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Abstract Deutsch

Das Mammakarzinom ist die haufigste Tumorerkrankung der Frau weltweit. Es weist eine
Reihe von Subtypen mit unterschiedlicher Prognose und einem unterschiedlichenTherapie-
ansprechen auf. Um die Subgruppen des Mammakarzinoms besser zu klassifizieren und die
Therapiemdglichkeiten bzw. -entscheidungen zu verbessern, werden weitere pradikative,
prognostische Marker sowie neue gewebebasierte Testverfahren bendtigt. Die systemati-
sche Untersuchung von metabolischen Biomarkern im Tumorgewebe (sogenannte Metabo-
lomics) ist hierbei ein interessanter methodischer Ansatz fir die Identifizierung von potenziel-
len Biomarkern und Targets in der Tumorforschung, da Metabolitenprofile den Phéanotyp und
die Physiologie der Zelle darstellen. Veranderungen im Stoffwechsel werden bei einigen Tu-

mortypen in der klinischen Diagnostik bereits routinemafig untersucht.

Die vorliegende Arbeit umfasst schwerpunktm&Rig immunhistologische Untersuchungen von
Schlusselenzymen des Fett- und Glutaminstoffwechsels. Die Ergebnisse wurden anschlie-

Bend mit klinischen und metabolischen Daten sowie Genexpressionsdaten korreliert.

Die Arbeit zeigt erstmalig die mdgliche biologische Rolle von Glycerol-3-Phosphat Acyltrans-
ferase (GPAM), ein SchlUsselenzym des De-novo-Fettstoffwechsels bei Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom. Eine hohe zytoplasmatische GPAM-Expression korreliert hierbei
signifikant mit einem besseren Gesamtiberleben der Patientinnen auf RNA- und Protein-
ebene. Eine hohe zytoplasmatische GPAM-Expression korrelierte auch mit dem negativen
Hormonrezeptor-Status der Mammakarzinome. Unsere Ergebnisse lassen unter anderem
vermuten, dass die GPAM-Expression im humanen Mammakarzinomgewebe mit Verande-
rungen im zellularen Metabolismus assoziiert ist, insbesondere mit einer erhdhten Synthese
von Phospholipiden, einem der wichtigsten Bausteine der zellularen Membran. Des Weiteren
zeigen unsere Ergebnisse die generelle Relevanz von metabolischen Veranderungen bei der
Krebsentstehung. Wir vermuten daher, dass GPAM eine Rolle in der Krebsprogression

spielt.

Wir zeigen anhand einer grof3en Kohorte mit einer umfassenden Charakterisierung des Me-
taboloms (insgesamt tber 600 Metaboliten), dass es einen signifikanten Unterschied zwi-
schen dem Stoffwechsel vom Mammakarzinomgewebe und normalem Brustgewebe gibt.
Eine Zwei-Metaboliten-Ratio kann mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat das Gewebe als
normales oder als Tumorgewebe zuordnen. Ostrogenrezeptor-negatives Mammakarzinom-
gewebe zeigt eine Verschiebung des Stoffwechsels von Glutamin zu Glutamat und eine Er-
h6éhung von de novo synthetisierten Fettsauren. Die Aminogruppe von Glutamin kann fir die
Synthese von Nukleotiden verwendet werden, die vermehrt in stark profilierenden Krebszel-

len bendétigt werden. Unsere Ergebnisse bilden eine Basis fiir weitere klinische Untersuchun-
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gen und Studien von Glutaminase-Inhibitoren, die ein prognostisches und therapeutisches
Ziel im Mammakarzinom abgeben kdnnten. Eine signifikante Assoziation mit einem schlech-
teren Gesamtuiberleben zeigte sich fir PC (14:0/16:0), PC (16:0/16:0), PC (31:1) und PC
(32:2).

Die Untersuchungen zeigen, dass die Analyse des Tumor-Metaboloms geeignet ist, tumor-
spezifische Veranderungen nachzuweisen. Die Studie zeigt, dass Phospholipide und Gluta-

min potenzielle neue prognostische Biomarker und therapeutische Targets sein konnten.

Abstract English

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide. Patients which are diag-
nosed in an early tumour stage (Il or 1ll) are potential candidates for biological and/or chemo-
therapies. Only approximately 60% of these patients will benefit from such therapies, which
are associated with severe side effects. There are currently no established predictive or
prognostic biomarkers available that can predict the response and benefit of the patients to
these therapies. So far biomarker discovery has mainly focused on genes and gene expres-
sion but only little on metabolomics. Therefore metabolomics is an exciting new field for the
discovery of biomarkers and therapeutic target. This thesis is evaluating the integrative anal-
ysis of breast cancer though the combination of transcriptomics, in-situ proteomics and
metabolomics. The results of this research project show that GPAM is a potential biological
biomarker in breast cancer. A significant difference is seen between the metabolome of nor-
mal and breast cancer (GC-TOFMS, NMR, LC-MS). A higher expression of phospholipids
were seen in more aggressive and hormone receptor negative breast cancers. These results
show that integrative metabolome analysis is able to define and investigate metabolic

dysregulations in tumour tissue.



1  Einleitung

1.1 Allgemeines zum Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau(1). Patientinnen,
die bei Diagnose ein frihes, lokalisiertes Tumorstadium aufweisen, sind potenzielle Kandida-
tinnen flr eine systemische Therapie, von der allerdings nur ca. 60 % profitieren. Solche
Therapien sind oft mit erheblichen Nebenwirkungen und Kosten verbunden. Klinisch wird
eine Bestimmung des Subtypen des Mammakarzinoms fiur die optimale Therapieentschei-
dung vorgenommen(2). Aktuelle prognostische Marker wie z.B. Genexpressionstests,
Proliferationsindex (Ki67), PIK3CA-Mutationen und andere Biomarker kénnen teilweise nur

eingeschrankt vorhersagen, ob die Patientin von einer spezifischen Therapie profitieren wird.

1.2 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Beim Mammakarzinom handelt es sich nicht um eine einheitliche Erkrankung, sondern um
eine Reihe von Subtypen, die Unterschiede in molekularen Profilen, biologischem Verhalten
und in den Risikoprofilen aufweisen(3). Aktuell werden klinisch fir die Prognose des
Mammakarzinoms die Tumorgréf3e, der histologische Tumorsubtyp, Differenzierungsgrad,
Ki67, HER2, Hormonrezeptor- sowie Nodal- und Lymphgefa3invasionsstatus herangezogen.
Es werden mindestens flnf Subtypen des Mammakarzinoms differenziert: luminal A, luminal
B, basal, HER2 und normal-like(3). Um die Mammakarzinom-Subgruppen besser zu klassifi-
zieren und die Therapiemdglichkeiten bzw. -entscheidungen zu verbessern, werden weitere

pradikative, prognostische Marker sowie neue gewebebasierte Testverfahren bendétigt(4).

1.3 Krebs und Metabolomics

Die Programmierung des Energiestoffwechsels von Tumoren gehért zu den ,Hallmarks of
Cancer®, d. h. dass das Tumorwachstum davon abhangig ist(5). Ver&nderungen im Stoff-
wechsel werden bei einigen Tumortypen in der klinischen Diagnostik bereits durch Routine-
untersuchungen detektiert. Hierbei zeigen in vivo Gehirntumore im Glucose-Stoffwechsel

einen deutlichen Unterschied zum gesunden Gehirngewebe(6).

