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1 Einleitung

1.1 Adipositas
1.1.1 Definition

Fettleibigkeit stellt in der westlichen Welt ein immer gro3er werdendes Problem dar. 1997 be-
zeichnete die WHO Adipositas erstmals als ernst zu nehmende Erkrankung (Benecke und Vo-
gel 2003). 53 % der Frauen und 67 % der Ménner sind in Deutschland iibergewichtig. Besorg-
niserregend ist auBerdem, dass viele Kinder mittlerweile ihr Normgewicht iiberschreiten und
der prozentuelle Anteil iibergewichtiger junger Menschen weiter steigt (Mau et al. 2014a; Bent-
ham et al. 2017). Adipositas kann anhand des Body Mass Index (BMI) festgestellt werden.

Dieser errechnet sich aus dem Quotienten des Kdrpergewichts (in Kilogramm) und der Korper-

Korpergewicht (kg)
KorpergroRRe? (m2)

groBe zum Quadrat (in Metern) (BMI =

). Liegt der berechnete Wert tiber 25

kg/m?, spricht man von Ubergewicht. Ab einem BMI von > 30 kg/m* handelt es sich um Adi-
positas (Mau et al. 2014a).

Die Zunahme an Fettgewebe kann aus einer Hypertrophie der Adipozyten oder einer Vermeh-
rung der Adipozytenzahl (Hyperplasie) resultieren (Hill et al. 2018). Fettleibigkeit wird vor
allem mit einer erhohten Kalorienzufuhr bei gleichzeitigem Bewegungsmangel in Verbindung
gebracht. Allerdings haben auch andere Faktoren einen Einfluss auf die Ansammlung von Fett-
gewebe. 2007 wurde zum ersten Mal eine hiufig auftretende genetische Variante im Erbgut
entdeckt, die in direkten Zusammenhang zu einer vorhandenen Adipositas gestellt wurde. Hier-
bei handelte es sich um eine Mutation im FTO-Gen (fatt mass and obesity associated gene)
(Frayling et al. 2007; Fawcett und Barroso 2010). Seitdem wurden weitere DNA-Abschnitte
lokalisiert, deren Verdnderungen bei der Entstehung einer Fettleibigkeit eine Rolle spielen

konnten (Frayling et al. 2007; Loos und Yeo 2014; Kostovski et al. 2017).
1.1.2 Zusammensetzung des Fettgewebes

Der iiberméBige Anstieg des Korperfettanteils stellt den Organismus vor grof3e Herausforde-
rungen. Eine Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen kann daraus resultieren, wobei die Zu-
sammensetzung des Fettgewebes eine wichtige Rolle spielt. Man differenziert bei Séugetieren

zwischen weillem und braunem Fettgewebe. Wihrend bei Saduglingen liberwiegend letzteres
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vorliegt (ca. 2 bis 5 % des Korpergewichts), besitzen junge Erwachsene mit nur 50 g im Durch-
schnitt deutlich weniger. Braunes Fettgewebe kann durch Fettsdureoxidation und Warmepro-
duktion zur Verbrennung von Kalorien beitragen und das Lipid-Profil im Blut positiv beein-
flussen. Der Anteil an entziindungshemmenden Lipiden ist gegeniiber proinflammatorischen
Lipiden bei Vorhandensein von aktivem braunem Fettgewebe deutlich erhoht. Es ist bei er-
wachsenen Menschen iiberwiegend im tiefen Hals- und Nackenbereich und im Brustkorb loka-

lisiert (Kulterer et al. 2020).

Weilles Fettgewebe besitzt diese positiven Eigenschaften nicht. Das Fettdepot ist meist an
Bauch, Gesdll und Oberschenkeln zu finden und dient als Energiespeicher, der dem Korper bei
erhohtem Bedarf zur Verfiigung steht (Kulterer et al. 2020). Es spielt eine Rolle im Fett- und
Glukosestoffwechsel und beeinflusst andere biologische Reaktionen des menschlichen Korpers
— sowohl pathologische als auch physiologische — durch die Freisetzung verschiedener Hor-
mone und Zytokine, den sogenannten Adipokinen. So hat weilles Fettgewebe beispielsweise
Auswirkungen auf die Angiogenese, die Blutgerinnung, die Blutdruckkontrolle oder das Im-
munsystem. Bei einer iibermiBigen Kalorienzufuhr oder einem zu geringen Energieverbrauch
werden im weillen Fettgewebe Triglyceride in den Adipozyten gespeichert (Wronska und

Kmiec 2012).

