zu
perizellularer- oder extrazellularer Matrix zusammengeflgt (36), (26). Die Glykolyse
liefert die Ausgangsstoffe fur die Hyaluronsauresynthese. UDP-GICA entsteht aus
Glukose-6-Phosphat und UDP-GIcNAc wird aus Fruktose-6-Phosphat gebildet. Der
Glukose- und der Hyaluronsduremetabolismus stehen daher in engem Zusammenhang
(27). Die Aktivitat der HAS kann durch posttranslationale Modifikationen wie
Ubiquitinierung und Dimerisierung moduliert werden (37). Eine erhéhte Expression der
HAS-Gene ist bei menschlichen Tumoren beschrieben (38). Des Weiteren kdénnen

posttranslationale Modifikationen die HAS aktivieren (39) und ein erhdhtes
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Glukoseangebot (27) kann die Hyaluronsuresynthese im Tumor entscheidend

beeinflussen.

1.2.3.2 Hyaluronsaure-Katabolismus

HA unterliegt einem hochgradig aktiven Metabolismus (40). Der Katabolismus von HA
im Gewebe erfolgt entweder enzymatisch Uber Hyaluronidasen (41) oder durch freie

Radikale unter oxidativen Bedingungen (42).

Beim Menschen wurden sechs verschiedene Hyaluronidase-Gene (HYAL1,2,3,4,
HYALP1 und PH-20) detektiert, deren Expression entweder gewebespezifisch ist oder
auf mikrodkologische Reize reagiert (43). Die wichtigsten Hyaluronidasen sind vor allem
HYAL-1 und HYAL-2. HYAL-3 hingegen ist zwar weit verbreitet, aber seine Funktion ist
unbekannt (41). HYAL-1 und HYAL-2 hydrolysieren die B-1,4-glykosidische Bindung
zwischen GIcNAc und GicA und stellen so Hyaluronsaurefragmente unterschiedlicher
GroBe her.

HYAL-2 ist an die Plasmamembran gekoppelt und kann die groBen Hyaluronsaure-
polymere zu ca. 20 kDa bzw. 50-100 Sacchariden spalten. Diese Fragmente werden in
Endolysosomkomplexe aufgenommen, in denen das lysosomale saureaktive Enzym

HYAL-1 und die Exoglykosidasen tberwiegend Tetrasaccharide erzeugen (44), (45).

1.2.4 Hyaluronséaure vermittelte Signalkaskaden

HA kann an Zelloberflaichenrezeptoren wie CD44 (Cluster of differentation) (46),
RHAMM (Rezeptor far hyaluronvermittelte Motilitat) (47), LYVE-1
(LymphgefaBendothelrezeptor 1) (47), Layilin (48) und HARE (HA Rezeptor fur
Endozytose) (49) gebunden sein oder durch Bindung an der HAS auf der Zelloberflache
prasentiert werden. Die Interaktion aktiviert intrazellulare Signalkaskaden, die
schlussendlich zu einer gesteigerten Zellproliferation, Migration und Differenzierung

fuhren.

CD44 ist der am besten untersuchte Rezeptor fir HA, welcher in allen Zellen auBer in
den Erythrozyten exprimiert wird. Es handelt sich um ein transmembranéres
Glykoprotein, welches in verschiedenen Isoformen existiert. Zuséatzliche Variationen
dieses Rezeptors ergeben sich durch posttranslationale Glykosylierungen (26).
Verschiedene Isoformen von CD44 sind an einer Vielzahl von physiologischen
Prozessen wie Zellaggregation, Proliferation, Migration und Angiogenese beteiligt (50),
(51). CD44 spielt aber auch eine bedeutende Rolle bei der Malignitat von Tumorzellen.

So ist die Uberexpression von lIsoformen des Rezeptors am haufigsten mit der
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Tumorprogression verbunden, wéhrend der Verlust mit der Hemmung des
Tumorwachstums assoziiert ist (52). Durch die CD44-induzierten Signalkaskaden
werden mehrere Kinase-assoziierte Wachstumsfaktorrezeptoren stimuliert. Dadurch
werden Signalkaskaden wie der PIBK-Akt-Weg oder verschiedene andere Kinasen (Src,
Fak, Erk und Smad) aktiviert (53). Aber auch die Stimulation von CD44 (iber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren wie CXCR4, welche NFkB aktiviert (54) und der Wnt-Signalweg,
welcher in der Aktivierung von B-Catenin endet (55), gehdren zu den CD44 vermittelten
Signalwegen und férdern so die Proliferation, Migration und Invasion. All diese

Signaltransduktionen kénnen die maligne Tumorprogression unterstiitzen (39).

Ein weiterer Oberflachenrezeptor der HA ist RHAMM. Uber diesen Rezeptor wird der
mitotische Spindelapparat gebunden, sodass durch diese Interaktion die Zellmigration,
Adhéasion und Kontaktinhibition reguliert werden kann. Des Weiteren kann RHAMM auf
der Zellmembran mit CD44 kooperieren. Hierdurch kann RHAMM indirekt die

tumorférdernden Eigenschaften von CD44 unterstitzen (26).

1.3 Die Rolle der Fettsauren im Tumormetabolismus

Die Rolle des Fettsduremetabolismus bei der Tumorgenese wurde erst in den letzten
Jahren vermehrt zum Gegenstand aktueller Forschung. Krebszellen zeigen neben der
Induktion des Warburg-Effektes tUber Hochregulierung von glykolytischen Proteinen
ebenfalls eine Umprogrammierung des Fettsduremetabolismus (56). Der Warburg-Effekt
ist eine Veranderung des Glukosestoffwechsels in Tumorzellen. Der Effekt beschreibt
die Fermentation von Glukose zu Laktat, obwohl genliigend Sauerstoff fur die
Verstoffwechselung der Glukose Uber Pyruvat im Citratzyklus (TCA) vorhanden wére.
Aufgrund des Warburg-Effektes ist die Glukoseaufnahme und der Glukoseverbrauch in
Tumorzellen erhéht, es entsteht folglich mehr Laktat und die oxidative Phosphorylierung
in den Mitochondrien ist vermindert (57). Damit Tumorzellen die hohe
Zellteilungsgeschwindigkeit aufrechterhalten kdnnen, missen Stoffwechselwege
umprogrammiert werden. Glukose scheint nicht das einzige Substrat zu sein, welches
fur die zellulare Biosynthese und ATP-Produktion in Tumorzellen verantwortlich ist,
sondern auch der Fettsdurestoffwechsel verandert sich in den schnell proliferierenden
Zellen (58), (59). Im Folgenden werden einige Mechanismen aufgefuhrt, die zu einem

veranderten Fettsdurestoffwechsel in Tumorzellen fihren:

Krebszellen zeigen im Vergleich zu normalen Zellen eine erhéhte Expression von

zytoplasmatischen und mitochondrialen Enzymen, welche an der de-novo-

Fettsduresynthese beteiligt sind (60). Die Zellproliferation als wichtiges Merkmal aller

Krebszellen bendtigt Fettsauren (FS) fir die Biosynthese von Signalmolekilen und
6
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Membranen sowie fur die Energiespeicherung, sodass eine Begrenzung ihrer
Verfugbarkeit eine therapeutische Strategie in der Tumortherapie darstellen kann (61).
So wird beispielsweise die Tumorgenese behindert, wenn die ATP-Citrat-Lyase
gehemmt wird (62). Die ATP-Citrat-Lyase ist ein Schllsselenzym der Fettsduresynthese
und katalysiert die Umwandlung von Citrat zu Acetyl-CoA (Coenzym A) dem
Grundbaustein der FS. Des Weiteren wurde aber auch ein erhdhter Fettsduresynthase-
Spiegel bei verschiedenen Krebsarten beobachtet und ist in vielen Fallen mit einer
schlechten Prognose korreliert (61). AuBerdem wird die Expression von Desaturasen in
Tumorzellen hochreguliert, sodass aus gesattigten FS mehr ungesattigte FS entstehen
(63).

All diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Enzyme des Lipidmetabolismus
therapeutische Zielstrukturen tumorsuppressiver Therapie sein kénnen. Es existieren
bereits einige chemische Inhibitoren der Enzyme des Lipidstoffwechsels (61).
Tumorerkrankungen sind vielfaltig in ihrer Art und den zu Grunde liegenden genetischen
Veranderungen. Ebenso ist der Lipidstoffwechsel ein komplexes Gebilde aus vielen
verschiedenen Ruckkopplungsmechanismen und Regulierungspunkten. So koénnten
erfolgreiche Therapien vom Verstandnis der spezifischen Stoffwechselanomalien einer
bestimmten Tumorart und ihrer grundlegenden Stoffwechselprogrammierung abhangen
(61). Indirekte Inhibitoren der B-Oxidation (B-Ox), wie beispielsweise Etomoxir, ein
Carnitin-Palmitoyltransferase-1-Inhibitor, kann den zellularen ATP-Spiegel und so das

Uberleben von Tumorzellen reduzieren (64).

1.3.1 Nomenklatur, Eigenschaften und Funktion der Fettsauren

FS sind Monocarbonsauren, die aus unverzweigten Kohlenstoffketten aus 4 bis 24
Kohlenstoffatomen bestehen und nach ihrer Kettenldnge in kurzkettige- (4-7
Kohlenstoffatome), mittelkettige- (8-12 Kohlenstoffatome) oder langkettige FS (Uber 12
Kohlenstoffatome) eingeteilt werden. Des Weiteren enthalten ungesattigte FS eine oder
mehrere Doppelbindungen, gesattigte FS hingegen haben keine Doppelbindung. Die
Stellung der Doppelbindung wird mit griechischen Buchstaben anhand der jeweiligen
Lokalisation der Doppelbindung in der Kohlenstoffkette angegeben. Doppelbindungen,
welche mehr als 9 C-Atome von der Carboxylgruppe entfernt sind, kénnen vom
Organismus nicht selbst synthetisiert werden, sondern missen als essentielle FS Uber

die Nahrung aufgenommen werden.

Eine besondere Eigenschaft der FS st einerseits die polare, hydrophile
Carbosauregruppe und andererseits die apolare, hydrophobe Kohlenwasserstoffgruppe.
So werden in wassriger Umgebung Mizellen oder Lipiddoppelschichten gebildet.

7
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FS werden flr die Energiespeicherung, Membranproliferation und die Erzeugung von
Signalmolekulen bendtigt und sind Bausteine von Acylglycerinen, Phosphoglycerinen,
Spingolipiden und Cholesterinestern. Fettsdurederivate sind unter anderem
Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene, welche aus mehrfach ungesattigten FS
entstehen. Als unveresterte freie FS kommen sie im Gewebe in geringen Mengen vor,

im Blutplasma betrégt die Konzentration 0,5-1 mmol/L (65).

In der folgenden Tabelle (Tabelle 1) werden die Eigenschaften der geséattigten C-16
Palmitinsdure, der einfach ungeséttigten C-18 Olséure und der zweifach ungeséttigten
C-18 Linolsaure vergleichend dargestellt. Diese drei FS wurden in den Experimenten
dieser Dissertation verwendet, da beispielsweise Linolsdure eine besonders wichtige
Rolle im Fettsduremetabolismus spielt. Linolsdure muss mit der Nahrung aufgenommen
werden und bildet die Grundlage fir die Synthese mehrfach ungeséttigter FS wie
beispielsweise der Arachidonsaure, welche wiederum fir die Synthese von
Prostaglandinen notwendig ist. Linolséure ist besonders in pflanzlichen Olen und
tierischen Fetten enthalten. Palmitinsdure als gesattigte FS ist eine der am haufigsten
vorkommende FS. Palmitinsdure ist vor allem in pflanzlichen und tierischen Fetten
enthalten und bedeutend in der Lipogenese (66). Des Weiteren ist Palmitinsdure eine
der am haufigsten in Tumorzellen vorkommende FS (67). Olsaure ist unter anderem

Bestandteil von Triacylglyceriden und findet sich vor allem in Olivendl.
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Tabelle 1: Darstellung der verwendeten Fettséduren

Name Summenformel Vorkommen

Palmitinsaure Ci16H3202 Bestandteil tierischer und
gesattigte FS pflanzlicher Lipide
/\/\/\/\/\/\/\)OLOH

Olsaure (18:1, »-9) C1sH3402 Hauptbestandteil aller

einfach ungeséttigte FS Naturfette und Ole,
I///NW\AOOH Olivenol

Linolsaure (18:2, w-6) C1sH3202 In Pflanzendlen und Depotfett,
Zweifach ungesattigte FS insbesondere Disteldl,

i Sonnenblumendl,

= OH

tierische Fette

1.3.2 Fettsauremetabolismus

Im Folgenden wird der Metabolismus der FS naher aufgefuhrt. Abgebaut werden die FS
mithilfe der B-Ox, wobei letztendlich Energie in Form von ATP freigesetzt wird. In
normalen, nicht transformierten Zellen ist das Gleichgewicht zwischen
Fettsduresynthese und p-Ox einerseits abhéngig vom Erndhrungszustand und
andererseits von dem mitochondrialen Stoffwechsel im Gewebe. Nicht essentielle FS

kdénnen Uber die Fettsduresynthese vom Organismus selbst hergestellt werden

1.3.2.1 Fettsaure-Anabolismus

Die Biosynthese der FS erfolgt durch Kondensation von Acetyleinheiten (2 C-Atome),
sodass der groBte Teil der im Organismus vorkommenden FS eine gerade Anzahl von
C-Atomen enthélt. Alle Teilschritte finden im Zytosol statt und werden durch die
multifunktionelle Fettsduresynthase mithilfe von Malonyl-CoA als Substrat katalysiert.
Als Startermolekill fir die Fettsduresynthase fungiert das Acetyl-CoA, an welches
Acetatreste angehangt werden, die vom mehreren Malonyl-CoA Substraten stammen.
Das Acetyl-CoA stammt unter anderem aus Pyruvat (Endprodukt der Glykolyse), aus der
B-Ox oder aus Citrat. Citrat wird Uber die ATP-Citrat-Lyase zu Oxalacetat und Acetyl-
CoA verstoffwechselt und Uber den Citratshuttle (CS) Uber die innere
Mitochondrienmembran ins Zytosol transportiert. Das Substrat Acetyl-CoA nimmt eine

zentrale Rolle in dieser Dissertation ein. Durch mehrere chemische Reaktionen
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(Kondensation, Dehydratisierung, Reduktion) synthetisiert die Fettsduresynthase einen
gesattigten Acylrest. Danach lauft dieser Vorgang erneut ab, solange bis beispielsweise
eine Palmitinsdure aus 16 C-Atomen entstanden ist. Langkettige geséttigte FS kénnen
anschlieBend durch Desaturasen zu einfach ungeséttigten FS entséattigt werden, wobei
Doppelbindungen  eingefigt werden. Damit die FS am Ende zur
Triacylglyceringewinnung verwendet werden kénnen, muissen sie durch Acyl-CoA-

Synthetasen aktiviert werden (65), (61).

1.3.2.2 Fettsaure-Katabolismus

Der Fettsdureabbau findet unter aeroben Bedingungen intramitochondrial statt,
nachdem die FS im Zytoplasma in einer ATP-abhangigen Reaktion durch die Thiokinase
aktiviert wurden. Es folgt der Transport durch Poren Uber die &uBere
Mitochondrienmembran. Die innere Mitochondrienmembran wird mittels Carnitin-Shuttle
passiert. Acyl-CoA wird auf Carnitin Gbertragen und wieder an ein CoA in der
Mitochondrienmatrix abgegeben, sodass Citrat regeneriert werden kann. In der B-Ox
werden anschlieBend die FS in einem sich wiederholenden Prozess schrittweise zu
Acetyl-CoA abgebaut. Ein Zyklus besteht aus insgesamt vier Reaktionen: zwei
Oxidationen, eine Hydratisierung sowie eine thiolytische Abspaltung von Acetyl-CoA. Auf
diese Weise kann ein vollstdndiger Abbau geradzahliger FS zu Acetyl-CoA erfolgen,
wobei alle Enzyme der B-Ox in Kettenlangen-spezifischen Isoformen existieren.
Ungeséttigte FS, welche eine oder mehrere cis-Doppelbindungen enthalten, kénnen
nach Auflésung der Doppelbindung durch Isomerisierung und Hydratisierung in die -Ox
eingeschleust werden. Beim Abbau ungeradzahliger FS entsteht Propionyl-CoA,
welches in einer Biotin- und Cobalamin-abhangigen Carboxylierung zu Succinyl-CoA
umgewandelt werden kann und weiter zu Pyruvat verstoffwechselt wird. Sehr langkettige
FS Uber 22 C-Atome werden in Peroxisomen gekurzt. Bei der B-Ox entstehen groB3e
Mengen an NADH+H* und FADH;, welche in der Atmungskette ATP erzeugen (65), (61).