Das Metabolom ist definiert als ,das terminale downstream Produkt des Genoms. Es besteht
aus der Gesamtheit aller Metaboliten, welche in der Zelle, dem Gewebe oder Organismus
vorhanden sind in einem bestimmen physiologischen Zustand“(7). Das Metabolom kann
Veranderungen, die auf anderen -omics-Ebenen (DNA,RNA etc) stattfinden und dort nicht
messbar sind, amplifizieren. Krebszellen haben im Gegensatz zu normalen Zellen einen ver-

anderten Stoffwechsel. Sie haben eine erhdhte Fettsdure-, Protein- und Nukleotidsynthese



sowie eine anaerobe Glykolyse(5, 8). Glutamin kann durch die Glutaminolyse zur Synthese
von diesen wichtigen Grundbausteinen der Zelle wie Nukleotiden, Aminos&uren und Lipiden
verwendet werden(9). Wir untersuchten deshalb ein 4-Aminobutyrate-Aminotransferase (A-
BAT) ein Enzym, das den Glutaminstoffwechsels reguliert. Glutaminstoffwechsels-Inhibitoren
(BPTES, 968, CB-839) werden zurzeit in einer klinischen Studie der Phase | an Patientinnen
mit triple-negativem Mammakarzinom erprobt
(https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02071862)(10). Mutationen in Schlissel-
enzymen des Stoffwechsels kénnen zu Krebserkrankungen fuhren. Es stellt sich sogar die
Frage, ob Stoffwechselveranderungen und Stoffwechselprodukte (Onko-Metaboliten) Auslo-
ser von Krebs sein kdnnen(11). Mutationen in Isocitrat-Dehydrogenase 1 und 2 (IDH1, IDH2)
fihren bei Leukamien und Gliomen zu einer Akkumulation von (R) 2-Hydroxyglutarat (2-HG),
die zu einer gesteigerten Proliferation von Zellen fihrt(12). Diese Upstream-Effekte von Me-
taboliten stellen ein neues interessantes Spannungsfeld fur neue Angriffspunkte der Krebs-

forschung dar und werden aktuell in klinischen Studien als Targets evaluiert(13).

Eine wichtige, aber bisher nur partiell charakterisierte Stoffwechselveranderung von Krebs-
zellen ist der gestorte Lipidstoffwechsel. Die gesunde Korperzelle deckt ihren Bedarf grofR3-
tenteils durch die mit der Nahrung aufgenommenen Fettsduren. Es wurde gezeigt, dass be-
stimmte Krebsarten einen erhdhten Bedarf an Fettsduren haben, der durch eine erhdhte De-
novo-Synthese von Fettsaure in der Zelle abgedeckt wird. Die de novo synthetisierten Lipide
unterscheiden sich von den Lipiden, die mit der Nahrung aufgenommen werden. Hierdurch
wird die Zusammensetzung der Lipide der Zellmembrane des Tumors verandert, was die
Migrationsfahigkeit, das Invasionspotenzial und das Ansprechen auf Chemotherapie beein-
flussen kann(14). Die de novo synthetisierten Lipide der Zellmembran enthalten mehr gesat-
tigte Fettsauren, welche die Zellmembran unempfindlicher gegeniiber oxidativen Stress ma-
chen. Deshalb sind die Schlisselenzyme der De-novo-Synthese von Fettsdure von besonde-
rem Interesse. Forschungsergebnisse zeigten eine hthere Konzentration von de novo syn-
thetisierten Phospholipiden in Ostrogenrezeptor-negativen und bei schlechtem Differenzie-
rungsgrad-3-Mammakarzinomen(15), welche prognostisch fiir das Uberleben der Patientin-
nen sind. Dieses Ergebnisse veranlasste uns folgende Enzyme und Regulatoren des Fett-

stoffwechsels genauer zu untersuchen:

1. ACACA (Acetyl-CoA-Carboxylase Alpha) katalysiert den ersten Schritt der Synthese
der Fettsauren durch die Addition von Kohlenstoffdioxid an Acetyl-CoA. Hierbei ent-
steht Malonyl-CoA.

2. FASN (Fettsdure-Synthase) katalysiert die Synthese von Palmitinsdure (C16:0) aus
Acetyl-CoA und Malonyl-CoA und zeigt in verschiedenen Karzinomen eine erhdhte
Expression. FASN-Proteinexpression war erhéht im In-situ-Mammakarzinom und im

invasiven Mammakarzinom im Gegensatz zum normalen Mammagewebe (16). Fett-
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séure-Synthase-Inhibitor werden in klinischen Studien im Mammakarzinomen erprobt
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02223247) (17).
3. GPAM (Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase) ist ein Schliisselenzym der Phospholi-

pid- und Triacylglyceridsynthese, das in malignen Erkrankungen von besonderem In-
teresse ist, da Phospholipide der Hauptbestandteil der zellularen Membran sind(14).
Es wurde bisher nur gezeigt, dass GPAM eine wichtige Rolle in der Entwicklung der
Insulinresistenz, der Laktation, der Leberverfettung, der Adipositas und der Immunan-
twort spielen (18).

4. Die Regulation des Fettsaurestoffwechsels wird von INSIG1 (Insulin-induziertes Gen

1) und SREBP (sterol regulatory element-binding protein 1) beeinflusst(15).

Obwohl Studien einen Zusammenhang zwischen genetischen und Genexpressionsverande-
rungen im Fettstoffwechsel von Krebszellen zeigen, sind viele Fragen immer noch unbeant-
wortet(19).

Die Technologie der Metabolomics-Forschung hat sich in den letzten Jahren erheblich ver-
bessert. Hervorzuheben sind hierbei die Verbesserung der Instrumente fiir die Analyse der
Metaboliten, die Kombination verschiedener Metabolomic-Analysetechniken und die Entwick-
lung neuer bioinformatischer Programme(20). Diese Verbesserungen ermdglichen eine
Kombination der metabolischen Veranderungen mit der Genexpression, der Proteinexpres-
sion und Klinisch-pathologischen Daten. Potenziell klinisch relevant ist dieser Forschungsbe-
reich u. a. durch verschiedene metabolische Medikamente, die zurzeit in klinischen Studien

erprobt werden, und als mdgliche pradiktive Biomarker fur das Therapieansprechen(13).

1.4 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit sind schwerpunktmafig immunhistologische Untersuchungen,
deren Ergebnisse mit den metabolischen Daten, Genexpressionsdaten und Klinisch-
pathologischen Parametern korreliert werden. Das zukilnftige Ziel ist es, diese metaboli-
schen Biomarker in einem systempathologischen Ansatz in Kombination mit den histopatho-
logischen Parametern anzuwenden, um im klinischen Alltag eine bessere und optimalere

individuelle Therapie fur die Patientinnen zu ermgglichen.
Es wurden folgende Fragestellungen untersucht:

e Welche Unterschiede gibt es im metabolischen Profil von normalem Mammagewebe
im Gegensatz zum Tumorgewebe?

e Konnen die molekularen Subgruppen des Mammakarzinoms auf den Stoffwechsel
Ubertragen werden? Werden Metabolitenkonzentrationen vom HER2-Status oder

Hormonrezeptorstatus beeinflusst?