1.3.3 Interaktion zwischen Hyaluronsauresynthese und

Tumorfettsauremetabolismus

In 1.3.2.2 wurde beschrieben, dass FS in der 3-Ox zu mehreren Acetyl-CoA Molekilen
abgebaut werden. Des Weiteren wurde in 1.2.3.1 die Synthese der HA aus
Glukosevorstufen aufgefuhrt. Bei Wirbeltieren gibt es bisher keine Hinweise daflr, dass
das Acetyl-CoA aus der B-Ox in die Glukoneogenese eingespeist werden kann. Die

Glukoneogenese ist die kérpereigene Synthese von Glukose aus Pyruvat und findet
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beispielsweise in den Hepatozyten statt. Durch die Glukoneogenese kann so

beispielsweise der Blutzuckerspiegel angehoben werden.

Bisher ist nicht beschrieben, dass Acetyl-CoA aus der B-Ox zunachst in Pyruvat und
dann weiter in der Glukoneogenese zu Glukose und somit auch zu HA umgewandelt

werden koénnte.

Die Ursache, warum aus Acetyl-CoA kein Pyruvat gebildet werden kann, liegt darin, dass
die Pyruvatdehydrogenase eine einseitige irreversible Umwandlung von Pyruvat in
Acetyl-CoA bewirkt. Diese Reaktion koppelt die Glykolyse an den TCA im Mitochondrium
(Abbildung 21).

Beim Abbau ungeradzahliger FS werden genau wie beim Abbau geradzahliger FS
zunachst Acetyl-CoA-Einheiten gebildet. Zuletzt entsteht jedoch beim Abbau
ungeradzahliger FS Propionyl-CoA, welches Uber Enzyme zunéchst zu Succinyl-CoA
umgewandelt wird. Succinyl-CoA wird letztendlich zu Pyruvat verstoffwechselt, sodass
Uber die Glukoneogenese Bausteine der HA gebildet werden kénnten. Dieser Anteil ist
jedoch minimal. Es entsteht deutlich mehr Acetyl-CoA bei der B-Ox, welches im TCA zu
Energie umgewandelt wird. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass daher keine
relevante  Interaktion  zwischen dem  Fettsduremetabolismus und  der

Hyaluronsauresynthese beschrieben ist.

Eine weitere mdgliche Interaktion zwischen dem Fettsduremetabolismus und der
Hyaluronsauresynthese ist der Glyoxylatzyklus. Der Glyoxylatzyklus ermdglicht es
Pflanzen, Pilzen und Bakterien aus Fetten Kohlenhydrate zu synthetisieren (68). Aus
dem Acetyl-CoA der B-Ox kann in Kombination mit Oxalacetat zun&chst Citrat gebildet
werden. Das Citrat wird weiter zu lIsocitrat verstoffwechselt. Danach bildet die
Isocitratlyase Succinat und Glyoxylat aus dem lIsocitrat. Das Glyoxylat wird wieder in
mehreren Schritten zu Oxalacetat regeneriert, sodass der Glyoxylatzyklus erneut
ablaufen kann, solange gentigend Acetyl-CoA aus der 3-Ox vorhanden ist. Das Succinat
stellt hier die entscheidende Verbindung zwischen dem Fettsdureabbau und der
Kohlenhydratsynthese dar. Das Succinat kann in mehreren Schritten zu
Phosphoenolpyruvat umgesetzt werden, welches in die Glukoneogenese eingeschleust
werden kann. Auf diese Weise kann also in Planzen, Pilzen und Bakterien aus dem
Acetyl-CoA der B-Ox die Glukoneogenese stimuliert werden und so konnten dann
theoretisch auch aus den Glukosevorstufen HA gebildet werden. Wirbeltieren fehlen

jedoch die fir den Glyoxylatzyklus notwendigen Enzyme Isocitratlyase und
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Malatsynthase, sodass die Existenz des Glyoxylatzyklus in menschlichen Zellen nicht

beschrieben ist.

1.4 Ziele der Arbeit

HA als wichtiger Faktor in der Tumorentstehung férdert die Invasion, Angiogenese,

Metastasierung und Chemotherapieresistenz der Tumorzellen.

Der Effekt der Metabolisierung von FS auf die Tumorproliferation ist nur unzureichend
untersucht. Ebenso konnte bisher kein Zusammenhang zwischen dem
Fettsduremetabolismus und der Hyaluronsauresynthese gefunden werden. Die folgende

Fragestellung nimmt eine zentrale Rolle dieser Arbeit ein:

Welchen Einfluss hat das Fettsdureangebot auf die Hyaluronsauresynthese in

6sophagealen Plattenepithelkarzinomzellen?
Die Ziele der Arbeit sind daher:

1. In vitro: Die Analyse des Einflusses von verschiedenen FS auf die
Hyaluronsauresynthese in dsophagealen Plattenepithelkarzinomzellen und in
Hautfibroblasten

2. Invivo: Die Analyse der Auswirkungen einer kohlenhydrat- oder fettreichen Diat
auf die Hyaluronsdurematrix und auf das Tumorwachstum im Xenograft-

Nacktmausmodell

Diese Ziele der Arbeit sind aufgrund der weitverbreiteten Anwendung von ketogenen

Diaten im Rahmen der supportiven Tumortherapie von hohem klinischen Interesse.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmittel

2.1.1 Substanzen

Alle Substanzen, die nicht n&her spezifiziert sind, wurden von der Firma Sigma-Aldrich

bezogen.

2.1.2 Gerate

Tabelle 2: Geréte
Gerat Bezeichnung Hersteller
Absorptionsmessgerat Syngergy Mx Biotek
Kryostat CM 1850 Leica
Mikroskop, invers Axio Observer.Z1 Zeiss

2.1.3 Hersteller

Tabelle 3: Herstellerverzeichnis

Hersteller

Hauptsitz

Charles River Laboratories

Wilmington, MA, USA

Corgenix Medical Corporation

Broomfield, CO, USA

Corning Corning, NY, USA
DAKO Hamburg, Deutschland
DSMzZ Braunschweig, Deutschland

Graphpad Software

La Jolla, CA, USA

Invitrogen Carlsbad, CA, USA
Leica Wetzlar, Deutschland
Promocell Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA

Ssniff-Spezialdiaten

Soest, Deutschland

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Zeiss

Oberkochen, Deutschland
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2.2 Zellkultur
2.2.1 Zellkultivierung

Alle Experimente in der Zellkultur wurden mit der humanen 6sophagealen
Plattenepithelkarzinomzelllinie KYSE-410 (KYSE) (ACC 381, Leibnitz Institut DSMZ
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen + Zellkulturen GmbH) und mit humanen
dermalen Fibroblasten (NHDF) (F, C-12300, Promocell) durchgefihrt. Die KYSE wurden
in Tumorzellmedium RPMI (Rosewell Park Memorial Institut) mit 2 g/L Glukose und
Zusatz von Penicillin/Streptomycin (PS) sowie 10%igem fetalem Kélber-Serum (FCS)
bei 5 % CO. und 37 °C inkubiert. Die Kultivierung der NHDF erfolgte in DMEM
(Dulbecco’s Modiefied Eagle Medium) mit 4,5 g/L Glukose, PS und 10 % FCS unter
gleichen Bedingungen. Bei ausreichender Konfluenz (80 - 90 %) wurden die Zellen mit
einer 0,5%igen Trypsin/EDTA (TE) — L6sung geldst und mit einer Dichte von 104
Zellen/cm? ausgesat. Kultivierungssubstanzen wurden von der Firma Gibco Thermo

Fischer verwendet.

2.2.2 Versuchsaufbau in vitro

Grundlegend fur alle Zellkulturexperimente war folgender Versuchsaufbau:

1.Tag: 3. Tag:
Aussaat von KYSE Stimulierung der

und NHDF in Zellen mit

Vollmedium verschiedenen

10.000/cm? Fettsauren

2. Tag: 4. Tag:
Minimalmedium stimulierte Zellen
hinzugeben und fur Analysen
Fettsaureldsung ernten.
herstellen

Abbildung 1: Versuchsaufbau in vitro

Fur alle In-vitro-Versuche wurden am ersten Tag die KYSE und NHDF jeweils separat in
Vollmedium ausgeséat und Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Tag wurde das Vollmedium durch
ein Minimalmedium (siehe 2.2.3) ersetzt, sodass sich die Zellen nicht weiter vermehren konnten.
Am selben Tag wurde noch die Fettsaurelésung fur den dritten Versuchstag hergestellt, welche
Uber Nacht geschittelt werden musste. Am dritten Tag konnten die Zellen dann mit den
verschiedenen Fettsauren stimuliert werden. Die Kontrollgruppe erhielt bovines Serumalbumin.
Am vierten Tag wurden die Zellen fiir die weiteren Analysen geerntet.
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2.2.3 Etablierung Minimalmedium

Far den oben beschriebenen Versuchsaufbau (siehe 2.2.2) wurde DMEM, ein
Minimalmedium (MM) ohne Zucker, Glutamin und Phenolrot (Gibco Thermo Fischer;
A1443001) benutzt und PS hinzugefugt. Des Weiteren wurden jeweils einzelne
verschiedene Néhrstoffe unterschiedlicher Konzentrationen in das MM hinzugegeben.
Pro Versuch wurde immer nur ein Néhrstoff auf die KYSE und NHDF gegeben und das
Uberleben der Zellen abhéngig vom jeweiligen Nahrstoff beobachtet. Die verschiedenen
Nahrstoffzugaben waren einmal 40 mmol Glutamin und Glukose in den Konzentrationen
50 mg/L, 100 mg/l, 200 mg/l und 500 mg/l. Ziel der Etablierung war es, den minimalen
Nahrstoffzusatz herauszufinden, bei dem die NHDF und KYSE Uberlebten, sich jedoch
nicht weiter vermehren konnten. Unter diesen Bedingungen mussten die Zellen einen
Tag mit dem minimalen N&hrstoffzusatz hungern, sodass die Zellen am dritten Tag die

FS als Energiequelle genutzt haben.

2.2.4 Etablierung Fettsaurelésung

Fir die Herstellung einer 200 mM Fettsaurelésung (FSL) wurde zunachst Palmitat als
Feststoff (Palmitic acid, Sigma-Aldrich; PO500) oder Oleat- (Oleic acid, Sigma-Aldrich;
01383) bzw. Linoleat-Lésung (Linoleic acid, Sigma-Aldrich; L1012) in 100%igem
Ethanol gelést. Die entstandene 200 mM FSL wurde anschlieBend mit einer
fettsdurefreien 12,5%igen Albuminlésung (Sigma-Aldrich; A8806) 1:20 verdunnt.
Wéhrend der Etablierung wurde ebenfalls das Mischungsverhaltnis 1:40 getestet. Am
zweiten Tag des Versuchsaufbaus wurden vier leere ReaktionsgeféaBe zun&chst mit
Stickstoff begast, um spater eine ungewollte Fettsdureoxidation der FSL zu verhindern.
Danach wurde jeweils 475 ul der fettsdurefreien Albuminlésung vorgelegt und 25 pl der
entsprechenden FS hinzugegeben. Eines der vier ReaktionsgefaBe enthielt bei jedem
Versuch 476 ul fettsaurefreie Albuminlésung und je 8 ul der Oleatlésung, 8 ul der
Linoleatlésung und 8 ul der Palmitatiésung, sodass ebenfalls insgesamt ein FS Anteil
von ca. 25 ul erreicht werden konnte. AnschlieBend erfolgte eine erneute Begasung der
geflllten ReaktionsgefaBe. Danach wurden diese fir 20 Stunden bei 37 °C geschittelt.
Am néchsten Tag wurden je 55 pl der entsprechenden FS, entweder Linol-, Ol-,
Palmitinsaure oder eine Mischung aus allen drei FS, in das MM der Zellen gegeben. Der
Kontrollgruppe wurde am dritten Tag lediglich bovines Serumalbumin (BSA) ohne FS
angeboten. Die Endkonzentration der FSL auf den Zellen in der 12-Loch-Platte betrug
jeweils 0,025 mM. Die Zellen wurden fir weitere 24 Stunden bis zur Analyse am vierten

Tag inkubiert.
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2.3 Immunzytochemie
2.3.1 BODIPY-Féarbung

Die Farbung von Fetten in den Zellen erfolgte mit 4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-
Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacen (BODIPY™ 493/503; Thermofisher; D3922) (69). KYSE
und NHDF wurden dazu auf Deckglaschen ausgesat und am vierten Tag geerntet.
AnschlieBend wurden die Zellen mit DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
gewaschen, mit 4%igem Formalin fixiert und erneut gewaschen. Dann wurde BODIPY
in einer Endkonzentration von 3,8 mM fir 10 Minuten hinzugegeben, erneut gewaschen
und eine Kernfarbung mit Hoechst 33342 (1:1000, 5 min, H3570; Thermo Fisher)
vorgenommen. Die Proben wurden fluoreszenzmikroskopisch mit einer einheitlichen
Belichtungszeit an einem inversen Mikroskop Axio Observer Z (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH) ausgewertet. Es wurden pro Probe je finf zuféllige Regionen in 20-facher
VergréBerung aufgenommen und auf die Negativkontrolle normiert. Vor der Auswertung
wurden die Bilder mit der Mikroskopie-Software ZEN (Version 6.1.7601, Zeiss) auf die
Negativ-Kontrolle normiert. Es folgte eine Konvertierung der Bilder in das TIFF-Format
(Tagged Image File Format), wobei Einzelkanalbilder und Mehrkanalbilder erstellt
wurden, die fur die weitere Auswertung mit dem Bildanalyseprogramm Imaged (Version
1.52, NIH) erforderlich waren. Es wurde hierbei ein Verhaltnis gebildet aus dem Produkt
der mittleren Signalstarke pro Flache (IntDen) und der Anzahl der Zellkerne. Die

Zellkerne wurden mit dem folgenden Makro gezahlt:

run(“8-bit”);

run(“Auto Threshold”, “method=passenderKanal”);
run(“Watershed”) ;

run(“Analyze Particles...”, “size=0.05-Infinity display include

summarize”)

Zum Schluss wurde noch das prozentuale Ergebnis zur Kontrolle mit BSA ermittelt und
die Daten wurden in die Software Graph Pad Prism 7.00 Uberfiihrt.