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02223247

e Sind Schlusselenzyme des Fettstoffwechsels, insbesondere der De-novo-
Lipidsynthese, potenzielle prognostische und pradiktive Biomarker im Mammakarzi-
nom?

e Sind Schlisselenzyme des Glutamin-Stoffwechsels potenzielle prognostische und
pradiktive Biomarker im Mammakarzinom?

¢ Kann die In-situ-Expression von Proteinen mit anderen Biomarkern auf RNA- und

Proteinebene korreliert werden?

2 Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Das Patientinnenkollektiv bestand aus 369 Proben von 271 Patientinnen mit priméarem
Mammakarzinom, die im Rahmen des EU-Projektes METAcancer (http://www.metacancer-
fp7.eu/index.php?id=363) untersucht wurden. Von den 369 Proben zeigten 271 Proben ein
invasives Mammakarzinom und 98 Proben normales Brustgewebe. Bei der Selektion der
Tumorproben wurde nur Gewebe verwendet, in dem der Prozentsatz des Tumorgewebes
zwischen 100 % und 40 % lag. Von allen 369 Proben standen frischgefrorene Proben flr
Metabolomanalysen zur Verfligung. Eine Teilkohorte von 235 gepaarten paraffineingebette-

ten Tumorproben wurde fir immunhistologische Untersuchungen verwendet.

2.2 Immunhistologie

Die vorliegende Arbeit umfasst schwerpunktméafig die immunhistologischen Untersuchun-
gen, die Ergebnisse wurden anschlieRend mit den metabolischen Daten und Genexpressi-
onsdaten korreliert. Von 235 Tumorproben wurde ein Tissue Micro Array (TMA) hergestellt,
an dem dann die immunhistologischen Farbungen erfolgten. Zur Erstellung des TMAs erfolg-
te an den H&E-Féarbungen eine Markierung des reprasentativen Tumorareals. Aus diesem
Tumorareal wurde im nachsten Schritt aus dem Paraffinblock ein Gewebezylinder von
1,5 mm Durchmesser entnommen, der in einen neuen Paraffinblock eingebettet wurde. Die
immunhistochemischen Farbungen am TMA wurden nach einem manuellen Farbeprotokoll
durchgefihrt. Diese Arbeit enthalt die Ergebnisse der folgenden Antikérper: ABAT, ACACA,
FASN, GPAM, INSIG1 und SREBP.

Die folgenden Antikérper wurden verwendet:
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Antikdrper Abkirzung Art von Antikérper Seriennummer Verdinnung
Aminobutyrate Aminotransferase ABAT Kaninchen polyklonaler Antikérper HPA041528, ATLAS ANTIBODIES Verdiinnung 1:200
Acetyl-CoA-Carboxylase Alpha ACACA Kaninchen polyklonaler Antikérper HPA006554; ATLAS ANTIBODIES Verdiinnung 1:50
Fettsaure Synthase FASN Mause monoklonaler Antikorper ~ Klone 3F2-3 1F3, h0002194-M01; Abnova Verdiinnung 1:1000
Glycerol-3-phosphate acyitransferase GPAM Kaninchen polyklonaler Antikérper LS-B2734-Lifespan Bioscience Verdiinnung 1:200
Insulin-induziertes Gen 1 INSIG 1 Kaninchen polyklonaler Antikorper LS-B2420,Lifespan Biosciences Verdiinnung 1:1000
Sterol regulatory element-binding protein 1 SREBP Maus monoklonaler Antikdper NB600-582; Novus Biologicals Verdiinnung 1:750

Die Objekttrager des TMAs wurden vorbehandelt und anschlieRend mit dem primaren sowie
nachfolgend mit dem sekundaren Antikorper inkubiert. Der mit Peroxidase oder alkalischem
Phosphat konjugierte sekundare Antikdrper wurde danach durch das Multilink-Biotin-
Streptavidin-Detektionssystem amplifiziert. Positive und negative Kontrollen wurden fur jeden
Antikorper verwendet. Die Auswertung des TMAs erfolgte mit dem VMScope Slide Explorer
(http://vmscope.com/produkte-vm-slide-explorer.html) bei Verblindung der Auswerter fir die
klinisch-pathologischen Daten. Es wurde der standardisierte ,immunoreactivity score* (IRS)
benutzt, der sich aus der Multiplikation des Prozentsatzes der positiven Zellen und der Far-
beintensitdt zusammensetzt. Der Prozentsatz der positiven Zellen war mit 0 (0 %), 1 (1-
10 %), 2 (11-50 %), 3 (51-80 %) und 4 (Uber 81 %) bewertet. Die Farbeintensitat wurde mit O
(negativ), 1 (schwach), 2 (moderat), 3 (stark) bewertet. Fir den IRS ergibt sich hierdurch ein
Wert zwischen 0-12.

2.3 Metabolische Analysen

Das Metabolom der Tumorproben wurde durch drei verschiedene Technologien untersucht
(GC-TOFMS, NMR und LC-MS), um ein umfassendes Spektrum an Metaboliten zu erfassen.
Die Daten der GC-TOFMS und der LC-MC wurden in dieser Doktorarbeit verwendet und
stammen von Kooperationspartnern. Die GC-TOFMS-Daten wurden von der Forschungs-
gruppe von Prof. Oliver Fiehn (Genome Center, University of California Davis, Kalifornien,
USA) und die LC-MS-Daten von der Forschungsgruppe von Prof. Matje Oresi¢ (Bio and Pro-

cess Technology, VTT Technical Research Centre of Finland, Espoo, Finnland) erhoben.

2.3.1 GC-TOFMS- und LC-MS-Analysen

369 Proben wurden mittels GC-TOFMS analysiert. Das Extrakt wurde derivatisiert und ana-
lysiert (GC-TOFMS; Leco Pegasus 1V) (21). Die Rohdaten wurden mit ChromaTOF (Leco
ChromaTOF Software) bearbeitet, und das Massenspektrum der Probe wurde mit der Bin-
Base-Datenbank (SetupX/BinBase metabolomics database system; http://fiehnlab.
ucdavis.edu/) weiter verarbeitet. Zur Normalisierung erfolgte zuerst eine Transformation der
Daten in eine Log2-Skala. AnschlieRend wurde jede Probe durch die Summe Uber dem Mit-
telwert der Metaboliten mit bekannter Struktur geteilt. Fir die LC-MS-Analyse erfolgte als
erster Schritt die Extraktion der Lipide von den Gewebeproben. Anschlieend wurden diese
mit einem Waters Q-Tof Premier Massenspektrometer in Kombination mit einem Acquity
Ultra Performance LC TM (UPLC TM) analysiert (ESI+ und ESI- Elektrospray-lonisation)
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(15). ESI+ Elektrospray-lonisation erfasst vor allem neutrale Lipide, und ESI- Elektrospray-
lonisation erfasst negativ geladene Lipide. Die Datenverarbeitung erfolgte mithilfe der Soft-
ware MZmine 2 (http://mzmine.sourceforge.net). Zur Identifikation der Lipide wurde das in-
terne Verzeichnis verwendet. Normalisiert wurden die Ergebnisse anhand der Proteinbe-
standteile der Probe (mg Proteine/mg des Gewebes) und nach internen Standards. Das Pro-
gramm R (R: a language and environment for statistical computing; http://www.r-project.org;
Version 2.9.1) wurde fir die Analyse und die Grafiken verwendet.

2.4 mRNA-Analysen

Diese Daten wurden im Rahmen des EU-Projektes METAcancer in Zusammenarbeit mit VTT
(Technical Research Centre of Finland,University of Turku; Finnland) erstellt. Es wurde die
GeneSapiens-Datenbank (http:/genesapiens.org) fur die Analysen der mRNA-Expression
verwendet. Dies ist eine der weltweit grof3ten Datenbanken fir mRNA (22). Die mRNA-Daten
wurden hierbei durch Affymetrix Arrays gewonnen (flinf verschiedene Generationen). Die
GeneSapiens-Datenbank enthalt Informationen Gber 10.000 Proben von 68 verschiedenen
Tumortypen und 43 gesunden Geweben. 70 % der Gewebeproben sind Tumorgewebe. Fir
die Uberlebensdaten der mRNA-Expression wurde eine Kohorte von 251 Patientinnen mit

primarem Mammakarzinom verwendet (Miller-Datensatz (23)).

2.5 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen erfolgten mittels der Statistiksoftware SPSS 15 (SPSS, Chi-
cago, IL, USA), des Programms R und Graph Pad Prism 4 (http://www.graphpad.com/
scientific-software/prism). Zur Korrelation der Expression der Bio-marker mit den Klinisch-
pathologischen Daten wurden der einseitige exakte Fisher-Test oder der Chi-Quadrat-Test
verwendet. Fur univariate Analysen des Uberlebens und des progressionsfreien Uberlebens
wurde die Kaplan-Meier-Methode mit dem Logrank-Test eingesetzt. Multivariate Analysen
erfolgten mit der Cox-Hazard-Ratio. P-Werte unter 0,05 wurden als signifikant angesehen.
Die signifikanten Metaboliten (GC-TOFMS) wurden mittels PROFIL-Clustering mit der In-situ-

Proteinexpression korreliert(24).
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3  Ergebnisse

3.1 Expression der Glycerol-3-Phosphat-Acetyltransferase im
Mammakarzinom in Korrelation mit Uberlebensdaten sowie dem

Hormonrezeptorstatus und dem metabolischen Profil

Integration of metabolomics and expression of glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAM) in breast cancer —
link to patient survival, hormone receptor status and metabolic profiling

Scarlet F. Brockmdller, EImar Bucher, Berit M. Miller, Jan Budczies, Mika Hilvo, Julian L Griffin, Matej Oresic, Olli

Kallioniemi, Kristiina lljin, Sibylle Loibl, Bruno V. Sinn, Frederick Klauschen, Judith Prinzler, Nikola Bangemann,
Mahmoud Ismail, Oliver Fiehn, Manfred Dietel, Carsten Denkert. Journal of Proeteome Research 2012 Feb
3:11(2):850-60.Epub. 2011 Dec 15.

Um das prognostische und pradiktive Potenzial von GPAM, einem Schlisselenzym der
Phospholipid- und Triacylglyceridsynthese, im Mammakarzinom zu demonstrieren, wurde
dieses Enzym auf verschiedenen Omics-Ebenen untersucht. Die Bedeutung von GPAM
wurde soweit wir wissen bisher, nicht mit Brustkrebs oder anderen Krebserkrankungen korre-

liert.

Die Tumore zeigten eine differenzielle (schwache, mittelstarke oder starke) zytoplasmatische
Expression von GPAM im priméren invasiven Mammakarzinom. 228 von 235 Tumorproben
waren evaluierbar, von denen 63,2 % eine starke zytoplasmatische Expression von GPAM
aufwiesen. Eine erhdhte GPAM-Proteinexpression korrelierte signifikant mit negativem Hor-
monrezeptorstatus (p = 0.013, n = 228). Weitere Korrelationen von GPAM mit anderen Kli-
nisch-pathologischen Parametern waren nicht signifikant. GPAM mRNA wurde in verschie-
den gesunden Geweben exprimiert, wobei normales Mammagewebe sowie Mammakarzi-
nomgewebe eine erhohte mMRNA-GPAM-Expression zeigten (GeneSapiens in silico
transcriptomics Database; Bio and Process Technology, VTT Technical Research Centre of
Finland, Turku, Finnland). Die univariaten Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen (Miller-
Datensatz) zeigten eine positive prognostische Rolle fir erhéhte GPAM-mRNA- (p = 0.001,
n =253) und Proteinexpression (p = 0.048, n = 210). Eine hohe zytoplasmatische GPAM-
Expression korreliert signifikant mit einem besseren Gesamtiiberleben der Patientinnen auf

Protein-, mMRNA-Ebene sowie mit Hormonrezeptor-negativem Status.

Die Ergebnissen der LC-MS-basierten Lipidomic-Analysen wurden im ESI- ion mode 126
Lipide und im ESI+ mode 425 Lipide identifiziert. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
eine GPAM-Aktivitdt im Mammakarzinom den Phospholipidstoffwechsel beeinflusst; hierbei
vor allem Phosphatidycholine und Phosphatidylethanolamine. Um die Abdeckung des zellu-
laren Metaboloms zu erhdhen, wurden zusatzlich zur LC-MS- auch GC-TOFMS-Analysen

durchgefuhrt. Insgesamt wurden 467 Metaboliten identifiziert, wovon 161 eine chemische

9



Struktur und ein Name zugeordnet werden konnte. Die GPAM-Expression war mit 57 Meta-
boliten signifikant korreliert. Sn-Glycerol-3-Phosphat, ein Substrat von GPAM, war im

Mammakarzinomgewebe im Gegensatz zum normalen Mammagewebe erhéht.

Diese Studie zeigt als erste die mdgliche biologische Rolle von GPAM bei Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom. Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die GPAM-
Expression im humanen Mammakarzinomgewebe mit Veranderungen im zellularen Metabo-
lismus assoziiert ist, insbesondere mit einer erhéhten Synthese von Phospholipiden, einem
der wichtigsten Bausteine der zellularen Membran. Des Weiteren lassen unsere Ergebnisse
auf die generelle Relevanz von metabolischen Veranderungen bei der Krebsentstehung
schlieen und deuten darauf hin, dass GPAM eine Rolle in der Krebsprogression haben
konnte. Diese Ergebnisse bilden eine Basis fur weitere funktionelle GPAM-Untersuchungen

als prognostischen Markers im Mammakarzinom.

3.2 Umbau des zentralen Metabolismus im invasiven Mammakarzinom
im Vergleich mit normalem Mammagewebe; eine GC-TOFMS-

basierte Metabolomics-Studie

Remodeling of central metabolism in invasive breast cancer compared to normal breast tissues — a GC-TOFMS
based metabolomics study.

Jan Budczies, Carsten Denkert, Berit M Mdller, Scarlet F Brockméller, Frederick Klauschen, Manfred Dietel,
Reza Salek, Jules L Griffin, Mika Hilvo, Matej Oresic, Gert Wohlgemuth, Oliver Fiehn. BMC Genomics. 2012 Jul
23;13:334.