2.3.2 Hyaluronsaure-Quantifizierung

2.3.2.1 HABP-Immunaffinitats-Assay

Die Hyaluronsdurekonzentration im Uberstand von KYSE und NHDF wurden nach
Beendigung des Versuches am vierten Tag mit einem Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA-)ahnlichen immunoturbidimetrischen Hyaluronséure Acid Test (Corgenix)

nach Herstellerangaben bestimmt.
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2.3.2.2 Hyaluronsaurebindeprotein-Farbung

KYSE und NHDF wurden jeweils auf Deckglédschen ausgeséat und nach Versuchsende
am vierten Tag mit warmen DPBS gewaschen und in 4%igem Paraformaldehyd fur
20 Minuten fixiert. Es wurde hierflr eine spezialisierte Fixierlésung, bestehend aus einer
phosphatgepufferten Salzlésung mit 4 % Paraformaldehyd, 70 % Ethanol und 0,5 %
Essigsaure verwendet. Nach erneutem Waschvorgang wurden die Zellen mit einer
5%igen BSA-Losung fir eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, um unspezifische
Bindungsstellen in den Zellen zu eliminieren. Es folgte der ndchste Waschvorgang und
die Zellen wurden Uber Nacht bei 4 °C mit Biotin-gekoppeltem HABP (1:200;
Calbiochem, 385911) inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte nach einem weiteren
Waschschritt die einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit FITC-markiertem
Streptavidin (1:1000; DAKO, F044). Zum Schluss folgte flr finf Minuten die Kernfarbung
mit Hoechst 33342 (1:1000, H3570; Thermo Fisher) ebenfalls bei Raumtemperatur. Die
Zellen wurden mittels VectaShield (Vector Laboratories) eingedeckt und mit dem
inversen Mikroskop Axio Observer Z (Carl Zeiss Microlmaging GmbH)
fluorenszenzmikroskopisch aufgenommen. Die weitere Auswertung erfolgte analog zu
der BODIPY-Farbung mittels ImagedJ (Version 1.52, NIH).

2.4 In-vivo-Versuche
2.4.1 Xenograft Nacktmausmodell

Als Versuchstiere wurden 7 Wochen alte mannliche NMRI-Nu-Mause verwendet
(Charles River Laboratories), die eine T-Zelldepletion aufwiesen, welche durch eine
autosomal rezessive Mutation des Gens Foxn1 (Forkhead box N1) auf Chromosom 11
verursacht wird. Diese Mutation bewirkt eine Aplasie des Thymus mit einer auf T-
Lymphozyten beschrénkten Immundefizienz . Die B-Lymphozyten bleiben dabei normal
funktionsféahig. Eine beeintrachtigte Immunantwort war flr das Xenograft-
Nacktmausmodell von besonderer Bedeutung, denn das Immunsystem der M&use sollte
die injizierten humanen KYSE nicht bekédmpfen. Es war wichtig, die Tiere in einem Raum
mit erh6hten Hygieneanforderungen zu halten, um das Risiko einer Infektion zu
minimieren. Es wurden Typ 2 Makrolonkéfige (350 cm?) mit Filterhaube verwendet und
maximal vier Mause pro Ké&fig gehalten. Genehmigt wurde dieser Tierversuch vom
LANUV (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz) mit der AZ-Nummer: 84-
02.04.2013.A471.
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2.4.2 Versuchsaufbau in vivo

Am Tag -5 (Start der Versuchsreihe, siehe Abbildung 2) wurde aus 24 Nacktmausen
zufallig drei Gruppen gebildet. Jeweils acht Mause bildeten die Kontrollgruppe (KON-
Gruppe), die Fettgruppe (FETT-Gruppe) und die Kohlenhydratgruppe (CHO-Gruppe).
Ab Versuchsbeginn bekamen die jeweiligen Gruppen das entsprechende Versuchsfutter
(Tabelle 4): Als Kontrollfutter wurde das Allgemeinfuttermittel fir Mause in der Zucht
verwendet, welches die ZETT (Zentrale Einrichtung fur Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben) fir alle Méause benutzt (ssniff Spezialdidten
GmBH, Soest; V1184-300). Fettfutter war gekennzeichnet durch einen hohen Fettanteil
von 30 % (ssniff Spezialdiaten GmBH, Soest; S1130-E010); Kohlenhydratfutter enthielt
einen niedrigen Fettanteil von nur 5 % (ssniff Spezialdiaten GmBH, Soest; S1130-E005).
Alle drei Futtervariationen hatten dennoch denselben Energiegehalt pro Gramm Futter.
Detaillierte Angaben bezlglich der Futterzusammensetzung werden in Tabelle 4

aufgeflhrt.

Tabelle 4: Futterzusammensetzung

Inhaltsstoffe % Kontrollfutter Fettfutter Kohlenhydratfutter
Rohprotein 23 26.5 17.6

Rohfett 6,1 30,2 5.1

Rohfaser 3,3 13,1 5,0

Rohasche 6,8 5,4 5,4

Stéarke 34,1 - 30,8

Zucker 5,1 - 13,0

Am Tag 0 wurden die KYSE subkutan jeweils beidseitig in die Flankenregion der Mause
injiziert. Dazu wurden die KYSE kultiviert und pro Tumor 108 Zellen in 50 yl Vollmedium
aufgenommen und mit 50 pl Matrigel mit reduzirtem Wachstumsfaktor-Anteil (Corning,
356231) versetzt und den Mausen injiziert. Um die Futteraufnahme zu kontrollieren,
wurden die Mause montags, mittwochs und freitags gewogen. Ab Tag 16 waren die
Tumore mit einem digitalen Messschieber (Alpha Tools) messbar und wurden von
diesem Zeitpunkt an dreimal woéchentlich vermessen und auf die entsprechenden
Versuchsabbruchkriterien kontrolliert. Fir die Erhebung des Tumorvolumens (TV) wurde
jeweils die Lange, Breite und H6he gemessen und mit 0,52 multipliziert (70). Die Mause
wurden aus dem Versuch genommen, wenn eines der beiden Kriterien Kantenlange tber
15 mm oder TV Uber 1500 mm?3 vom Tumor erfillt wurde. Die statistische Auswertung
der Tumorvolumina erfolgte an Tag 42, da zu diesem Zeitpunkt alle Mause der

Kontrollgruppe die maximale Kantenlange Uberschritten hatten. Die Tumore wurden
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freiprépariert, entnommen, in Kryomedium eingebettet und in Isopentan und flissigem

Stickstoff (-196 °C) schonend schockgefroren und flr weitere Analysen bei -80 °C

zwischengelagert.

Tag 16 -
Tag- 5 Start: Versuchsende:
Gruppeneinteilung, Messung
dreimal wochentliche Tumorvolumina
Gewichtskontrollen dreimal pro
sowie Futtergabe bis Woche bis
Versuchsende Versuchsende
Tag 0: ab Tag 33 - 58:
beidseitige Tétung der Tiere
subkutane bei Kantenlange
Injektion der KYSE >15 mm und
Entnahme der
Tumoren.

Abbildung 2: Versuchsaufbau in vivo

Zu Beginn des In-vivo-Versuches an Tag -5 wurden 24 Mause in drei gleich groBe Gruppen
eingeteilt, welche das der Gruppe entsprechende Futter bis zum Versuchsende erhielten.
Weiterhin wurde dreimal wochentlich das Gewicht der Mause vermerkt. An Tag 0 wurde allen
Mausen die KYSE-Zellen subkutan beidseits in die Flankenregion injiziert. Ab Tag 16 konnte
dreimal woéchentlich das Tumorvolumen vermessen werden. Hatten die Tumore eine
Kantenlange von >15 mm oder ein Volumen von 1500 mm3 erreicht, wurden die Tiere get6tet und
die Tumore flr weitere Analysen enthommen.

2.5 Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Ein
bestimmtes Epitop auf einem Antigen des Gewebes reagiert dabei mit dem
hinzugegebenen Antikdrper. Bei der in dieser Arbeit verwendeten indirekten Methode
wird zunachst ein Primérantikdrper verwendet, an den ein Sekundéarantikdrper bindet,
der mit einem Fluorophor gekoppelt ist. Die Auswertung erfolgt mit einem
fluoreszenzmikroskopischen Verfahren, bei dem das Fluorophor mit der entsprechenden

Wellenlange angeregt wird und die resultierende Fluoreszenz quantifiziert werden kann.

2.5.1 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Zunachst wurden am Kryostat (Leica CM1850) 5 pm dicke Schnitte von den
eingebetteten Tumoren angefertigt, auf einen Objekitrager aufgezogen, Uber Nacht

getrocknet und bei -20 °C trocken zwischengelagert.

Es folgte eine Doppel- und eine Dreifachfarbung der Kryoschnitte. Die Doppelfarbung

farbte den Hyaluronsaurerezeptor CD44 in Kombination mit dem epithelialen
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Zelladhasionsmolekil EpCAM, wodurch die Tumorzellen sichtbar gemacht wurden und
folglich vom Bindegewebe abgegrenzt werden konnten. Bei der Dreifachféarbung wurde
HA mittels HABP, FS mittels BODIPY, und die Krebszellen mittels EpCAM gefarbt. Die
Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342 (H3570; Thermo Fisher). Die
Antikérper und Fluorenzenzfarbstoffe kénnen den folgenden Tabellen entnommen
werden (Tabelle 5, Tabelle 6, Tabelle 7).

Tabelle 5: Priméarantikorper fiir die Inmunhistologie

Name Katalognummer Hersteller Verhéltnis
Anti-CD44 HPAO005785 Sigma-Aldrich 1:200
EpCAM MA5-12153 ThermoFisher 1:100
HABP, biotinylated 385911 Calbiochem 1:100

Tabelle 6: Sekundérantikorper fiir die Inmunhistologie

Name Katalognummer Hersteller Verhéltnis
Alexa Fluor 488 A11034 ThermoFisher 1:400
Ziege anti-Hase

Alexa Fluor 568 A11019 ThermoFisher 1:200
Ziege anti-Maus

Alexa Fluor 647 A31571 ThermoFisher 1:200

Esel anti-Maus

Streptavidin (Cy3) SA1010 ThermoFisher 1:200

Tabelle 7: Fluoreszenzfarbstoffe fir die Inmunhistologie

Name Katalognummer Hersteller Verhiltnis
BODIPY™493/503 D3922 Invitrogen 1:400
Hoechst 33342 H3570 Invitrogen 1:1000

2.5.2 Immunhistochemische Farbungen

Die Kryoschnitte wurden mit Aceton fir 20 Minuten bei 4 °C fixiert. Es folgte ein
Waschschritt mit DPBS. Da in der Dreifachfarbung HA gefarbt wurde, mussten
unspezifische Bindungsstellen, die sich im Mausgewebe befanden, mit einer Avidin-
Biotin-Blockierlésung (ThermoFisher, TA-015-BB) blockiert werden. Es erfolgte daher
eine Blockierung mit 1%igem BSA bei Raumtemperatur fir eine Stunde, um die
unspezifischen Proteinbindungsstellen zu eliminieren. Im Anschluss wurden die Proben
Uber Nacht mit dem Erstantikérper inkubiert. Die Konzentrationen kénnen in Tabelle 5,

Tabelle 6 und Tabelle 7 eingesehen werden. Am nachsten Tag wurden die Proben
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gewaschen und der Zweitantikérper wurde mit der entsprechenden Konzentration fur
eine Stunde im Dunkeln aufgetragen. Nach erneutem Waschen erfolgte die Kernfarbung
mit Hoechst 33342 (H3570; Thermo Fisher). Im Anschluss wurden die Objekttrager mit
VectaShield (Vector Laboratories) eingedeckt und konnten fluorenszenzmikroskopisch
beurteilt werden. Pro Objekttrager wurde eine interne Negativkontrolle von funf zuféllig

ausgewahlte Regionen bei 10-facher VergréBerung aufgenommen.

Die Bildverarbeitung erfolgte ebenfalls mit der Mikroskopie-Software ZEN. Auch hier
erfolgte die Formatierung in das TIFF-Format, wobei jeder Kanal einzeln sowie ein

Mischbild aus allen Kanalen erstellt wurde.

2.5.3 Auswertung mit ImageJ

Far die Auswertung der immunhistochemischen Fé&rbungen wurde die
Bildverarbeitungssoftware Imaged (Version 1.52, NIH) verwendet. Mithilfe der EpCAM-
Farbung, welche lediglich den Tumor anfarbte, konnte das Tumorgewebe vom Stroma
abgegrenzt werden. Manuell wurde dazu bei jedem Bild das Tumorgewebe umrandet.
Es wurde pro Farbung ein Makro erstellt, welches von jedem Bild die Intensitat der
Fluoreszenzsignale vom Tumor und vom Stroma gemessen hat. Um die ImageJ
Software fur die Dreifachféarbung zu nutzen, wurde das gemessene HABP-Signal fir die
Auswertung in Blau umgestellt. In beiden Farbungen wurde die IntDen gemessen und
der Mittelwert (MW) pro Tumor und pro Stroma errechnet. Die weitere Auswertung

erfolgte in Graph Pad Prism 7.00.

2.6 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Graphpad Prism 7.00 (Graphpad
Software). Datensédtze aus mehr als zwei Gruppen wurden mittels Varianzanalyse
(ANOVA) und nachgeschaltetem post-hoc-Test nach Tukey oder Sidak bestimmt. Die
Daten sind als MW + Standardfehler des MW (SEM) dargestellt. Statistische Signifikanz

wurde bei einem Wert von p < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierungen

Bevor die In-vitro-Versuche durchgefihrt werden konnten, musste die

Zusammensetzung der FSL und des MM etabliert werden.

3.1.1 Etablierung Minimalmedium

In den In-vitro-Versuchen wurde der Einfluss von FS auf die Aufnahme von Fetten und
auf die Hyaluronsauresynthese quantifiziert. Daflir war es von besonderer Bedeutung,
dass das Ndhrmedium der Zellen kaum N&ahrstoffe enthielt, sodass die Effekte auf die
hinzugegebenen FS zurlckzufihren waren. Die Zellen konnten sich hauptsachlich von
FS erndhren, da ihnen kaum andere Néahrstoffe angeboten wurden. Wie bereits in den
Methoden (2.2.3) beschrieben, wurde DMEM ohne Glukose, Glutamin und Phenolrot
verwendet. Das MM wurde zunéchst auf die Zellen gegeben. In diesem Medium konnten
die NHDF im Gegensatz zu den KYSE Uber 24 Stunden uberleben. Es waren dafir keine
Zuséatze notwendig (Abbildung 3). Es zeigte sich also eine vergleichbare Vitalitat und
Konfluenz der NHDF die mit MM kultiviert wurden im Vergleich zu den NHDF, welche
DMEM mit 1g Glukose erhalten haben.

il
IIJ

NHDF Start des Versuches NHDF nach 24h DMEM 1 g NHDF nach 24h MM ohne
+- Zusatze

Abbildung 3: Das Uberleben von NHDF in Minimalmedium ohne Zusitze

NHDF wurden zu Beginn des Versuches in Vollimedium (DMEM +/+) (links) und anschlieBend fur
24 Stunden in DMEM +/- (mitte) oder in Minimalmedium (rechts) kultiviert. Die Angabe +/- bzw.
+/+ bezieht sich darauf, ob Penicillin/Streptomycin enthalten war. Ein + bedeutet, es war
enthalten, ein - bedeutet es war nicht enthalten. Das zweite Zeichen nach dem Schrégstrich
bedeuet analog dazu, ob 10 % FCS enthalten war oder eben nicht enthalten war. Die Morphologie
und Vitalitédt der Zellen wurden mittels Lichtmikroskop kontrolliert. Die Bildaufnahmen zeigen
reprasentative Bilder einer 5-fachen und einer 20-fachen VergréBerung (Bildausschnitt oben
links). MaBstabsbalken: 500 ym, (n=1).

Die KYSE hingegen konnten in reinem MM ohne Zusétze nicht Gber 24 Stunden kultiviert
werden. Die KYSE lésten sich vom Boden der 12-Loch-Platte ab und schwammen im
Medium (Abbildung 4). In RPMI hingegen konnten die KYSE kultiviert werden.
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KYSE Start des Versuches KYSE nach 24h RPMI +/- KYSE nach 24h MM ohne
Zuséatze

Abbildung 4: Das Uberleben von KYSE in Minimalmedium ohne Zusitze

KYSE wurden zu Beginn des Versuches in Volimedium (RPMI +/+) (links) und anschlieBend flr
24 Stunden in RPMI +/- (mitte) oder in Minimalmedium (rechts) kultiviert. Die Angabe +/- bzw. +/+
bezieht sich darauf, ob Penicillin/Streptomycin enthalten war. Ein + bedeutet, es war enthalten,
ein - bedeutet es war nicht enthalten. Das zweite Zeichen nach dem Schréagstrich bedeuet analog
dazu, ob 10 % FCS enthalten war oder eben nicht enthalten war. Die Morphologie und Vitalitéat
der Zellen wurden ebenfalls mittels Lichtmikroskop kontrolliert. Die Bildaufnahmen zeigen
représentative Bilder einer 5-fachen und einer 20-fachen Vergr6Berung (Bildausschnitt oben
links). MaBstabsbalken: 500 ym, (n=1).

Diese Erkenntnis verdeutlicht, dass minimale Nahrstoffe dem MM der KYSE zugesetzt
werden mussten, damit diese Uber mindestens 24 Stunden kultiviert werden konnten.
Zunéchst wurden verschiedene Glukose- oder Glutaminkonzentrationen hinzugeflgt, da
diese Zusatze auch im Vollmedium RPMI enthalten waren. Mit dem Zusatz von 40 mmol
Glutamin konnten die KYSE nicht Uberleben. Es stellte sich heraus, dass ein
Glukosezusatz notwendig war, damit die KYSE Uberleben konnten. Dabei konnte kein
Unterschied in der Konfluenz zwischen dem Zusatz von 1000 mg/L, 500 mg/L, 200 mg/L
und 100 mg/L Glukose festgestellt werden. Die KYSE Uberlebten mindestens 24
Stunden unter Zugabe von verschiedenen Glukosekonzentrationen, allerdings

vermehrten sie sich nicht so stark wie unter der Kontrolle mit RPMI +/-.
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¢ % O

KYSE nach 24h RPMI +/- KYSE nach 24h 40 mmol KYSE nach 24h 100 mg/L

Glutamin Glukose

—l—"'ht_..:._-

St 2’ < - J_ 4, ¥ & sh A » _""—" :
KYSE nach 24h 200 mg/L KYSE nach 24h 500 mg/L KYSE nach 24h 1000 mg/L
Glukose Glukose Glukose

Abbildung 5: Das Uberleben von KYSE im Minimalmedium mit verschiedenen Zusétzen
KYSE wurden mit verschiedenen Zusatzen im Minimalmedium Uber 24 Stunden kultiviert. Die
Angabe +/- bzw. +/+ bezieht sich darauf, ob Penicillin/Streptomycin enthalten war. Ein + bedeutet,
es war enthalten, ein - bedeutet es war nicht enthalten. Das zweite Zeichen nach dem
Schréagstrich bedeuet analog dazu, ob 10 % FCS enthalten war oder eben nicht enthalten war.
Die Morphologie, Vitalitdt und Konfluenz der Zellen wurden mittels Lichtmikroskop kontrolliert.
Oben links: Zusatz von RPMI +/-, oben mitte: Zusatz von 40 mmol Glutamin, oben rechts: Zusatz
von 100 mg/L Glukose, unten links: Zusatz von 200 mg/L Glukose, unten mitte: Zusatz von 500
mg/L Glukose, unten rechts: Zusatz von 1000 mg/L Glukose. Die Bildaufnahmen zeigen
reprasentative Bilder einer 5-fachen und einer 20-fachen (Bildausschnitt oben links)
VergréBerung. MaBstabsbalken: 500 ym, (n=1).

Im letzten Schritt wurde beobachtet, welche minimale Glukosekonzentration dem MM
hinzugesetzt werden konnte, denn es sollte so wenig wie mdglich Glukose im MM
enthalten sein. Diese minimale Glukosezugabe sollte daflir sorgen, dass sich die KYSE
nicht vom Boden der 12-Loch-Platte l6sten. Gleichzeitig sollten die KYSE aber auch
gehungert werden, sodass diese die spater hinzugegebenen FS als Energielieferanten
nutzen mussten. Der Zusatz von 50 mg/L Glukose zeigte eine zufriedenstellende
Zellvitalitdit und wurde in den folgenden Versuchen dem MM hinzugeflgt. Diese
Konzentration definiert in den folgenden Versuchen das MM. Wird im weiteren Text der
Begriff MM verwendet, bedeutet dies ab sofort, dass 50 mg/L Glukose dem MM
hinzugefigt wurden. Um die Versuche mit den KYSE und NHDF vergleichbar zu halten,

wurde auch dem MM der NHDF 50 mg/L Glukose hinzugefigt.
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KYSE nach 24h MM mit KYSE nach 24h MM mit
50 mg/L Glukose 50 mg/L Glukose, 20-fach Vergr.

Abbildung 6: Das Uberleben von KYSE in Minimalmedium mit 50 mg/L Glukose

KYSE wurden mit 50 mg/L Glukose im Minimalmedium Uber 24 Stunden Kkultiviert. Die
Morphologie, Vitalitdt und Konfluenz der Zellen wurden mittels Lichtmikroskop kontrolliert. Die
Bildaufnahmen zeigen représentative Bilder einer 5-fachen (links) und einer 20-fachen
VergréBerung (rechts). MaBstabsbalken: 500 ym (5-fache VergréBerung) und 100 ym (20-fache
VergréBerung), (n=1).

3.1.2 Etablierung Fettsaurelésung

Fur die In-vitro-Versuche mussten unpolare FS in polarem Medium mithilfe von einem
Lésungsvermittler gelést werden, damit die FS von den Zellen aufgenommen werden
konnten. Im menschlichen Kérper werden freie FS von Albumin, dem am hd&chsten
konzentrierten Plasmaprotein im Blut, gebunden und transportiert. Analog dazu wurden
im Versuch die FS mit einer Albuminlésung vermischt. Auf diese Weise sollten die KYSE
und die NHDF die angebotenen FS aufnehmen kénnen. Folgende FS wurden den Zellen
angeboten: Linolsaure (Linol), Olsaure (Ol), Palmitinsaure (Palm) und die Kombination
aus allen drei FS. Dazu wurden zu Beginn die drei FS jeweils in 100%igem Ethanol
geldst. Es entstand eine 200 mM FSL. Diese wurde dann zun&chst im Verhaltnis 1:40
mit der 12,5%igen fettsaurefreien Albuminlésung verdinnt: Dazu wurden 975 ul der
Albuminlésung vorgelegt und 25 pl der entsprechenden FS hinzugegeben. Nach dem
Begasen und Schiitteln der Probe bei 37 °C fur 20 Stunden wurde schlieBlich an
Versuchstag drei (2.2.2) 110 ul der Probe in das MM (Volumen 1 ml) der Zellen gegeben.
Die Endkonzentration betrug 0,0125 mM. Bei diesem Versuch konnte sowohl bei den
NHDF als auch bei den KYSE keine Zellvitalitat unter Stimulation mit der Palmitinsiure
nachgewiesen werden (Abbildung 7 (A) und Abbildung 8 (A)).

In einem zweiten Versuch konnte mit einer Verdiinnung von 1:20 eine zufriedenstellende
Zellvitalitat erreicht werden: Dazu wurden 475 pl der Albuminlésung vorgelegt und 25 pl
der entsprechenden FS hinzugegeben. In der 12-Loch-Platte mit der Kombination aus
allen drei FS wurde erneut darauf geachtete, dass der FS-Anteil insgesamt ebenfalls 25
ul betrug. Nach dem Begasen und Schutteln der Probe bei 37 °C fir 20 Stunden wurde
schlieBlich an Versuchstag drei (2.2.2) 55 pl der Probe in das MM (Volumen 1 ml) der
Zellen gegeben. Die Endkonzentration betrug 0,025 mM.
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Die Zellvitalitat bei den KYSE und den NHDF unter diesen Konzentrationen zeigte sich

zufriedenstellend.

Durch diese Etablierung der FSL konnte nun der Einfluss der verschiedenen FS auf die
KYSE und NHDF in weiteren Experimenten untersucht werden. Bereits in den
Aufnahmen des Lichtmikroskops stellte sich heraus, dass die Zellmorphologie der KYSE
unter Stimulation mit den FS verdndert wurde. Es konnten intrazellulére
Fettsdureablagerungen in Form von ,Fettvakuolen® in den KYSE bereits
lichtmikroskopisch erkannt werden (Abbildung 8). Bei den NHDF hatte sich die
Morphologie hingegen kaum verandert (Abbildung 7).

NHDF 24h nach Linol NHDF 24h nach Ol NHDF 24h nach Palm

Abbildung 7: Zellvitalitat der NHDF wéhrend der Etablierung der Fettsaurel6sung

Die Morphologie, Vitalitdt und Konfluenz der Zellen wurden mittels Lichtmikroskop kontrolliert. A:
NHDF nach 24 Stunden Inkubation mit der Palmitinsdure (Endkonzentration 0,0125 mM). B:
NHDF 24 Stunden nach Inkubation mit der Endkonzentration 0,025 mM: DMEM +/- (B1),
Minimalmedium mit 50 mg/L Glukose (B2), alle drei Fettsauren (B3), Linolséaure (B4), Olsaure
(B5), Palmitinsaure (B6). Die Angabe +/- bzw. +/+ bezieht sich darauf, ob Penicillin/Streptomycin
enthalten war. Ein + bedeutet, es war enthalten, ein - bedeutet es war nicht enthalten. Das zweite
Zeichen nach dem Schragstrich bedeuet analog dazu, ob 10 % FCS enthalten war oder eben
nicht enthalten war. Die Bildaufnahmen zeigen reprasentative Bilder einer 5-fachen VergréBerung
(A) sowie einer 40-fachen VergréBerung (B); MaBstabsbalken: 500 ym (5-fache VergréBerung),
100 pym (40-fache VergréBerung), (n=1).
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KYSE nach 24h Palm

KYSE 24h nach Linol KYSE 24h nach O1 KYSE 24h nach Palm

Abbildung 8: Zellvitalitdt der KYSE wahrend der Etablierung der Fettsdurel6sung

Die Morphologie, Vitalitdt und Konfluenz der Zellen wurden mittels Lichtmikroskop kontrolliert. A:
KYSE nach 24 Stunden Inkubation mit der Palmitinsdure (Endkonzentration 0,0125 mM). B:
KYSE nach 24 Stunden nach Inkubation mit der Endkonzentration 0,025 mM: RPMI +/- (B1),
Minimalmedium mit 50 mg/L Glukose (B2), alle drei Fettsauren (B3), Linolséaure (B4), Olsaure
(B5), Palmitinsdure (B6). Die Pfeile zeigen exemplarisch auf intrazellulare
Fettsdureansammlungen. Die Angabe +/- bzw. +/+ bezieht sich darauf, ob Penicillin/Streptomycin
enthalten war. Ein + bedeutet, es war enthalten, ein - bedeutet es war nicht enthalten. Das zweite
Zeichen nach dem Schrégstrich bedeuet analog dazu, ob 10 % FCS enthalten war oder eben
nicht enthalten war. Die Bildaufnahmen zeigen reprasentative Bilder einer 5-fachen VergréBerung
(A) sowie einer 40-fachen VergréBerung (B); MaBstabsbalken: 500 ym (5-fache VergréBerung),
100 pym (40-fache VergréBerung), (n=1).

3.2 Einfluss eines Fettsaureangebotes auf dessen Aufnahme
in Tumorzellen und Fibroblasten

Mithilfe der BODIPY-Farbung und deren Farbintensitét konnte die Aufnahme von FS in
die KYSE und NHDF in der Zellkultur nachgewiesen werden, welches die
Grundvoraussetzung fur In-vitro-Versuche darstellte. In allen In-vitro-Versuchen bildeten
die Zellen, die mit MM und BSA behandelt wurden, die Kontrolle. Angegeben sind die
verschiedenen Bedingungen (MM mit entweder Linol-, Ol-, Palmitinséure oder allen drei
FS), relativ zu der Kontrolle MM mit BSA. Folgendes konnte beobachtet werden: Im
Vergleich zur Kontrolle BSA zeigten die NHDF bei allen vier angebotenen FS einen
Trend zu einem starkeren Fettsduresignal. Lediglich die NHDF, die mit Linolsdure
stimuliert wurden, zeigten ein signifikant erhéhtes Fettsduresignal in den Zellen. Diese
wiesen eine um 182 % starkere Farbsignalintensitdt auf. Unter den anderen
Bedingungen (Ol-, Palmitinsdure und alle drei FS) wurde eine 80%ige Steigerung des

Fettsauresignales beobachtet.
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Abbildung 9: NHDF zeigten ein stérkeres Fettsduresignal nach Stimulation mit Linolsaure
Fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung des Fettséduregehaltes in NHDF mittels BODIPY-
Farbung. Dargestellt sind Zellkerne in Blau (Hoechst), Fette in Grin (BODIPY). Die Intensitat
wurde zur Zellzahl normalisiert. Die Bildaufnahmen zeigen reprasentative Bilder in 20-facher
VergréBerung mit dem inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (n=4). Dargestellt sind MW
+ SEM, one-way ANOVA, Signifikanzen: *, p < 0,05.

In den KYSE hingegen konnte ein erhdhtes Fettsduresignal bei allen angebotenen FS
nachgewiesen werden. Es zeigte sich die starkste Farbintensitat, wenn die KYSE eine
Mischung aus allen drei FS erhalten haben. Hierbei zeigte sich eine 332%ige Erhéhung
des Fettsauresignales in den KYSE verglichen zur Kontrolle. Die Stimulation mit
Linolsaure bewirkte eine Erhéhung des Fettsauresignales von 231 %, Olsaure eine

Erhéhung von 203 % und Palmitinsgure eine Erhdhung von 216 %.
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Abbildung 10: KYSE zeigten ein starkeres Fettsauresignal nach Stimulation mit
verschiedenen Fettsauren

Fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung des Fettsduregehaltes in KYSE mittels BODIPY-
Farbung. Zellkerne in Blau (Hoechst), Fette in Griin (BODIPY). Die Intensitat wurde zur Zellzahl
normalisiert. Die Bildaufnahmen zeigen représentative Bilder in 20-facher VergréBerung mit dem
inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (n=5). Dargestellt sind MW + SEM, one-way
ANOVA, Signifikanzen: *, p < 0,05; **, p < 0,005; ***, p < 0,001.

3.3 Einfluss von Fettsauren auf die Hyaluronsaure-Synthese
in vitro

Im Anschluss wurde der Einfluss eines erhéhten Fettsdureangebotes auf den
Hyaluronséurehaushalt sowohl in den NHDF als auch in den KYSE analysiert. Eine der
zentralen Fragestellung dieser Dissertation war es herauszufinden, ob ein erhéhtes

Angebot an FS einen Einfluss auf den Hyaluronsaurehaushalt nimmt.
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3.3.1 HABP-Immunaffinitats-Assay

Grundlegend fur die Hyaluronsaure-Quantifizierung war die Frage, ob Tumorzellen und
Fibroblasten die Eigenschaft haben, aus Fetten HA zu synthetisieren. Dazu wurde mit
dem HABP-Affinitdts-Assay der Einfluss von verschiedenen FS auf die

Hyaluronsduresynthese in KYSE und NHDF gemessen.

Betrachtet man die Hyaluronsauresynthese der NHDF abhéangig von den verschiedenen
FS, so konnte keine vermehrte Synthese detektiert werden. Die KYSE hingegen zeigten
sowohl bei den einzeln angebotenen FS als auch bei der Kombination aus allen drei FS,

eine Verdopplung des Hyaluronsduregehaltes im Vergleich zur Kontrolle.

i HA Synthese in NHDF
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Abbildung 11: Steigerung der Hyaluronsaure-Konzentration in Zellkulturiiberstdnden von

KYSE durch das Angebot von Fettséduren

Hyaluronsdurekonzentration wurde im Uberstand der KYSE und NHDF mittels ELISA-ahnlicher
Immunaffinitditsmessung nach Stimulation mit verschiedenen Fettsduren gemessen. (NHDF: n=3,
KYSE: n=4). MW + SEM, one-way ANOVA, Signifikanzen: *, p < 0,05; **, p < 0,005.