Um den Unterschied im metabolischen Profil von normalem Mammagewebe und Tumorge-
webe zu untersuchen, wurden GC-TOFMS-Metaboliten des zentralen Stoffwechsels von 271
Mammakarzinom- und 98 normalen Brustgeweben untersucht. Es wurden insgesamt 478
Metaboliten gemessen, wovon 121 signifikant herunter- und 247 signifikant heraufreguliert
waren. Diese Ergebnisse wurden durch PROFILE-Clustering und metabolische Netzwerke
visualisiert. Es wurde eine Herunterregulation von Zuckern (Glukose, Fruktose u.a.) und eine
Hochregulation von Glucose-6-Phosphat beobachtet. Dies kann als eine verstarkte Aufnah-
men von Zuckern in die Krebszelle und eine erhéhte Glykolyse (Wartburg-Effekt) interpre-
tiert werden. Viele Aminosauren waren hochreguliert, wohingegen Glutamin keine Anderung
in der Konzentration aufwies. Die Purin- und Pyrimidinmetaboliten waren im Mammakarzi-
nom hochreguliert. Es wurden 13 Metaboliten identifiziert, die Marker fur Tumorgewebe wa-
ren (,Tumormarker), und sieben Metaboliten, die Marker fir normales Gewebe waren
(,Normalgewebemarker®). Diese Marker konnten mit einer Sensitivitdt und einer Spezifitat
von uber 80 % normales Mammagewebe von Mammakarzinomgewebe trennen. Es wurde

im néachsten Schritt eine Zwei-Metaboliten-Ratio gebildet, welche signifikante Tumor-
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Metaboliten durch signifikante Metaboliten des normalen Gewebes teilt. Es zeigte sich auch
fur die Zwei-Metaboliten-Klassifizierung eine Sensitivitat von 94,8 % und eine Spezifitat von
93,9 %. Der beste Diskriminator zwischen Tumorgewebe und normalem Brustgewebe war

die Ratio Cytidin-5-Monophosphat/Pentadecansaure.

Die Studie zeigte, dass es groRe Unterschiede im Metabolitenprofil zwischen Tumor- und
normalem Mammagewebe gibt. Eine Zwei-Metaboliten-Ratio kann mit einer hohen Sensitivi-

tat und Spezifitdt das Gewebe als normales oder als Tumorgewebe zuordnen.

3.3 Veranderungen im Glutamin- und Beta-Alanin-Stoffwechsel im
Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinom im Gegensatz zum

Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom

Comparative metabolomics of estrogen receptor positive and estrogen receptor negative breast cancer: altera-

tions in glutamine and beta-alanine metabolism.

Jan Budczies, Scarlet F. Brockmdller, Berit M. Miller, Dinesh K. Barupal, Christiane Richter-Ehrenstein, Anke
Kleine-Tebbe, Julian L. Griffin, Matej Oresi¢, Manfred Dietel, Carsten Denkert, Oliver Fiehn. J Proteomics. 2013
Oct 11;94C:279-288. doi: 10.1016/j.jprot.2013.10.002.

Um die Signifikanz des Glutamin- und Beta-Alanin-Stoffwechsels im Ostrogenrezeptor-
negativen versus Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom zu bestimmen, wurden 204
Ostrogenrezeptor-positive und 67 Ostrogenrezeptor-negative Mammakarzinome mittels GC-
TOFMS analysiert. 19 bekannte Metaboliten waren im Trainings- (2/3) und im Validierungs-
datensatz (1/3) signifikant verandert. Im Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinom war
Glutamin signifikant erniedrigt, und die folgenden Metaboliten waren signifikant erhoht: Beta-

Alanin, 2-Hydroxyglutarat, Glutamat und Xanthin.

Die genomweiten Genexpressionsanalysen (DASL-Assay) wurden in einer Subkohorte von
154 Tumoren analysiert. Es konnten 1368 annotierte Enzyme identifiziert werden, die mit
den Metaboliten korreliert wurden. Hierbei zeigte sich eine sehr starke negative Korrelation

zwischen Beta-Alanin und ABAT.

Die ABAT-In-situ-Proteinexpression wurde immunhistochemisch untersucht. Nur drei
Mammakarzinome zeigten keine zytoplasmatische Expression von ABAT. Alle anderen
Mammakarzinome zeigten schwache bis starke zytoplasmatische Expression von ABAT. Es
wurden drei Subgruppen gebildet (schwache, moderate und starke ABAT-Expression). Die
In-situ-ABAT-Expression korrelierte signifikant mit dem Ostrogenrezeptorstatus (2,1 % Ost-
rogenrezeptorstatus-negative, 41,0 % Ostrogenrezeptorstatus-positive Mammakarzinome)
und der Tumordifferenzierung. Es zeigte sich hingegen keine Korrelation mit dem HER2-,

dem Lymphknotenstatus oder dem Tumorstadium. Hingegen konnte eine Korrelation zwi-
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schen der ABAT-Proteinexpression und der ABAT-Genexpression und Konzentration von
Beta-Alanin gezeigt werden. Ostrogenrezeptor-negative Mammakarzinome zeigen eine Ver-
schiebung des Stoffwechsels von Glutamin zu Glutamat. Die Aminogruppe von Glutamin
kann fur die Synthese von Nukleotiden verwendet werden, welche vermehrt in stark prolife-

rierenden Krebszellen benotigt werden.

3.4 Relevanz des Lipidstoffwechsels in aggressiven Subtypen des

Mammakarzinoms und Bedeutung fir neue Therapieansatze

Novel theranostic opportunities by characterisation of altered membrane lipid metabolism in breast cancer pro-

gression.

Mika Hilvo, Carsten Denkert, Laura Lehtinen, Berit Miiller, Scarlet Brockméller, Tuulikki Seppanen-Laakso, Jan

Budczies, Elmar Bucher, Laxman Yetukuri, Sandra Castillo, Emilia Berg, Heli Nygren, Marko Sysi-Aho, Julian L.
Griffin, Oliver Fiehn, Sibylle Loibl, Christiane Richter-Ehrenstein, Cornelia Radke, Tuulia Hy()tyléeiinenl Olli Kal-
lioniemi® Kristiina Iljin and Matej Oresi&. Cancer Research. 2011; 71(9): 3236-3245.

Um die Relevanz des Lipidstoffwechels im Mammakarzinom zu bestimmen, wurde dieser auf
Proteinexpressionsebene, mMRNA- und metabolischer Ebene untersucht. Auf Proteinexpres-
sionsebene (GeneSapiens) zeigten folgende essenzielle Schlisselenzyme des Fettstoff-
wechsels signifikante Ergebnisse: ACACA, FASN, SREBP1, INSIG1. Alle Schlisselenzyme
zeigten eine differenzielle Expression im Mammakarzinom. Eine hohe ACACA-In-situ-
Proteinexpression korrelierte signifikant mit schlechtem Differenzierungsgrad-3-Tumoren. Es
wurden keine weiteren signifikanten Korrelationen zwischen anderen Proteinexpressionen
und den Klinisch-pathologischen Parametern nachgewiesen. Die Korrelation zwischen der
Proteinexpression der Enzyme (stark versus schwach) und des Lipidstoffwechsels wurde
durch hierarchische Clusteranalyse durchgefiihrt. Einer starke Expression von FASN und
ACACA zusammen mit einer schwachen Expression von SREBP1 war assoziiert mit einer

Heraufregulation von Phosphatidylcholinen.