3.3.2 Hyaluronsaurebindeprotein-Farbung

Zum Nachweis eines veranderten perizellularen Hyaluronséduregehalts unter einer
Stimulation mit verschiedenen FS wurde HA mithilfe einer Affinitatsfarbung auf der
Zelloberflache nachgewiesen. Bei den NHDF zeigte sich keine signifikante Erh6hung der
Synthese von HA unter Fettsdurestimulation, es lieBen sich lediglich folgende Trends
beobachten: Linolsdure bewirkte eine Erhéhung des Hyaluronsduresignales von 40 %,
Olsaure eine Steigerung von 66 %, Palmitinsaure eine Steigerung von 36 % und alle drei

FS kombiniert bewirkten eine Erhéhung des Hyaluronsduresignales von 71 %.
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Abbildung 12: Keine signifikante Steigerung der perizelluldren Hyaluronséaure-
Signalintensitédt durch Fettsédure-Stimulation in den NHDF

Fluoreszenzmikroskopische Hyaluronsédurequantifizierung in der perizellularen Matrix der NHDF
mittels HABP-Farbung. Zellkerne in Blau (Hoechst), HA in Griin (FITC). Die Intensitat wurde zur
Zellzahl normalisiert. Die Bildaufnahmen zeigen représentative Bilder in 20-facher VergréBerung
mit dem inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (n=5). Dargestellt sind MW + SEM, one-
way ANOVA.

Betrachtet man hingegen die Signalintensitat von HA unter Fettsaurestimulation in den
KYSE, so konnte gezeigt werden, dass FS einen signifikant erhéhten perizellularen
Hyaluronsduregehalt bewirken. Linolsdure und die Kombination von allen drei FS
bewirkte eine Verdopplung des Hyaluronséuresignales im Vergleich zur Kontrolle.

Palmitinsdure bewirkte eine signifikante Steigerung des Hyaluronsauresignales um 88
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%. Unter Olsaure konnte ebenfalls ein Trend zur erhdhten Hyalurons&urefarbintensitat

um 74 % abgeleitet werden.
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Abbildung 13: Steigerung der perizelluldren Hyaluronsaure-Farbintensitat in KYSE unter
Stimulation mit Fettsauren

Fluoreszenzmikroskopische Hyaluronsdurequantifizierung in der perizellularen Matrix der KYSE
mittels HABP-Farbung. Zellkerne in Blau (Hoechst), Hyalurons&ure in Griin (FITC). Die Intensitat
wurde zur Zellzahl normalisiert. Die Bildaufnahmen zeigen reprasentative Bilder in 20-facher
VergréBerung mit dem inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (n=6). Dargestellt sind MW
+ SEM, one-way ANOVA, Signifikanzen: *, p < 0,05; **, p < 0,005.
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3.4 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf das
Tumorvolumen in vivo im Nacktmaus Xenograft Modell

Eine wichtige Voraussetzung fur den In-vivo-Versuch war die Gewichtsverteilung der
Mause zwischen den verschiedenen Gruppen. Ein verandertes TV durfte nicht durch die
andere Erndhrungsweise und das generelle Kérpergewicht der Mause verzerrt werden.
Des Weiteren haben die drei Versuchsgruppen zwar verschiedenes Futter erhalten,
jedoch war der Energiegehalt identisch. Es zeigte sich im Versuch eine homogene
Gewichtsverteilung zwischen den drei Gruppen (KON-, FETT-, CHO-Gruppe). Das
Startgewicht der Mause betrug im Durchschnitt 31 g und wurden dreimal in der Woche
gemessen. An Tag 16 wurde zum ersten Mal das TV bestimmt und das Gewicht der
FETT- und KON-Gruppe betrug im Durchschnitt 34,5 g, das der CHO-Gruppe 34 g. Am
Tag 33 wurde die erste Maus der KON-Gruppe aus dem Versuch genommen, da der
Tumor eine Kantenldnge von 15 mm Uberschritten hatte. Auch zu diesem Zeitpunkt
waren die Kobrpergewichte der Mause &hnlich. Die KON-Gruppe hatte ein
Durchschnittsgewicht von 35,5 g, die FETT-Gruppe eins von 36 g und die CHO-Gruppe

wog im Durchschnitt 36,5 g. In jeder Gruppe kam es zu einer stetigen Gewichtszunahme.
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Abbildung 14: Homogene Gewichtsverteilung der Nacktméuse zwischen den drei
Versuchsgruppen

Graphische Darstellung des Durchschnittsgewichtes der acht Mause jeder Versuchsgruppe
(KON-, FETT-, CHO-Gruppe) Uber den Versuchszeitraum (Tag -5 bis Tag 42). Die Mause jeder
Gruppe wurden von Versuchsbeginn bis zum Versuchsende dreimal wéchentlich gewogen. Die
Méause bekamen je nach Versuchsgruppe entweder ein Futter mit erhéhtem Fettgehalt (FETT-
Gruppe), ein Futter mit erhéhtem Zuckergehalt (CHO-Gruppe) oder ein ausgewogenes Futter
(KON-Gruppe). Der Energiegehalt pro Gramm Futter war jedoch identisch, sodass jede Maus
durch das Futter gleich viele Kalorien aufgenommen hat. Lediglich die Zusammensetzung der
Nahrstoffe war verschieden. (n=24). Dargestellt sind MW + SEM, one-way ANOVA.
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Ab Tag 16 wurde ebenfalls, wie in 2.4.2 beschrieben, dreimal pro Woche das TV
gemessen. Zu Beginn des Versuches waren die Tumorvolumina besonders zwischen
der CHO- und der FETT-Gruppe annahernd gleich. In den ersten Tagen (Tag 16 bis Tag
33) zeigte sich der folgende Trend: Die KON-Gruppe zeigte von Beginn an das
schnellste Tumorwachstum. Die beiden anderen Gruppen zeigten nahezu das gleiche
Tumorwachstum. An Tag 33 betrug der MW des TV der KON-Gruppe 416,4 mm3, der
MW der FETT-Gruppe betrug 251,38 mm3 und der MW der CHO-Gruppe betrug 250,6
mm?3. In den folgenden Tagen bestétigte sich der Trend: Die KON-Gruppe zeigte fortan
das schnellste Tumorwachstum. Interessanterweise trennte sich jedoch die FETT-
Gruppe von der CHO-Gruppe mit dem langsamsten Tumorwachstum. An Tag 42 hatten
alle Tumore der KON-Gruppe den Grenzwert Uberschritten. Die anderen beiden
Gruppen brauchten noch weitere 16 Tage, bis alle Tumore die maximale Kantenlange
erreicht hatten. Zudem ist zu erwdhnen, dass eine Maus aus der CHO-Gruppe auf
beiden Seiten keinen Tumor entwickelt hat. In Abbildung 15 wurde das TV der Mause
an Tag 42 verglichen. Der MW des TV der KON-Gruppe betrug zu diesem Zeitpunkt
630,65 mm3, der MW der FETT-Gruppe zeigte ein TV von 479,26 mm3 und der MW der
CHO-Gruppe betrug zu diesem Zeitpunkt 328,59 mm3. Es konnte ein signifikant
verschiedenes TV zwischen den drei Gruppen gemessen werden: Die KON-Gruppe
zeigte von allen drei Gruppen das schnellste Tumorwachstum und die FETT-Gruppe

zeigte ein schnelleres Tumorwachstum als die CHO-Gruppe.

34



Ergebnisse

Tumorvolumenkurve
7] —o— KON
-8 FETT

£
£ *
= 400- ] *
g e
=
< 200+

KON FETT CHO

Abbildung 15: Signifikant verschiedenes Tumorvolumen zwischen den drei
Versuchsgruppen liber den Versuchszeitraum

Dargestellt ist das TV in mm3 der verschiedenen Gruppen (KON-, FETT-, CHO-Gruppe) von
Versuchstag 16 bis 42. An Tag 16 wurde das TV zum ersten Mal erhoben. Die Messung des
Tumorvolumens erfolgte dreimalwéchentlich mit einem digitalen Messschieber. Die statistische
Auswertung erfolgte an Tag 42, da zu diesem Zeitpunkt alle acht Mause der KON-Gruppe die
maximale Tumorkantenldange von 15 mm (berschritten hatten. (n=46). Die Bilder
veranschaulichen représentativ die beidseitig subkutan injizierten Tumore am Tag der
Tumorentnahme. Dargestellt sind MW + SEM, one-way ANOVA. Signifikanzen: *, p < 0,05; ****,
p < 0,0001.
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3.5 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf die Fettaufnahme
in vivo
Anhand der immunhistochemischen BODIPY-Farbungen der Kryoschnitte kann in
Abbildung 16 gezeigt werden, welchen Einfluss die verschiedenen Futtersorten auf die
Fettsauresignalintensitat im Tumorgewebe hatten. Dieser Versuch konnte zeigen, dass
die Fette aus dem Futter letztendlich auch im Tumor nachgewiesen werden konnten. Die
Kryoschnitte aus der FETT-Gruppe zeigten sowohl im Tumor als auch im Stroma ein
signifikant starkeres BODIPY Signal als die CHO-Gruppe. Die Signalintensitat in den
Tumorzellen war bei der FETT-Gruppe mit 66,19 % signifikant héher als in der CHO-
Gruppe. Auch im Stroma zeigte die FETT-Gruppe ein um 57,91 % starkeres
Fettsauresignal als die CHO-Gruppe. Das Tumorgewebe zeigte verglichen mit dem
Stroma generell, unabhéngig von der Versuchsgruppe, eine deutlich stérkere

Fettsduresignalintensitat.
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Abbildung 16: Gesteigerte Fettsédure-Signalintensitidt sowohl im Tumorgewebe als auch

im Stroma unter einer fettreichen Diat

Fluorenszenzmikroskopische Quantifizierung des Fettsduregehaltes der drei Versuchsgruppen
im Tumorgewebe und im Stroma an Hand der BODIPY-Farbung. Dargestellt sind die
Einzelkanalbilder in schwarz/weiB jeweils von den Zellkernen (Kerne), vom Tumorgewebe
(EpCAM) und vom Fett (BP). Die Kombination zeigt Zellkerne in Blau, Tumorgewebe in Rot und
Fett in Grin. Die Bildaufnahmen zeigen reprasentative Bilder in 10-facher VergréBerung mit dem
inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (KON n=13-15, FETT n= 27-30, CHO n= 27-30).
Dargestellt sind MW + SEM, one-way ANOVA, Signifikanzen: *, p < 0,05; **, p < 0,005.
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3.6 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf die
Hyaluronséaure-Synthese in vivo

Um mdgliche Ursachen und Erklarungen fur das unterschiedliche Tumorwachstum in
den drei Versuchsgruppen zu definieren, wurde der Einfluss der unterschiedlichen
Ern&hrung auf die Hyaluronsduremenge analysiert. Mithilfe der HABP-Farbung stellte
sich heraus, dass in den Tumorzellen ein um 46,29 % signifikant starkeres Farbsignal
gemessen werden konnte, wenn sie eine fettreiche Diat erhalten hatten, verglichen mit
der CHO-Gruppe. Vergleicht man die FETT-Gruppe mit der Kontrollgruppe, so konnte
ein um 41,79 % hdheres Hyaluronsauresignal des Tumors in der FETT-Gruppe
beobachtet werden. Im Stroma zeigte sich kein Unterschied bei den
Hyaluronsauresignalintensitaten zwischen der FETT- und CHO-Gruppe. Generell
konnte im Tumor ein deutlich stérkeres Hyaluronsduresignal gemessen werden,

verglichen mit dem Stroma.
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Abbildung 17: Stérkere Hyaluronsaure-Signalintensitédt im Tumorgewebe als im Stroma
Gestapelte Darstellung der Hyaluronsaurefarbintensitat im Stroma und im Tumorgewebe in den
drei Versuchsgruppen. Quantifizierung mittels HABP-Farbung. (KON n=13-15, FETT n= 27-30,
CHO n= 27-30). Dargestellt sind MW + SEM, one-way ANOVA.
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Abbildung 18: Gesteigerte Hyaluronsaure-Signalintensitét in den Tumoren der

Fettgruppe

Fluorenszenzmikroskopische = Quantifizierung des  Hyaluronsduregehaltes der drei
Versuchsgruppen im Tumorgewebe und im Stroma an Hand der HABP-Farbung. Dargestellt sind
die Einzelkanalbilder in schwarz/weif3 jeweils von den Zellkernen (Kerne), vom Tumorgewebe
(EpCAM) und von der Hyaluronsaure. Die Kombination zeigt Zellkerne in Blau, Tumorgewebe in
Rot und Hyaluronséaure in Orange. Die Bildaufnahmen zeigen représentative Bilder in 10-facher
VergréBerung mit dem inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (KON n=10-11, FETT n=
30-34, CHO n=28-30). Dargestellt sind MW + SEM, one-way ANOVA, Signifikanzen: *, p < 0,05.

39



Ergebnisse

3.7 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf die Expression
von CD44 in vivo

Ebenfalls von Interesse war die Dichte des Hyaluronsaurerezeptors CD44 und dessen
Expressionslokalisation. Wie bereits in 1.2.4 erwahnt, ist CD44 als Rezeptor fir
intrazellulare Signalkaskaden von entscheidender Bedeutung. Uber die Aktivierung
dieses Rezeptors werden tumorsupportive Mechanismen wie Progression, Migration

und Invasion geférdert.

Es konnte mit der Farbung des CD44-Rezeptors beobachtet werden, dass die
Signalintensitét von CD44 generell in der KON-Gruppe hdéher war. Im Stroma der KON-
Gruppe zeigte sich eine um 62,19 % hdéhere CD44-Signalintensitat im Vergleich zur
CHO-Gruppe. Vergleicht man im Stroma die KON-Gruppe mit der FETT- Gruppe, so
konnte auch hier in der KON-Gruppe eine um 57,95 % héhere Farbintensitat beobachtet
werden. Betrachtet man die Tumorzellen, so zeigte die KON-Gruppe eine um ca. 34 %
starkere CD44-Intensitat als die FETT- und die CHO-Gruppe. Auch in dieser Farbung
zeigte sich die CD44-Signalintensitat im Tumor generell héher als im Stroma (Abbildung
19).
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Intensitiat von CD44 im Stroma Intensitiat von CD44 im Tumor
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Abbildung 19: Gesteigerte Signalintensitat des Hyaluronséurerezeptors CD44 in der
Kontrollgruppe

Fluorenszenzmikroskopische Quantifizierung des Hyaluronsédurerezeptors CD44 in den drei
Versuchsgruppen im Tumorgewebe und im Stroma an Hand der CD44-Farbung. Dargestellt sind
die Einzelkanalbilder in schwarz/weif3 jeweils von den Zellkernen (Kerne), vom Tumorgewebe
(EpCAM) und vom Hyaluronsaurerezeptor CD44. Die Kombination zeigt Zellkerne in Blau,
Tumorgewebe in Rot und CD44 in Griin. Die Bildaufnahmen zeigen reprasentative Bilder in 10-
facher VergréBerung mit dem inversen Mikroskop; MaBstabsbalken: 100 ym. (KON n=9-15, FETT
n= 26-32, CHO n=26-32). Dargestellt sind MW + SEM, one-way ANOVA, Signifikanzen: ***, p <
0,001; ****, p < 0,0001.
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4 Diskussion
Ist es nun méglich, die Hyaluronsauresynthese durch ein erhéhtes Fettsdureangebot zu
steigern und wenn ja durch welche Mechanismen kénnte diese Beobachtung erklart

werden?

Diese zentrale Fragestellung (1.4) bildet die Grundlage der experimentell durchgefihrten
Versuche, welche den Zusammenhang zwischen dem Fettsduremetabolismus und der
Hyaluronsdureproduktion untersuchten. Des Weiteren wurde die Auswirkung einer
kohlenhydrat- oder fettreichen Diat auf das Tumorwachstum und die

Hyaluronsdurematrix im Xenograft-Nacktmausmodell untersucht.

HA als wichtiger Faktor in der Tumorentstehung férdert die Invasion (17), Angiogenese
(19), Metastasierung (21) und Chemotherapieresistenz (22) der Tumorzellen. Aber auch
der Fettsduremetabolismus nimmt, wie bereits in 1.3 beschrieben, eine immer
bedeutendere Rolle in der Tumorforschung ein: Tumorzellen zeigen unter anderem eine
erhdhte Expression von Enzymen, welche an der de-novo Fettsduresynthese beteiligt
sind (60). Des Weiteren bendétigen Tumorzellen FS in erhdéhtem MaBe fir die
Zellproliferation (61) und eine erhdéhte Expression der Fettsduresynthase ist in

Tumorzellen mit einer schlechteren Prognose assoziiert (61).

Auf der Grundlage der durchgeflihrten Experimente kann die zentrale Fragestellung nun
beantwortet werden: Es scheint in Tumorzellen Stoffwechselmdéglichkeiten zu geben, in
denen die Hyaluronsauresynthese durch ein erhdhtes Fettsdureangebot gesteigert

werden kann.

In der Literatur sind &hnliche Beobachtung nicht beschrieben. Des Weiteren konnte in
den In-vivo-Versuchen gezeigt werden, dass das TV unter einer fettreichen Diat

schneller zunimmt als unter einer kohlenhydratreichen Diéat.

4.1 Einfluss des etablierten Minimalmediums auf das
Uberleben der Tumorzellen

Wéhrend der Etablierung des MM zeigte sich, dass die Tumorzellen ohne den Zusatz
von 50 mg/L Glukose nicht kultiviert werden konnten (siehe 3.1.1). Diese Beobachtung
unterstreicht den Warburg-Effekt. Fibroblasten hingegen benétigten keinen
Nahrstoffzusatz fur die Hungerzeit von 24 Stunden. Diese Tatsache verdeutlicht den
gesteigerten und veranderten Metabolismus in entarteten Zellen. Otto Warburg
beschrieb in den 1920er-Jahren die ersten Stoffwechselverdnderungen in den

Tumorzellen (57). Aber auch der téagliche klinische Einsatz von Positronen-Emissions-
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Tomografien mit der Verwendung von Glukoseanaloga, welche sich in
stoffwechselaktivem Tumorgewebe anreichern und somit tumoraktives Gewebe
detektieren, unterstreichen den erhdhten Bedarf an Glukose in entarteten Zellen.
Dementsprechend weisen die Krebszellen beispielsweise eine hochregulierte
Expression von Glukosetransportern (GLUT) wie GLUT-1 und GLUT-3 auf, sodass eine
gréBere Glukosemenge aufgenommen werden kann (71). Mutationen bewirken Verluste
von Tumorsuppressorgenen und die Aktivierung von Onkogenen, wodurch die
Zellteilung und der Stoffwechsel in Tumorzellen hochreguliert wird. Fir den erhdhten
Stoffwechsel ist mehr Energie in Form von ATP nétig. Dies kann durch einen erhéhten
Glukose-Umsatz im Rahmen des Warburg-Effekts erfolgen oder alternativ durch eine
gesteigerte Lipolyse; ein FS-Molekul weist einen erhdhten Energieinhalt im Vergleich zur
Glukose auf (71). Das Ablésen der KYSE vom Boden der 12-Loch-Platte in einem MM
ohne den Zusatz von Glukose kann folglich gut erklart werden. Ebenfalls zeigte sich bei
der Kultivierung mit einem reduzierten Glukosegehalt lediglich ein Uberleben der KYSE
und keine Zellproliferation. Unter Zugabe von RPMI, dem Vollmedium, welches 2 g/L
Glukose enthielt, konnte eine Zellproliferation und somit eine Vermehrung der KYSE
beobachtet werden. Dieses Ergebnis war von besonderer Bedeutung, da so die
Grundlage der weiteren In-vitro-Versuche gebildet werden konnte. Die Zellen wurden flir
24 Stunden ,gehungert, sodass am nachsten Versuchstag mdglichst viele der

angebotenen FS als Substrat fir den Metabolismus der Zellen aufgenommen wurden.

Die alleinige Supplementation der Aminoséaure Glutamin im MM zeigte ein Ablésen der
KYSE von dem Boden der 12-Loch-Platte. Keenan und Chi (72) beschrieben, dass auch
Glutamin einige wichtige Stoffwechselrollen in Tumorzellen einnimmt. Glutamin kann als
Kohlenstoffquelle der Energiegewinnung dienen, als Stickstoffquelle kann es die
Nukleinsduresynthese férdern und Glutamin ist bei der Erhaltung der Redox-
Homdostase von entscheidender Bedeutung. Jedoch scheinen die KYSE deutlich
starker auf die Glukose angewiesen zu sein und kénnen den Stoffwechsel unter

Glutamin alleine nicht aufrecht halten.

4.2 Einfluss der Fettsaurelosung auf die Tumorzellen

Fette haben hydrophobe und unpolare Eigenschaften, sodass sich die Fette kaum
wasserloslich zeigen (65). Als Lésungsvermittler werden daher unpolare, organische
Lésungsmittel verwendet. Die Problematik der Loéslichkeit der FS in den in vitro
Experimenten konnte mithilfe von Ethanol, einem organischen, unpolarem Lésungsmittel
und mithilfe der Erwarmung erreicht werden (69). Die Fette konnten dann an eine

fettsaurefreie Albuminlésung gebunden und den kultivierten Zellen angeboten werden.
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Tumorzellen nehmen die Lipide unter anderem exogen Uber die Zellmembran auf. Dazu
werden spezielle Transporter wie beispielsweise CD36 bendtigt (73). Es gibt Hinweise,
dass eine erhdhte CD36-Expression in 6sophagealen Plattenepithelkarzinomen die
Aggressivitat dieser Tumorentitat erhoht (74). Eine Auswirkung erhdhter exogener
Fettsdureaufnahme ist die anschlieBende Speicherung in Lipidtrépfchen. Lipidtrépfchen
sind zytoplasmatische Organellen, welche die Fette sequestrieren (73). Die in Abbildung
8 beobachteten intrazelluléaren Fettsdureansammlungen, welche sich lichtmikroskopisch
nach Inkubation mit den FS in den KYSE zeigten, kdnnten gerade diese beschriebenen
Lipidtrépfchen darstellen. Sie dienen der Aufrechterhaltung der Lipidhoméostase und
kébnnen den Tumorzellen Energie in Form von ATP und NADPH in metabolischen

Stressituationen liefern (73).

4.3 Einfluss der Nahrstoffe auf die FS Aufnahme in vitro und
in vivo

4.3.1 Korrelation des Fettsaureangebotes mit der Fettsaureaufnahme in

vitro in Tumorzellen und Fibroblasten

In den In-vitro-Versuchen wurde ein Zusammenhang zwischen Fettsdureangebot und
der peri- und extrazellulare Hyaluronsdurekonzentration untersucht. Ziel war es,
herauszufinden, ob die FS, welche den Zellen angeboten wurden, eine Auswirkung auf
die Menge der synthetisierten HA genommen hat. Fur die Interpretation ist es von
Bedeutung, dass die hinzugegebenen FS auch tatsachlich von den Zellen aufgenommen
werden konnten. Dies konnte mit der intrazellularen Lipidfarbung BODIPY (3.2) bestatigt

werden.

Es existieren verschiedene Methoden zur Bestimmung der Fettsdureaufnahme in vitro
(75). Bereits Mc Arthur et al. (76) konnte zeigen, dass die zellulare Aufnahme von
langkettigen FS durch mehrere miteinander interagierende Mechanismen reguliert wird:
zum einen durch die Léslichkeit der FS, durch diffusions- und proteinvermittelte
Translokationen der FS Uber die Zellmembran, durch die zytoplasmatische Bindung der
FS intrazelluléar, aber auch durch die Aktivitat der Fettsduresynthase. Schirer et al. (77)
untersuchten die Aufnahme von Linolsdure und Olsdure in kultivierten humanen
Keratinozyten und verglichen diese unter anderem mit der Aufnahme der FS in dermalen
Fibroblasten. Keratinozyten konnten im Vergleich zu Fibroblasten vor allem in den ersten
Sekunden nach Hinzugabe der zweifach ungeséttigten Linolsdure diese schneller
aufnehmen als die einfach ungesattigte Olsaure. Sie postulierten daher, die Existenz
eines Keratinozyten-Fettsduretransporter, der eine hdhere Affinitdt flr Linolsaure

aufweist. Die Fettsdureaufnahme in Fibroblasten hingegen erfolgt eher mittels passiver
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Diffusion und braucht folglich eine langere Zeit (77). In den oben durchgeflhrten
Versuchen wurden die NHDF und KYSE Uber 24 Stunden mit den FS inkubiert. Bei den
NHDF zeigte sich lediglich eine signifikant vermehrte Farbintensitat bei der Aufnahme
von Linolsdure (Abbildung 9). Linolsdure als essentielle FS, kann nicht durch die Zellen
selbst hergestellt werden. Folglich kdnnte ein Linolsdureangebot tber einen langeren
Zeitraum dazu fuhren, dass die NHDF diese FS signifikant stérker Giber passive Diffusion
aufnehmen als die anderen angebotenen FS, zumal Linolsédure eine essentielle FS ist
und nicht durch die Zellen synthetisiert werden kann. Andererseits konnte Rosenthal (78)
zeigen, dass fetale humane Fibroblasten Olsédure bei beliebigen exogenen
Fettsdurekonzentrationen vermehrt einbauen, verglichen mit der Linols&ure, was in den
oben durchgefihrten Versuchen nicht bestatigt werden konnte. Fetale humane
Fibroblasten kénnen jedoch nicht mit NHDF verglichen werden. Allerdings konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass Linols&ure vermehrt in Triacylglyceriden eingebaut wird,
Olsaure bevorzugt in Phospholipide (78). Phospholipide sind wesentliche Bestandteile
der Lipiddoppelschicht von Zellmembranen, dariber hinaus scheinen einige
Phospholipide als Entziindungsmediatoren zu fungieren (79). Triacylglyceride dienen
hauptsachlich als Energiereserve. Fur die Proliferation von Zellen sind sowohl
Phospholipide und Triacylglyceride notwendig. Schlussendlich kann zu diesem
Diskussionspunkt zusammengefasst werden, dass der Grund fir die signifikant erhdéhte

Farbintensitéat der NHDF unter Stimulation mit Linolsdure in Abbildung 9 unklar bleibt.

Vergleicht man nun die Fettsdureaufnahme in den verwendeten Zellen, so konnte durch
die Messung der Farbintensitaten des BODIPY-Signales in den KYSE und NHDF gezeigt
werden, dass die Fettsdureaufnahme in den KYSE deutlich hdher ist als in den NHDF.
Der Stoffwechsel und die Zellteilungsgeschwindigkeit der Fibroblasten ist deutlich
langsamer verglichen mit den Tumorzellen. Die KYSE mussten bereits nach wenigen
Tagen in Kultur passagiert werden, da die Besiedelung der Zellkulturflaschen schnell
sehr dicht wurde. Die NHDF zeigten hingegen eine langsamere
Zellteilungsgeschwindigkeit. Durch diese Unterschiede in der Zellteilung kénnte den
Fibroblasten eine geringere Fettsdureaufnahme ausreichend sein. Tumorzellen haben
einen hohen Energieverbrauch durch den erh6hten Metabolismus, sodass sich daraus
schlieBen lasst, dass diese eine héhere Fettsdureaufnahme benétigen. Dies kdnnte wie
oben erwahnt analog zu Keratinozyten Uber spezialisierte Transportproteine wie CD36,
auch bekannt als Fettsguretranslokase, die Familie der Fettsduretransportproteine, auch
bekannt als Solute-Carrier-Protein-Familie 27 oder die Plasmamembran-Fettsdure-
bindenden Proteine vermittelt werden. Fur diese Transporter konnte bereits eine erhdhte

Gen- und Proteinexpression in Tumoren nachgewiesen werden (73).

45



Diskussion

Eine weitere Uberlegung ist, dass Fibroblasten, im Gegenteil zu den Tumorzellen, ihren
Metabolismus nicht gut an aktuelle Nahrstoffgegebenheiten anpassen kénnen. Es
konnte beobachtet werden, dass Tumorzellen besonders bei Abwesenheit von Glukose
Fahigkeiten entwickeln, sich auf alternative Nahrstoffwege umzustellen (80), (81). Die
Messung der intrazellularen Konzentration von FS durch BODIPY zeigte, dass die KYSE
alle einzeln angebotenen FS signifikant mehr aufgenommen haben, jedoch konnte diese
intrazellulare Konzentration an FS durch die Kombination aus allen drei FS weiter erhht
werden (Abbildung 10). Dies kénnte darauf hindeuten, dass die Tumorzellen ihren
Fettsdurestoffwechsel zwar aktuellen Verflgbarkeiten anpassen kénnen und alle FS
gleichwertig verstoffwechseln kénnen, jedoch kénnte eine Kombination von
verschiedenen FS (Nahrstoffen) einen proliferativen Vorteil bieten und wird daher von

den Zellen bevorzugt.

4.3.2 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf die Fettsdureaufnahme

in vivo im Xenograft Nacktmausmodell

Die in vivo Ergebnisse bezlglich der Fettsdureaufnahme stimmen mit den gerade
diskutierten in vitro Ergebnissen Uberein. Es konnte besonders im Tumorgewebe, aber
auch im Stroma, ein signifikant héherer Fettgehalt bei den Tieren mit einer fettreichen
Diat gemessen werden. Das fettreiche Futter I1&sst sich also auch spéater post mortemim
Fettgehalt der beiden untersuchten Gewebearten des Tumors wiederfinden (Abbildung
16). Auch hier ist dieses Versuchsergebnis von grundlegender Bedeutung. Es kann nur
aufgrund dieser Befunde die Auswirkung der Fette auf die Hyaluronsduresynthese
diskutiert werden, wenn die Zellen die Uber die Tiernahrung angebotenen Fette auch
tatséchlich aufgenommen haben. Der Fettgehalt verteilte sich je nach
Futterzusammensetzung (Tabelle 4) wie folgt auf die Gruppen: FETT (Rohfettanteil im
Futter: 30 %) > KON (Rohfettanteil im Futter: 6 %) > CHO (Rohfettanteil im Futter 5 %).

Es konnte generell in den Tumorzellen des Tumorgewebes deutlich stéarkere Intensitaten
der BODIPY-Farbung gemessen werden, verglichen mit den Zellen des Stromas. Auch
diese Beobachtung bestétigt eine gesteigerte Fettsdureaufnahme in die Tumorzellen
(61).

Neben BODIPY gibt es Alternativen um die Aufnahme von Fetten zu untersuchen. Fir

einen unmittelbar sichtbaren Nachweis der Aufnahme von FS benutzten Henking et al.

(82) eine bioaktivierbare molekulare Bildgebungssonde in Form von Luciferin, welche an

langkettige FS konjugiert wurde. Durch diesen nicht invasiven bildgebenden Ansatz

kann die Fettsdureaufnahme in Gegenwart von Luciferase Uber die Lichterzeugung

proportional zur zellularen Fettsdureaufnahme in vivo gemessen werden. Weiterhin
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besteht die Mdglichkeit der Messung einer Fettsdureaufnahme mittels radioaktiv

markierten FS (75).

4.4 Einfluss der Nahrstoffe auf die Hyaluronsdure-Synthese in
vitro und in vivo

4.4.1 Einfluss von Fettsduren auf die Hyaluronsaure-Synthese in

Tumorzellen und Fibroblasten in vitro

Misst man den Hyaluronsauregehalt der NHDF mittels HABP-Immunaffinitats-Assay
(Abbildung 11) und Hyaluronsaurebindeprotein-Féarbung (Abbildung 12), so konnte in
beiden Versuchen keine erhdhte Hyaluronsduremenge unter Fettsdurestimulation
beobachtet werden. In der Literatur ist beschrieben, dass die Umwandlung von Fetten
zu Glukosemetaboliten in Wirbeltieren nicht mdglich ist. Es gibt folglich keine
Mdoglichkeit, Acetyl-CoA zurick zu Pyruvat umzuwandeln, um es dann in die

Glukoneogenese einzuschleusen und daraus spater HA zu synthetisieren (65).