Die biologische Rolle der Enzyme wurde durch funktionelle Experimente an Brustzelllinien
vertieft. Im Mammakarzinom zeigte sich, im Gegensatz zum normalen Mammagewebe, eine
erhohte Produktion der de novo synthetisierten Fettsduren. Besonders interessant sind hier-
bei die de novo synthetisierten Lipide. Diese Fettsauren waren am hdchsten in Mammakar-
zinomen mit negativem Ostrogenrezeptorstatus und schlechtem Differenzierungsgrad 3. Die
GroRRenverhaltnisse zwischen Myristinsdure (C14:0) und Palmitinsdure (C16:0) veranderten
sich wahrend der Tumorgenese, was vermuten lasst, dass die Funktion von FASN moduliert
werden konnte. Die Expression von Genen des Fettstoffwechsels wurde durch In-silico-
Transcriptomic-Datenbanken untersucht, und es wurden unterschiedliche Enzyme des Fett-
stoffwechsels evaluiert (ACACA, FASN, SREBP1, INSIG1), die auf Proteinebene durch eine

hohe Expression im Mammakarzinomgewebe validiert wurden.
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Eine signifikante Assoziation mit einem schlechteren Gesamtiiberleben zeigte sich fir PC
(14:0/16:0), PC (16:0/16:0), PC (31:1) und PC (32:2). Die Studie zeigt, dass Phospholipide
ein diagnostisches Potenzial besitzen und dass die Modulation des Stoffwechsels ein neues

therapeutisches Target darstellen konnte.

4  Diskussion der Ergebnisse

Die optimale Behandlung jeder einzelnen Patientin steht im Zentrum der Arbeit des multidis-
ziplinaren klinischen Teams. Die translationale Forschung der Pathologie hat hierbei die Auf-
gabe, valide diagnostische, prognostische und pradiktive Biomarker, Biomarker zur Uberwa-
chung der Wirksamkeit und des Ansprechens von Therapien sowie therapeutische Zielstruk-
turen zu etablieren und zu validieren. Die systematische Untersuchung von metabolischen
Biomarkern im Tumorgewebe (sogenannte Metabolomics) stellt hierbei einen neuen interes-
santen methodischen Ansatz fir die Identifizierung von potenziellen Biomarkern und Targets
in der Tumorforschung dar, da Metabolitenprofile den Phé&notyp und die Physiologie der Zelle
darstellen(13).

Das Ziel der Doktorarbeit war es, Schlisselenzyme des Stoffwechsels zu untersuchen und
diese Daten mit verschiedenen Biomarkern auf RNA- und Proteinebene sowie mit klinisch-
pathologischen Daten zu korrelieren. Die vorliegende Arbeit zeigt als erste die mdgliche bio-

logische Rolle von GPAM bei Patientinnen mit primarem Mammakarzinom(25).

Wir zeigten an einer grof3en Kohorte von 271 Patientinnen, dass es einen signifikanten Un-
terschied zwischen dem Stoffwechsel von Mammakarzinomgewebe und normalem
Mammagewebe gibt. Das wurde durch alle drei metabolischen Analyseverfahren einzeln und
in Kombination der Ergbnisse von bis zu zwei metabolischen Analyseverfahren (GC-TOFMS,
NMR, LC-MS) nachgewiesen. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit anderen Studien, in
denen verschiedene Tumorarten Unterschiede im Metabolom von normalem und Tumorge-
webe zeigten(24, 26). Soweit uns bekannt ist, ist diese Studie aber die bisher umfassendste
Charakterisierung des Metaboloms im Mammakarzinom. Es wurden insgesamt tber 600
Metaboliten identifiziert. Eine Zwei-Metaboliten-Ratio kann mit einer hohen Sensitivitat und
Spezifitdt das Gewebe als normales oder als Tumorgewebe zuordnen. Hierbei war der beste
Diskriminator zwischen Tumorgewebe und normalem Brustgewebe die Ratio: Cytidin-5-

Monophosphat/Pentadecanséure(27).

In unserer Studie, die 271 Mammakarzinome und 98 Gewebeproben von normalem
Mammagewebe (GC-TOFMS) beinhaltet, zeigte sich eine Herunterregulation von vielen
freien Fettsduren und eine starke Korrelation der folgenden freien Fettsduren: C14.0, C15:0,
C16:0, C17:0, C18:0 und C20:0 (27) im Mammakarzinom. Hauptsyntheseprodukte des En-
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zyms FASN sind Palmitate (C:16) und geringere Mengen von Myristin-(C14:0) und Stearin-
fettsauren (C18:0).

In einer weiteren Analyse der METAcancer-Kohorte (LC-MS) konnte eine Heraufregulation
von Phosphatidylethanolaminen und Phosphatidylcholinen im Mammakarzinom im Gegen-
satz zum normalen Gewebe: PC (14:0/16:0), PC (16:0/16:0), PC (32:1), PC (16:0/20:4), PC
(18:0/20:4), PC (18:0/22:6), PC (16:0/16:1) u. a. festgestellt werden (15). Die bekannten Kli-
nischen Subtypen zeigten deutliche Unterschiede im Metabolitenprofil, die mdgliche Ansatze
fur neue Therapien sein kdonnten (15). Innerhalb der molekularen Subgruppen waren viele
Phospholipide in Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinomen und Tumoren mit einem
schlechten Differenzierungsgrad (3) hochreguliert, z.B. PC (14:16). Der HER2-
Rezeptorstatus zeigte in unseren Studien keine signifikante Korrelation mit dem Fettstoff-
wechsel. Eine hohe Konzentration von PC (14:0/16:0), PC (16:0/16:0), PC (31:1) und PC
(32:2) war signifikant assoziiert mit schlechterem Gesamtiberleben. Funktionelle Experimen-
te zeigten, dass das Ausschalten von Genen des Fettstoffwechsels (u. a. FASN) die Viabilitat

der Zellen herabsetzt und Verédnderung im Fettstoffwechsel bewirkt(15).

Die Ergebnisse aus den beiden Datensatzen unterstiitzen zusammen die Hypothese, dass
im Mammakarzinom die Enzyme des Fettstoffwechsels hochreguliert (u. a. FASN) sind und
die de novo synthetisierten Fettsauren in Membran-Phospholipide weiterverarbeitet werden.
Die Subgruppe der aggressiveren Tumore mit negativem Ostrogenrezeptorstatus und

schlechtem Differenzierungsgrad 3 sind hier besonders hervorzuheben.

Erste Ergebnisse von klinischen Studien mit FASN-Inhibition sind vielversprechend. TVB-
2640, ein Fettsdure-Synthase-Inhibitor, wird in einer Phase-I-klinischen Studie an fortge-
schrittenen soliden Tumoren inklusive triple-negativen Mammakarzinomen in Kombination
mit Chemotherapie oder als Monotherapie erprobt (https://clinicaltrials.
gov/ct2/show/study/NCT02223247) [5]. Protonen-Pumpen-Inhibitoren (z. B. Omeprazol)
zeigten in vitro eine effektive Inhibition von FASN und eine Reduktion des Uberlebens der
Mammagzelllinien. Neoadjuvante Gabe von Omeprazol in Kombination mit Chemotherapie
(Anthracycline und Taxane) wird zurzeit in einer Phase-Il-klinischen Studie erprobt. Patien-
tinnen mit triple-negativem Mammakarzinom und Stage Ic, Il oder Il kdnnen in die Studie
eingeschlossen werden. Die Studie erhebt die Rate der pathologischen Komplettremissionen
(PCR); https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02595372).