Interessanterweise lies sich jedoch bei den KYSE beobachten, dass sowohl perizellulér
(Abbildung 13) als auch im Uberstand der Tumorzellen (Abbildung 11) nach Stimulation
mit den FS eine signifikant héhere Menge von HA gemessen werden konnte. Folglich
scheinen Tumorzellen einen bisher unbekannten Mechanismus entwickelt zu haben,
damit aus einem erhdhten Fettsdureangebot eine erhdéhte Hyaluronséduresynthese

resultieren kann.

In der HABP-Farbung der KYSE konnte bei der Olsaure lediglich ein Trend zur
gesteigerten Hyaluronsauresynthese abgeleitet werden (p = 0,0754). Im HABP-

Immunaffinitats-Assay konnte bei der Olsaure ein p < 0,005 erreicht werden.

AuBerdem ist noch ein weiterer interessanter Aspekt im Fettsdureabbau zu erw&hnen.
Ungeradzahlige FS kénnen am Ende der B-Ox zu Propionyl-CoA oxidiert werden,
nachdem vorab viele Acetyl-CoA Substrate entstanden sind. Propionyl-CoA ist ein
Vorlaufer von Succinyl-CoA und kann weiter in Pyruvat umgewandelt werden. Pyruvat
kann dann in die Glukoneogenese eintreten (65). In diesen Versuchen wurden jedoch
nur geradzahlige FS verwendet, welche nur zu Acetyl-CoA abgebaut werden kdénnen,

sodass dieser Stoffwechselweg fir die zentrale Fragestellung nicht von Bedeutung ist.

4.4.2 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf die Hyaluronsaure-

Synthese in vivo im Xenograft Nacktmausmodell

Es wurde bereits gezeigt, dass HA die Tumorprogression, Metastasierung, Angiogenese
und Chemotherapieresistenz unterstitzt (19), (20), (21), (22). Betrachtet man in
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Abbildung 17 das Tumorgewebe, so ist zundchst auffallig, dass im Tumorgewebe
deutlich héhere Signalintensitdten von HA gemessen werden koénnen, verglichen mit
dem Stroma. Fraglich ist, ob die Tumorzellen die produzierte HA spéter noch in das
umgebende Stroma abgeben oder ob die synthetisierte HA im Tumorgewebe selbst
bleibt.

Betrachtet man nun die FAT und die CHO Gruppe im Tumorgewebe, so scheint es, als
wirden die Tumorzellen auch in vivo unter einer fettreichen Diat signifikant mehr HA
produzieren kénnen als unter einer kohlenhydratreichen Diat (Abbildung 18). Wurde eine
ausgewogene oder eine kohlenhydratreiche Nahrung angeboten, so konnte in diesen
Versuchen trotz der Tatsache, dass HA aus Glukose gebildet wird, nicht so viel HA
gebildet werden wie unter der fettreichen Diat. Somit konnte auch in vivo gezeigt werden,
dass die Hyaluronséduresynthese durch ein erhdhtes Fettsdureangebot gesteigert

werden konnte.

Im Folgenden werden verschiedene Moglichkeiten diskutiert wodurch eine gesteigerte

Hyaluronsauresynthese unter einem erhéhten Fettsdureangebot erklart werden kénnte:

Eine erste Uberlegung wére, dass das Acetyl-CoA aus der f-Ox im TCA zu Oxalacetat
verstoffwechselt wird. Aus Oxalacetat kénnte dann in der Glukoneogenese
Phosphoenolpyruvat synthetisiert werden und letztendlich kénnte daraus wiederum
Glucose und theoretisch auch die Bausteine der HA entstehen. Dieser hypothetische
Stoffwechselweg ist jedoch nicht méglich, da Oxalacetat fur die Aufrechterhaltung des

TCA essentiell ist und daher nicht flr die Glukoneogenese verwendet werden kann (65).

Eine weitere Moglichkeit, aus Fetten Glukosemetaboliten herzustellen, ist der
Glyoxylatzyklus (Abbildung 20). Dieser wurde bisher nur bei Pflanzen, Tieren, Pilzen und
Bakterien beschrieben. Im Glyoxylatzyklus werden aus zwei Molekilen Acetyl-CoA ein
Cs-Kohlenhydrat Succinat hergestellt, welches letztendlich Uber Oxalacetat in die
Glukoneogenese eingeschleust werden kann (68). Hefezellen benutzen die Mehrheit
des peroxisomalen Acetyl-CoA fir den Glyoxylatzyklus, um Succinat fir die
Glukosesynthese zu erzeugen (83). Neuere Daten deuten darauf hin, dass zumindest
einige menschliche Zellen mit Enzymen ausgestattet sind, die fur den Glyoxylatzyklus
erforderlich waren (84). Darliber hinaus wurden die Glyoxylatenzyme Malatsynthase und
Isocitratlyase in tierischen Geweben gefunden (85): Gene, die fiir die Malatsynthase
codieren, wurden in anderen Metazoen identifiziert, darunter in Anthropoden,
Stachelhauter und sogar in einigen Wirbeltieren. Saugetiere, die diese Gene besitzen,
sind Kloakentiere und Beuteltiere, aber keine Plazenta-Saugetiere. Gene flr die
Isocitratlyase sind nur in Nematoden zu finden. Des Weiteren konnte in Homogenaten
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menschlicher Leberzellen die beiden wichtigen Enzyme des Glyoxylatzyklus
Isocitratlyase und Malatsynthase nachgewiesen werden (86). In der folgenden

Abbildung wird der Glyoxylatzyklus dargestellt:
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+ - (Citrat =——— Isocitrat
Oxalacetat |
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| Acetyl-CoA + Glyoxylat | Succinat
|
£ MD J \( ) / i
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Glukoneogenese < Phosphoenolpyruvat

Abbildung 20: Glyoxylatzyklus bei Pflanzen: Generation eines C4-Kohlenhydrates aus
zwei Acetyl-CoA

Ubersicht iber den Glyoxylatzyklus. Citratsynthase (CSy), Aconitase (AC), Isocitratlyase (ICL),
Malatsythase (MS), Malatdehydrogenase (MD), *ICL und MS k&énnen nicht in Planzentatieren
exprimiert werden.

Der Glyoxylatzyklus kénnte eine weitere, alternative Erklarung fir die beobachteten
Ergebnisse liefern. Hatten die Tumorzellen durch Mutationen oder neue
Enzymfunktionen die Moglichkeit, die Funktionen der Isocitratlyase und Malatsynthase
zu Ubernehmen, so kénnten die Tumorzellen auf diese Art und Weise aus Acetyl-CoA
Substrate bilden, welche in die Glukoneogenese eingespeist werden kdnnten. So kénnte
aus Fetten zunachst Glukosemetaboliten gebildet werden, welche der
Hyaluronséuresynthese dienen kénnten. Dies wirde die in Abbildung 11, Abbildung 13
und Abbildung 17 gemachte Beobachtung erklaren, inwiefern ein erhdhtes
Fettsdureangebot zu einem erh6hten Hyaluronséduregehalt gefuhrt hat. In den
durchgefihrten Versuchen wurde die Existenz dieser Enzyme jedoch nicht untersucht.
Es musste in weiteren Versuchen Uberprift werden, ob Tumorzellen diese erforderlichen
Enzyme besitzen, welche die beschriebenen Reaktionen katalysieren kdnnten.

Mutationen in Stoffwechselenzymen gehéren zu den Schlusselmerkmalen von

Tumorzellen (87). Im Folgenden werden einige Beispiele aufgezahlt: So ist das
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Expressionsniveau einiger glykolytischer Enzyme beispielsweise der
geschwindigkeitbegrenzenden Phosphofructokinase erhéht (88) und Mutationen in
Genen, die fur Enzyme des TCA kodieren, (Aconitase, lsocitratdehydrogenase,
Succinatdehydrogenase und Fumarathydratase) kénnen zu einer Krebserkrankung
fuhren. Tumorzellen mit Fumarathydratase-Mutation produzieren mehr Fumarat und
Succinat (89). Ebenso konnte unter anderem gezeigt werden, dass die
Fettsduresynthase bei menschlichen Krebsarten oft Gberexprimiert wird, wodurch die
Abhéangigkeit der Krebszellen von Lipiden unterstitzt wird (90). Im Gegensatz zur
effektiveren Fettsduresynthese sind bestimmte Krebsarten auch auf die mitochondriale
Fettsdureoxidation zur ATP Produktion angewiesen. Obwohl der Mechanismus, der die
Fettsdureoxidation in Tumorzellen hochreguliert, nach wie vor unklar ist, kann die f-Ox
uber die ATP-Produktion Vorteile bringen (91).

Weiterhin wirde ich gerne auf die aktuell beste Erklarung fir die gesteigerte
Hyaluronsauresynthese unter einer fettreichen Erndhrung von Twarock, Reichert et al.
(92) eingehen. Dort konnte gezeigt werden, dass die Hyalurons&duresynthese Uber eine
Erhdhung des Hyaluronsaurevorlauferpools und Uber die O-GlcNacylierung von
Proteinen aktiviert werden kann. In diesem Paper wurde mittels Dichloressigsaure die
mitochondriale oxidative Phosphorylierung wiederhergestellt: Pyruvat wird zu Acetyl-
CoA umgewandelt und kann im TCA umgesetzt werden (92). Fur diesen
Erklarungsansatz ist es wichtig hervorzuheben, dass man nicht davon ausgeht, dass
Fette Uber Glukosemetaboliten eine Erhéhung der HA bewirken, sondern Acetyl-CoA
uber diesen Weg indirekt stimulierende Einflisse auf die Hyalurons&uresynthese haben
kann. Demnach mussten die Fette nicht, wie bisher diskutiert zu Glukosemetaboliten
umgewandelt werden, sondern es wirde ausreichen, wenn viel Acetyl-CoA aus der (-
Ox entsteht: Durch die vermehrte B-Ox bei erhéhtem Fettsdureangebot entsteht ein
erhdhtes Angebot von Acetyl-CoA, welches Uber den Citratshuttle und die ATP-
Citratlyase ins Zytosol geleitet werden kénnte. Hier hatte Acetyl-CoA nun zwei
Maoglichkeiten, die Hyaluronsduremenge zu erhdhen: Entweder wird Acetyl-CoA als
Substrat fur die D-Glukosamin-N-Acetyltranferase verwendet und somit fir die Synthese
von  UDP-N-Acetyl-Glukosamin  verbraucht; oder aber die O-N-Acetyl-
Glukosamintransferase bewirkt eine O-GlcNAcylierung der HAS, welche dadurch

stabilisiert werden und mehr HA produzieren kénnen (Abbildung 21) (92).

50



Diskussion

Glut 1 HA

(
Glukose
' o
Glukose-6-P  —— Glukuronat-1-P » UDP-GIcA
* N-Acetyl- UDP- / 9
Fruktose-6-P 7GIL> Glukosamin-6-P %ﬂ—b Glukosgmin-G-P — = GicNAc %
’ 0
Glutamin Oxalacetat CL/ Acetyl-CoA OGT )
l Citrat '

e

N Maat & NS
Y [\ . Citrat \\
Pyruvat — " Acetyl-CoA ‘ ~U |l
\ b
\ FDK S Oxalacetat I |
AN ) /] |
\ W\ B-Ox A /
\ I\ e |
\ I AN I\ / .

Abbildung 21: Schematisches Modell der metabolischen Interaktion von pg-Oxidation,
Citratzyklus und Hyaluronsaure-Synthese

Glukose wird Uber einen Glukosetransporter (z. B. GLUT1) aufgenommen und in der Glykolyse
zu Pyruvat metabolisiert. Pyruvat gelangt Uber den mitochondrialen Pyruvattréger (MPT) ins
Mitochondrium und wird Uber den Pyruvatdehydrogenase-Komplex (PDK) zu Acetyl-CoA
verstoffwechselt. Acetyl-CoA kann ebenfalls Uber die B-Oxidation (B-Ox) im Mitochondrium
synthetisiert werden. Dieses Acetyl-CoA wird im Citratzyklus (TCA) zu Citrat, damit es Gber den
Citratshuttle (CS) ins Zytosol gelangen kann. Im Zytosol wird Citrat Giber die ATP-Citratlyase (CL)
wieder zu Acetyl-CoA metabolisiert und das entstandene Oxalacetat gelangt tGiber Malat zurlick
ins Mitochondrium, wo es wieder in den TCA eingeschleust werden kann. Das Acetyl-CoA kann
nun Uber 2 Wege die Hyaluronsauresynthese unterstiitzen: Acetyl-CoA wird als Substrat bei der
Synthese von UDP-N-Acetyl-Glukosamin (UDP-GIcNAc) benétigt; oder Acetyl-CoA stimuliert die
O-N-Acetyl-Glukosamintransferase (OGT), welche eine O-GIcNAcylierung der
Hyaluronsauresynthasen (HAS) bewirkt. Weitere Abkirzungen: Glutamin:Fruktose-6-Phophat-
Aminotransferase (GFAT), Acetyl-CoA:D-Glukosamin-N-Acetyltransferase (GNAT), UDP-
Glukuronsdure (UDP-GlcA), Glukose-6-Phosphat (Glukose-6-P), Fruktose-6-Phosphat
(Fruktose-6-P), Glukuronat-1-Phosphat (Glukuronat-1-P), Glukosamin-6-Phosphat
(Glukosamin-6-P), N-Acetyl-Glukosamin-6-Phophat (N-Acetyl-Glukosamin-6-P), (angepasst
aus (92)).

AuBerdem wére eine weitere Erklarung denkbar: Die Umstellung der Energieversorgung
auf Fette kénnte dazu fuhren, dass mehr Glukose fur die Hyaluronsauresynthese bereit
stehen wirde. So kénnte auch eine erhdéhte Hyaluronsduresynthese unter

Fettsaurestimulation erklart werden.

Letztendlich muss der Mechanismus fir eine gesteigerte Hyaluronsauresynthese unter

einer fettreichen Erndhrung in weiteren Versuchen aufgeklart werden.
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4.5 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf das
Tumorvolumen im Xenograft Nacktmausmodell

Im Folgenden soll diskutiert werden, welchen Effekt die Didten auf die Proliferation der
Tumore hatten. Die Gewichtskurve (Abbildung 14) bestatigt zunachst, dass sich die
Kérpergewichte der einzelnen Gruppen (FETT, CHO, KON) nicht signifikant
unterschieden. Der Energiegehalt pro g Futter in allen drei Gruppen war identisch. Durch
Messungen der Korpergewichte konnte weitgehend ausgeschlossen werden, dass das
TV und die Tumorproliferation durch ein unterschiedliches Futteraufnahmverhalten der
Mé&use verzerrt wurde. Fur die /n-vivo-Versuchen wurden sieben Wochen alte Mannchen
als Versuchstiere ausgewahlt. Altere Mause hatten ein besseres, ausgereifteres
Immunsystem gehabt und bei weiblichen Mé&usen hatte der hormonelle Zyklus die

Versuche beeinflussen kénnen.

Es zeigte sich, dass sich das Tumorwachstum zum Versuchsende zwischen den drei
Versuchsgruppen signifikant unterschied (Abbildung 15). Die KON-Gruppe zeigte das
schnellste Tumorwachstum und an Tag 42 konnten im Mittel die gréBten Tumore
gemessen werden. Bei den Tumoren der CHO-Gruppe waren die Tumore an Tag 42 am
kleinsten. Die Tumore der FETT-Gruppe waren signifikant kleiner als die der KON-
Gruppe, jedoch wiederum signifikant gréBer als die Tumore der CHO-Gruppe. Daraus
lasst sich folgendes ableiten: Standen dem Tumor alle Nahrstoffe zur Verfigung, wie in
der KON-Gruppe, konnte eine maximale Tumorprogression beobachtet werden. Bei
einer einseitigen Diat wie in der CHO-Gruppe oder FETT-Gruppe, zeigten sich kleinere
Tumore als bei einer ausgewogenen Ernahrung. Diese Beobachtung wurde bedeuten,
dass eine Restriktion von Nahrstoffen jeglicher Art das Tumorwachstum negativ
beeinflusst. Vergleicht man die beiden Diatgruppen (CHO und FETT) miteinander, so
scheint eine kohlenhydratreiche Erndhrung in diesem Modell zum langsamsten
Tumorprogress zu fuhren. In der supportiven humanen Tumortherapie wird den
Patienten und Patientinnen keine spezielle Krebsdidt empfohlen. Es liegen keine
zuverlassigen Daten vor, welche eine Einschatzung bezuglich einer einseitigen
fettarmen oder kohlenhydratarmen Erndhrung geben kbénnten. Vielmehr wird unter
anderem eine tagliche EiweiBzufuhr von 1,2 - 1,5 g/kg KG empfohlen. Zudem sollte der

Fettanteil mindestens 35 % der Gesamtenergiezufuhr betragen (93).

Weber et al. (94) geben einen interessanten Uberblick (ber bisher durchgefiihrte
praklinische und klinische Studien, die einige Variationen von ketogener Diét als Einzel-
oder Kombinationstherapie  bei  Tumorerkrankungen  angewendet haben.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die meisten praklinischen und klinische
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Studien den Einsatz der ketogenen Diat als adjuvante Therapie unterstitzen. Eine
adjuvante Therapie in der Onkologie bedeutet, dass beispielsweise zu einer operativen
Tumorresektion eine weitere unterstitzende MaBnahme angewendet wird. 60 % der
préklinischen Studien berichteten von einer tumorsuppressiven Wirkung unter einer
ketogenen Diat, 17 % konnten keinen Einfluss auf das Tumorwachstum feststellen und
10 % berichteten interessanterweise von unerwinschten oder proliferativen Effekten,
wie sie auch in den Versuchen dieser Dissertation beobachtet werden konnten. Die
meisten dieser Studien wurden mit Glioblastomzellen durchgefiihrt. Es ist von enormer
Bedeutung, die Wirkung einer ketogenen Diat in préklinischen Studien fir jede
spezifische Tumor-Art einzeln zu bewerten. Die in dieser Arbeit durchgefihrten
Experimente mit dsophagealen Plattenepithelkarzinomzellen kénnten einen Hinweis
geben, dass diese Tumorart unter einer fettreichen Erndhrung schneller proliferiert als
unter einer kohlenhydratreichen Erndhrung (Abbildung 15). Andere interessante
Ergebnisse beweisen ebenfalls, dass man eine ketogene, fettreiche Erndhrung nicht
ohne Bedenken bei onkologischen Patienten und Patientinnen anwenden sollte: Zhang
et al. (95) konnten zeigen, dass das Tumorwachstum im Xenograft-Maus-Modell mit
HelLa-Zellen (humane Epithelzellen des Zervixkarzinomes) durch eine ketogene
fettreiche Diat erhoht ist. Mdéglicherweise kdénnen diese Tumore Ketonkdrper als
Energiequelle verwenden. Es wurde ein Mechanismus beschrieben, welcher
vorhersagen konnte, ob eine ketogene Diat effektiv sein kénnte: So scheint die
Expression der ketolytischen Enzyme 3-Hydroxybutyrat-Dehydrogensase-1 (BDH1) und
3-Oxosaure-CoA-Transferase-1 (OXCT1) eine entscheidende Rolle zu spielen. Tumore
mit hoher Expression dieser Enzyme kdénnen moglicherweise in der Lage sein,
Ketonkorper zu verstoffwechseln, wodurch ein schlechteres Ansprechen auf die
ketogene Erndhrung vorhergesagt werden kann und der Tumor starker proliferiert. Des
Weiteren konnten Xia et al. (96) zeigen, dass eine fettreiche ketogene Erndhrung den
Serumspiegel von Acetoacetat erhéht, was zu einem erhéhten
Tumorwachstumspotential von BRAF V600- exprimierenden menschlichen

Melanomzellen in Xenotransplantat-M&ausen gefuhrt hat.

Weitere Studien sind notwendig, um Mechanismen aufzudecken, welche
unterschiedliches Ansprechen von Tumoren auf eine fettreiche Ern&hrung erklaren

kdénnen.

Betrachtet man zuletzt noch die Tatsache, dass generell eine Restriktion von Fetten oder
Kohlenhydraten das Tumorwachstum negativ beeinflusst hat, so kdnnte Uberlegt
werden, welchen Einfluss ein Verzicht jeglicher Nahrstoffe auf die Tumorproliferation
haben wirde. Onkologische Patienten und Patientinnen sind jedoch meist schon durch
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einen kachektischen Erndhrungszustand gepréagt, sodass diese Art der supportiven
Therapie eher nicht infrage kommen wirde. Nencioni et al (97) konnten zeigen, dass
Fasten oder Fasten-ahnliche Diaten zu weitreichenden Verénderungen fiihren, welche
die Anpassungs- und Uberlebensféhigkeit von Krebszellen verringern und gleichzeitig
die Wirkung von Chemotherapien verbessern konnten. Gleichzeitig kann durch Fasten
zu bestimmten Zeiten wahrend der Chemotherapie die Resistenz der gesunden Zellen
gegen die Chemotherapie erhéht werden. Folglich kénnen so Nebenwirkungen der
Chemotherapie verringert werden. Trotzdem ist das Fasten fir die meist kachektischen

Patienten oft nicht mdglich.

4.6 Zusammenhang zwischen dem beobachteten
Tumorvolumen und der Hyaluronsaure-Synthese

Betrachtet man die Zunahme des TV im Zeitverlauf (Abbildung 15), so zeigte die KON-
Gruppe von Beginn an ein deutlich schnelleres Tumorwachstum als die beiden Diat-
Gruppen. So kénnte argumentiert werden, dass die Tumore bei einer ausgewogener
Ernadhrung am schnellsten proliferieren kénnen, da ihnen alle N&hrstoffe zur Verfligung
stehen. Vergleicht man die beiden Diat-Gruppen miteinander, so zeigte sich erst
ungefadhr an Tag 35 eine signifikante Trennung zwischen der Tumorproliferation der
FETT- und der CHO-Gruppe. Die beiden Diatgruppen enthalten eine groBe Menge des
jeweiligen Néahrstoffes (Tabelle 4). Bei den Mausen wurde bereits 5 Tage vor Injektion
der Tumorzellen mit der jeweiligen Diat begonnen, sodass der Stoffwechsel in den
Méausen je nach Gruppe zum Zeitpunkt der Injektion angepasst war. Durch dieses
Vorgehen sollte ausgeschlossen werden, dass die vorab normale Erndhrung noch einen
Einfluss auf die spatere Tumorzellinjektion nehmen konnte. Dadurch, dass in den ersten
35 Tagen des Versuches eine langsamere Proliferation in den beiden Diat-Gruppen
beobachtet werden konnte, scheint es, als brauche der Tumor eine gewisse Zeit, den
Stoffwechsel an die einseitige Erndhrung anzupassen. Hat sich der Tumor dann jedoch
an die einseitige Erndhrung angepasst, so scheint es als kann der Tumor unter einer

fettreichen Diat schneller proliferieren als unter einer kohlenhydratreichen Diat.

Schaut man sich zusatzlich noch den Hyaluronsduregehalt der Tumore der
Versuchsgruppen an, so bilden die Tumore der FETT-Gruppe interessanterweise mehr
HA als die Tumore der CHO-Gruppe, obwohl bis jetzt noch keine Verbindung zwischen
dem Fettsduremetabolismus und der Hyaluronsauresynthese bekannt ist. Analog zu den
Tumorwachstumskurven bilden die Tumore der FETT-Gruppe, die schneller proliferieren

als die Tumoren der CHO-Gruppe auch mehr HA, wodurch das schnellere
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Tumorwachstum in der FETT-Gruppe verglichen zur CHO-Gruppe erklart werden

kénnte.

Dartber hinaus ist bekannt, dass ein Tumor mehr HA bildet, wenn Stress auf die
Tumorzellen einwirkt (98). Die HA kdnnte folglich reaktiv als protektiver Faktor gegen
Stress gebildet werden: Unter einer ausgewogenen Erndhrung bildet der Tumor nicht so
viel HA, da er keinen Nahrstoffmangel hat, verglichen mit den beiden Diatgruppen. Durch
die Diat werden den Tumorzellen nur einseitige Né&hrstoffe angeboten, sodass die
Tumorzellen einer Stresssituation ausgesetzt sind. So kénnte der héhere HA Gehalt im
Stroma in den beiden Diatgruppen erkléart werden (Abbildung 18). Allerdings zeigte sich
lediglich ein Trend zu einer vermehrten Hyaluronsduresynthese in den beiden
Diatgruppen im Stroma. Im Tumorgewebe konnte signifikant mehr HA in der FETT-
Gruppe gebildet werden, verglichen mit der CHO-Gruppe. Diese Beobachtung steht mit
den In-vitro-Versuchen im Einklang, dass nur die Tumorzellen und nicht die Fibroblasten
eine erhdhte HA-Synthese unter einem gesteigerten Fettsdure-Angebot aufwiesen und
bestétigt die Vermutung, dass es nur in den Tumorzellen eine Verbindung zwischen

Fettsdure-Angebot und HA-Synthese zu geben scheint.

4.7 Einfluss von Fetten/Kohlenhydraten auf die Expression
des Hyaluronsaurerezeptors CD44 in vivo im Xenograft
Nacktmausmodell

Die Beteiligung des Hyaluronséurerezeptors CD44 an der Tumorprogression wurde fur
viele Tumorarten in klinischen Studien bestatigt (52). Der zugrunde liegende molekulare
Mechanismus, durch den die HA-CD44-Kooperation den malignen Phanotyp beeinflusst
und zum Tumorwachstum beitragt, ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden (99).
Misra et al. (53) beschreiben drei Méglichkeiten, wie HA mit CD44 interagieren kdnnte:
CD44 bindet an I6sliche extrazellulare Hyaluronsduremolekile und extrazellulare Matrix
oder CD44 interagiert mit Rezeptortyrosinkinasen und stimuliert antiapoptotische
Signalwege und induziert Medikamentenresistenz. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass
CD44 als Co-Rezeptor fungiert. Jedenfalls ist die Uberexpression von Isoformen von
CD44 am haufigsten mit der Tumorprogression verbunden, wahrend der Verlust mit der
Hemmung des Tumorwachstums gekoppelt ist (52). So konnte auch in diesen
Versuchen beobachtet werden, dass die starkste Signalintensitadt von CD44 in den
Tumoren der KON-Gruppen gemessen wurde (Abbildung 19), was mit der
Tumorproliferationskurve (Abbildung 15) Ubereinstimmt. So konnte auch in diesen

Versuchen bestatigt werden, dass CD44 als Proliferationsmarker gesehen werden kann
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(100). Welche Signalwege wann und wo genau aktiviert werden und zu einer

Proliferation der Tumorzellen fihren, muss in weiteren Versuchen Gberprift werden.

Obwohl die FETT-Gruppe am meisten HA synthetisiert hat, ist die Expression von CD44
in der FETT-Gruppe geringer als in der KON-Gruppe, welche weniger HA produziert hat.
Eine mdgliche Erklarung dafir wére der Mechanismus der Downregulation: Vor allem
bei Hormonen und Neurotransmittern wird die Herunterregulation (Downregulation)
beispielsweise von Rezeptoren h&ufig beobachtet. Dies bedeutet, dass durch eine
Uberstimulation beispielsweise eines Neurotransmitters deren Rezeptoren in der Anzahl
oder Funktion herunterreguliert werden (65). Konkret auf die durchgefuhrten Versuche
bezogen, kdnnte nun wie folgt argumentiert werden: HA wurde besonders viel in der
FETT-Gruppe synthetisiert, sodass es zu einem Uberangebot von HA gekommen sein
kdnnte. Dies koénnte folglich zu einer Abnahme der CD44-Rezeptordichte in der FETT-
Gruppe geflihrt haben.

Es sind weitere Versuche notwendig, um potenzielle Zusammenhénge zwischen der

Tumorproliferation, Fetten, HA und der CD44-Expression aufzuklaren.
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4.8 Einschrankungen und Ausblick

Eine Einschrankung dieser Studie ist, dass fur die Versuche nur eine spezielle
Tumorzelllinie verwendet wurde. Weiterhin kdnnte fur genauere Messungen des
Metabolismus der Tiere ein Stoffwechselkéfig zur Anwendung kommen. Auf diese Art
und Weise kann eine genauere Messung der Futteraufnahme erfolgen. Durch die
Gewichtskontrollen (Abbildung 14) wurde aber indirekt gezeigt, dass alle Tiere ungeféhr
die gleiche Futtermenge aufgenommen haben. Weiterhin kénnte der Einfluss einer
proteinreichen Erndhrung auf das Tumorwachstum analysiert werden. In den drei
Versuchsgruppen war zwar ein Proteinanteil enthalten (Tabelle 4), dieser kdnnte aber

noch deutlich erhdht werden.

Letztendlich muss die Erklarung fur eine gesteigerte Hyaluronsauresynthese unter einer
fettreichen Erndhrung in weiteren Versuchen aufgeklart werden. Denkbar waére
beispielsweise ein In-vitro-Versuch mit radioaktiv markierten Fetten. Im Uberstand der
Tumorzellen kénnte Uber die lonisierung gemessen werden, ob radioaktiv markierte HA
entstanden ist. Damit kénnte der Beweis gelingen, dass die angebotenen FS in die
Hyaluronsauresynthese der Tumorzellen eingebunden werden. Bisher wurde aufgrund
der durchgefiihrten Versuche nur gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen den
angebotenen Fetten und der produzierten HA besteht, aber nicht, welcher Mechanismus
dieser Beobachtung zugrunde liegt. AuBerdem soll in nachfolgenden Versuchen das
Metabolom der Zellen mittels Massenspektrometrie analysiert werden. So kénnten die
einzelnen Metabolite des Glukose- und Fettsaurestoffwechsels bestimmt werden. Nach
Stimulation der Zellen mit FS kénnte man folglich die Stoffwechselwege beobachten,

welche vielleicht in einem verdnderten MafRe ablaufen wirden.

Die durchgefuhrten nicht-klinischen Versuche stellen bisher lediglich einen Ansatz fir
weitere Forschungen dar und sind noch nicht ausreichend flr eine Entscheidung, ob die
Therapie bei onkologischen Patienten und Patientinnen durch eine bestimmte Diat
erganzt werden sollte. Diese Studie kann lediglich als Hinweis gesehen werden, dass

eine Umstellung der Erndhrung das Tumorwachstum beeinflussen kann.
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5 Schlussfolgerung

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Restriktion von Fetten oder
Kohlenhydraten das Tumorwachstum negativ beeinflusst. Die Gabe einer
kohlenhydratreichen Ern&hrung fuhrt nicht zur maximalen Tumorprogression, wie
aufgrund der Warburghypothese vermutet, sondern die Tumorzellen scheinen Fette in
besonderem MaBe zur Energiegewinnung und damit zur Tumorproliferation verwerten
zu koénnen. Weiterhin ist es jedoch von besonderer Bedeutung, die Wirkung einer
fettreichen Diat zun&chst in préklinischen Studien fur jede Art von Tumor zu bewerten,
bevor die Entscheidung Uber eine supportive Erndhrungstherapie bei onkologischen
Patienten und Patientinnen getroffen werden kann. Diese Versuche beweisen ebenfalls,
dass Tumorzellen ihren Stoffwechsel aktuellen Gegebenheiten anpassen kénnen und
es kann nun zusammenfassend beantwortet werden: Die Experimente liefern erste
Hinweise, dass die Hyaluronsauresynthese durch ein erhéhtes Angebot von FS
gesteigert werden kann. Auf welche Art und Weise dies geschieht, muss in weiteren
Versuchen gepruft werden. Zukunftig kdénnten Verénderungen im
Fettsduremetabolismus  von Tumorzellen, unter Berlicksichtigung des
Hyaluronséduremetabolismus neue Angriffspunkte einer tumorsuppressiven Therapie
darstellen. Des Weiteren konnte bestatigt werden, dass CD44 als Proliferationsmarker

in Tumorzellen Verwendung finden konnte.
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