Verschiedene Lipide wie Choline, Phosphocholine und Glycerophosphocholine kénnen durch
bildgebende Verfahren wie Magnetresonanztomografie in vivo in der Klinik untersucht und
zur Tumorklassifizierung benutzt werden. Viele Studien zeigten eine Hochregulierung des
Cholinmetabolismus, einen sogenannten ,Cholin-Peak®. Hierbei war vor allem die Konzentra-

tion von Phosphocholinen erhoht, die Bestandteile der Zellmembran sind (Phosphatidylcholi-
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ne, Phosphatidylethanolamine). Triple-negative Mammakarzinome zeigen, im Gegensatz
zum normalen Gewebe, eine erhdhte Gesamtkonzentration von cholinhaltigen Metaboliten,
besonders von Phosphocholin. Diese Metaboliten werden nicht nur fur die erhdéhte Prolifera-
tion der Zellen, sondern auch fir die Bildung von Membranbestandteilen benétigt. Enzyme,
welche den ersten (Cholinkinase, CHKA) und den zweiten Schritt (Phosphocholin-
Cytidyltransferase, CTP) der Phosphorcholinsynthese katalysieren, sind in einer Reihe von
Tumoren inklusive Ovar- und Mammakarzinomen erhéht [18]. CHKA-Inhibitor TCD-717 wird
zurzeit in einer Phase-I-klinischen Studie an fortgeschrittenen soliden Tumoren getestet und
die Ansprechrate Uber Magnetresonanztomografie Uberwacht
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01215864) [19].

Weiterfihrende Untersuchungen des Lipidstoffwechsels im Mammakarzinom wurden durch
ein DAAD-gefordertes Stipendium im Institut fir Biochemie der Universitat Cambridge
durchgefuhrt. In der Zellkultur zeigten unterschiedliche Subtypen von metastasierten Zell-
linien Veranderungen im Lipidstoffwechsel, und zwar vor allem eine Erhéhung der de novo
synthetisierten Lipide. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen aus dem
Mammakarzinomgewebe (METAcancer). Die folgenden Lipide waren assoziiert mit einem
Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinom: PC (30:1), PC (31:1), PC (32:0), PC (32:2),
PC (36:0), PC (40:6), PC (33:1), PC (38:3), PC (35:1), PC (40:6), PC (38:4) und PC (35:1). In
den univariaten Analysen waren PC (30:1), PC (31:1) und PC (32:2) signifikant verandert.
PC (30:1) kénnte das Lipid 16:1 oder 16:0 beinhalten, das in der METAcancer-Kohorte mit
dem Ostrogenrezeptorstatus assoziiert war (15). Die Zellkultur-Ergebnisse bestarken die
Hypothese, dass der Ostrogenrezeptorstatus einen wichtigen Einfluss auf den Lipidstoff-
wechsel des Mammakarzinoms hat. In den aggressiveren Subtypen des Mammakarzinoms
zeigte sich in der Wachstumskurve eine signifikant erhdhte Produktion dieser de novo syn-
thetisierten Lipide. Die folgenden Metaboliten waren wahrend des Zellwachstums erhdht: PC
(32:0), PC (32:1), PC (33:1), PC (34:1), PC (36:2) und PC (36:3). In der multivariaten Analy-
se waren folgende Metaboliten signifikant: PC (32:0), PC (33:1), PC (34:1), PC (34:2) und
PC (36:3). Wahrend der Wachstumskurve der Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzi-
nomzelllinie (BT-549) wurden signifikante Veranderungen in den de novo synthetisierten
Phospholipiden gezeigt, u. a. von PC (32:0). Die Ergebnisse deuten auRerdem darauf hin,
dass PC (34:1) eine wichtige Rolle wahrend der Proliferation von Ostrogenrezeptor-
negativen Mammakarzinom-Subtypen haben kdnnte. Die Arbeit zeigt die Wichtigkeit der de
novo synthetisierten Lipide in aggressiven, proliferierenden Mammakarzinom-Zelllinien, wel-
che einen maoglichen pradiktiven und prognostischen Biomarker darstellen kdnnten. Diese
Ergebnisse sind vergleichbar mit anderen Studien mit Brustzelllinien, die ein spezifisches
Metabolitenprofil von Subtypen des Mammakarzinoms zeigten [11-15]. Eine funktionelle bio-

logische Frage, die sich aus diesen Studienergebnissen ergibt, ist, ob die de novo syntheti-
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sierten Fettsduren — wie Palmitate-enthaltende Phospholipide — sich im Zytoplasma anrei-
chern oder in die Zellmembran eingebaut werden. Die Analyse der Stoffwechselfliisse der
Zelle im Mammakarzinomgewebe, mit z. B. einer genauen Lokalisation der de novo syntheti-
sierten Fettsauren innerhalb der Zelle (zytoplasmatisch oder membranér) [50], kbnnte im
Zellversuch durch Markierung der Stoffwechselfliisse mit unterschiedlichen C**-markierten

Metaboliten des Mediums untersucht werden.

Im Gegensatz zu den im Mammagewebe gefundenen Biomarkern sind Biomarker des Blutes
und des Urins einfacher zu gewinnen. Es wurden weiterfihrende Untersuchungen des Se-
rums von 142 Mammakarzinom- Patientinnen vor und nach neoadjuvanter Therapie unter-
nommen (28). Es waren keine signifikanten Veranderungen im Phosphocholin-Serumspiegel
darstellbar. Es konnte aber gezeigt werden, dass eine Veréanderung des Serumspiegels von
Oleinsaure mit dem Therapieansprechen vom Mammakarzinom korreliert [15]. Weitere Stu-
dien zeigten heterogene Ergebnisse in der Markersignatur vom Metaboliten inklusive der
Lipidsignaturen, die unter anderem auf die unterschiedlichen Studiendesigns zurtckgefuhrt

werden kénnen (29).

Weitere Untersuchungen des Glutaminstoffwechsels in der METAcancer-Kohorte zeigten,
dass es im Mammakarzinom, im Gegensatz zum normalen Mammagewebe, eine signifikante
Erhéhung von Glutamat, aber keine Veranderung von Glutamin gab. Die Glutamat/Glutamin-
Ratio (GGR) zeigte eine Anreicherung von Glutamat in 88 % der Ostrogenrezeptorstatus-
negativen Mammakarzinome, in 56 % der Ostrogenrezeptorstatus-positiven Mammakarzi-
nome und in 2 % des normalen Mammagewebes (30). Dies bedeutet, dass vor allem Ostro-
genrezeptor-negatives Mammakarzinomgewebe eine Verschiebung des Stoffwechsels von
Glutamin zu Glutamat ausweist. Die Aminogruppe von Glutamin kann fir die Synthese von
Nukleotiden verwendet werden, welche vermehrt in stark proliferierenden Krebszellen beno-
tigt werden(30).

Die Veranderungen im Glutaminstoffwechsel in der Krebszelle haben zu der Entwicklung von
neuen Glutaminase-Inhibitoren gefihrt (BPTES, 968, CB-839). Der Inhibitor CB-839 wird
zurzeit in einer Phase-I-klinischen Studie in soliden Tumoren getestet(10). Bestarkt durch die
GGR-Ergebnisse in der METAcancer-Kohorte, konzentriert sich die klinische Studie beson-
ders auf triple-negativen Mammakarzinome
(https://Iwww.clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02071862).

Mutationen in Schlusselenzymen des Glutaminstoffwechsels kénnen zu Krebserkrankungen
fuhren. Es stellt sich sogar die Frage, ob Stoffwechselveranderungen und Stoffwechselpro-
dukte (Onko-Metaboliten) Ausloser von Krebs sein kénnen. Mutationen in Isocitrat-
Dehydrogenase 1 (IDH1) fuhren bei Leukéamien und Gliomen zu einer Akkumulation von (R)

2-Hydroxyglutarat, welche zu einer gesteigerten Proliferation von Zellen fihrt(12). Diese
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neuen ,Upstream“-Effekte von Metaboliten stellen ein neues interessantes Spannungsfeld
fur neue Angriffspunkte der Krebsforschung dar und werden aktuell in klinischen Studien als
Targets evaluiert(13). Es wurden Metaboliten des Glutaminstoffwechsels identifiziert, die nur
im Tumorgeweben existieren (2-HG) und durch die Mutationen der Enzyme IDH1 und IDH2
produziert werden. Hierbei wird durch eine ,Gain of Function“-Mutation des Enzyms IDH1
eine Reduktion von Alpha-Ketoglutarat zu 2-HG ermdglicht. Diesen sogenannten Onko-
Metaboliten wird eine immer gréf3ere Rolle in der Krebsentstehung und Progression zuge-
ordnet. Studien zeigten, dass aggressivere Glioblastomen (Grad IlI-1ll) eine erhéhte Mutati-
onsrate von IDH1 (70 %) aufweisen, im Gegensatz zu Grad-I-Glioblastomen (10 %) (12).
Studien zeigten in Ostrogenrezeptorstatus-negativen Mammakarzinomen eine erhohte Kon-
zentration von 2-HG, aber interessanterweise keine Assoziation mit der somatischen Ex-
pression von IDH1 und IDH2 (31). In der METAcancer-Kohorte zeigten sich &hnliche Ergeb-
nisse mit einer Erhéhung von 2-HG, Glutamat und Oxoprolin und einer Verminderung von
Alpha-Ketoglutarat im Mammakarzinom im Gegensatz zum normalen Mammagewebe. Im
Ostrogenrezeptorstatus-negativen Mammakarzinom, im Gegensatz zum Ostrogenrezeptor-
positiven Mammakarzinom, zeigte sich eine Erhéhung von Glutamat und 2-HG sowie eine
Verminderung von Glutamin. Weitere Studien zeigten eine Assoziation zwischen der Krebs-

progression im Mammakarzinom und der Myc-assoziierten Akkumulation von 2-HG (32).

Glutamin ist neben den Tumorzellen auch fir die den Tumor infiltrierenden T-Lymphozyten
und Makrophagen von essenzieller Bedeutung. Es kann deshalb zu einer Konkurrenz zwi-
schen Immunzellen und Tumorzellen um z. B. Glutamin kommen. Diese moéglichen Verbin-
dungen zwischen Metabolomics und Immunsystem missen weiter untersucht werden, um

eine medikamentdse Manipulation der Progression des Tumors zu erméglichen (33).

Eine Starke der hier vorliegenden Arbeit ist die grof3e Tumorkohorte mit 271 Patientinnen mit
primdrem Mammakarzinom. Die Gewebeproben wurden auf3erhalb einer klinischen Studie

erfasst, weshalb keine standardisierten Daten zu Therapien vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit gibt es gepaarte Proben: frisches und in Paraffin eingebettetes
Mammagewebe. Dieses ermoglicht die Untersuchung derselben Tumore durch ,in situ pro-
teomics® (immunhistochemische Untersuchungen) und durch Metabolomics (GC-TOFMS,
NMR und LC-MS). Tumorheterogenitat wurde nicht untersucht. Studien zeigten auf metabo-

lischer Ebene und DNA-Ebene Unterschiede innerhalb eines Tumors(34).

Die hier gezeigten validen Ergebnisse der Metabolitenprofile vom Mammakarzinomen wer-
den den Goldstandard der histopathologischen Untersuchungen nicht ersetzen kénnen. Mit
histopathologischen Untersuchungen kann, im Gegensatz zu Metabolitenprofilen, die raumli-

che Inhomogenitat und Komplexitat des Gewebes analysiert werden. Eine Verwendung der
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Metabolitenprofile in Zusammenarbeit mit histologisch schwierigen Klassifikationen oder in

Situationen, in denen eine schnelle Diagnose noétig ist, waren in der Zukunft denkbar.

Wichtig fir die Anwendung in der taglichen Routine ist eine standardisierte und zuverlassig
bestimmbare Analyse der Proben. Um die in dieser Studie identifizierten potenziellen Bio-
marker und Pathways klinisch anzuwenden, sind Validierungen an weiteren klinischen und
experimentellen Kohorten notwendig. Metaboliten umfassen eine grol3e Bandbreite von un-
terschiedlichen Molektlen, die eine extreme Vielfalt von unterschiedlichen raumlichen Struk-
turen bilden. Obwohl die Bibliothek der zur Verfligung stehenden Metaboliten stetig erweitert
wird, konnten einige Metaboliten, die stark signifikante Ergebnisse zeigten, nicht identifiziert
werden. In den kommenden Jahren wird es durch die Messung von neuen, bisher nicht ent-
haltenen Standards zur Erweiterung der spektralen Bibliotheken kommen. Durch die Erweite-
rung und Kombination von spektralen Datenbanken wird eine immer genauere und vollstan-

digere Abdeckung des Stoffwechsels wahrschenlich méglich werden.

5 Ausblick

Die Behandlung jeder einzelnen Patientin ist abhangig von einer Vielzahl von unterschiedli-
chen Faktoren, weshalb ein systematischer Therapie-Algorithmus ausgeschlossen ist. Die
aktuelle Biomarkerforschung konzentriert sich deshalb unter anderem auf Signalwege, wel-
che die Aktivitat der Tumorprogression und das Therapieansprechen beeinflussen. Das Me-
tabolem kann mit verschiedenen technisch validen Verfahren bestimmt (GC-MS, NMR, LS-
MS) und, wie in dieser Arbeit gezeigt, mit In-situ-Proteomics und mRNA zu einem Netzwerk
kombiniert werden. Korrelationsnetzwerke von verschiedenen biologischen Ebenen erwei-
tern unser Verstandnis von biologischen Ablaufen sowie Tumorprogression und kénnen zu
einer besseren Therapie der Patientinnen leiten. Durch das genauere Verstandnis der Tu-
morbiologie kénnen systembiologisch bessere Vorhersagen lber das Ansprechen von Medi-

kamenten gemacht werden (35).

In der Tumorprogression zeigt sich eine erhdhte Lipidsynthese frihzeitig, wobei die Zelle bis
zu 95 % der Phospholipide de novo synthetisiert. Unsere Studie zeigt, dass de novo synthe-
tisierte Phospholipide ein neues therapeutisches Target darstellen kénnten(36). Unsere Er-
gebnisse bilden eine Basis fiur weitere klinische Untersuchungen von Glutaminase-
Inhibitoren, die ein prognostisches und therapeutisches Ziel im Mammakarzinom darstellen
konnten(10). Die hier vorgestellten Daten sind regeneriert aus retrospektiven Studien, die nur
Korrelationen und keine Kausalitdten aufzeigen konnen. Eine Validierung der metabolischen
Biomarker ist in prospektiven Studien notwendig, in denen ein experimentelles Eingreifen

madglich ist. Weiterfihrende Untersuchungen der Hypothesen in randomisierten klinischen
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Studien wie die Phase-I-klinische Studie zu Glutaminase-Inhibitoren im triple-negativen

Mammakarzinom, waren ideal (https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02071862).
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