Man unterscheidet auBerdem zwischen viszeralem und subkutanem Fettgewebe. Ersteres ist vor
allem in der Bauchhohle und im Mediastinum zu finden. Eine Adipositas ausgehend von vis-
zeralem Fettgewebe geht mit einem hoheren Risiko fiir Insulinresistenz und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen einher. Es wurde eine gesteigerte Stoffwechselaktivitdt im Vergleich zu subku-
tanem Fettgewebe nachgewiesen. Letzteres sammelt sich in der Unterhaut, ist weniger stoff-
wechselaktiv und weist bei einer Zunahme ein giinstigeres Profil der Plasmalipide auf. Vis-
zerale Adipozyten sezernieren unter anderem inflammatorische Zytokine, wéahrend subkutane
Adipozyten liberwiegend Leptin und Adiponektin produzieren. Dadurch nimmt das Fettgewebe
nicht nur die Rolle eines als reinen Energiespeichers, sondern auch die eines endokrinen Organs
ein. Es ist Teil eines Netzwerks, das die systemische Homoostase aufrechterhélt (Wronska und

Kmiec 2012).
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1.1.3 Folgeerkrankungen der Adipositas

Der steigende Korperfettanteil hat negative Auswirkungen auf das Skelettsystem, den Stoff-
wechsel und die Organe. So wird als hdufigste Begleiterkrankung der Fettleibigkeit eine arteri-
elle Hypertonie beobachtet. Je hoher der BMI ist, desto eher erkrankt der Mensch an Bluthoch-
druck, welcher wiederum die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer koronaren Herzer-
krankung und einer Arteriosklerose erhoht (Benecke und Vogel 2003). Das Risiko, einen Herz-
infarkt oder Schlaganfall zu erleiden, ist bei adipdsen Menschen ebenfalls deutlich hoher als

bei Personen mit einem BMI < 25 kg/m? (Mau et al. 2014a).

Dies konnte in verschiedenen Studien wie beispielsweise der PROCAM-Studie nachgewiesen
werden. Anhand dieser wurden neun Risikofaktoren festgestellt, die das Auftreten eines Herz-
infarkts oder Schlaganfalls innerhalb der ersten zehn Jahre beglinstigen konnen. Das Vorliegen
eines metabolischen Syndroms erhoht die Wahrscheinlichkeit eines schweren koronaren Ereig-

nisses innerhalb von zehn Jahren um das 2,6-Fache (Assmann et al. 2008).

Eine weitere Folge von Adipositas sind Fettstoffwechselstorungen. Steigt der Spiegel der Trig-
lyceride an, sinkt der des HDL-Cholesterins, womit dem Organismus ein protektiver Effekt
verloren geht. Die Konzentration des LDL-Cholesterins nimmt dagegen zu, was wiederum eine
Arteriosklerose durch Ablagerungen in Blutgefdflen beglinstigen kann. Es kommt zu einer Dys-

balance der Lipoproteine im Blut (Weitgasser et al. 2018).

Diabetes Typ 2 zéhlt ebenfalls zu den Folgeerkrankungen der Adipositas. So erhdht sich das
Risiko mit steigendem BMI. Bereits ein Wert von > 23 kg/m? fiihrt zu einer Zunahme der Er-
krankungswahrscheinlichkeit. Ab einem BMI > 30 kg/m? steigt diese sogar auf das 30-Fache
an (im Vergleich zu Personen mit einem BMI < 22 kg/m?). Bei bis zu 80 % der Diabetesfille
ging diesen eine Adipositas-Erkrankung voraus, weshalb sich auch der Begriff ,,Diabesity* seit
einigen Jahren etabliert hat. Fiir die Pravention und Behandlung von Diabetes wird heute unter
anderem eine Steigerung der korperlichen Aktivitit und eine Erndhrungsumstellung empfohlen
(Benecke und Vogel 2003; Mau et al. 2014a; Toplak et al. 2019). Eine fettreduzierte, protein-
und ballaststoffreiche Didt nach dem mediterranen Erndhrungsmuster ist ideal fiir die Betroffe-
nen, um ihr Gewicht reduzieren und ihren Blutzuckerspiegel besser kontrollieren zu kdnnen.
Auch auf die Zusammensetzung der einzelnen Nahrungsmittel sollte geachtet werden. So sind

komplexe, langkettige Kohlenhydrate den schnell verfiigbaren Monosacchariden vorzuziehen,
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um extreme Schwankungen der Blutzuckerwerte zu vermeiden (Benecke und Vogel 2003; Mau

et al. 2014b; Toplak et al. 2019).

Zudem erhohen Ubergewicht und Adipositas das Risiko an verschiedenen Krebsarten zu er-
kranken. Eine 2018 veroffentlichte Studie des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ)
belegte, dass 7 % der jdhrlich neu auftretenden Karzinome aufgrund einer Adipositas entstan-
den sind (Behrens et al. 2018). So litten Meschen mit einem BMI > 30 kg/m? hiiufiger an einem
Nierenzell-, Oesophagus-, Endometrium- oder postmenopausalen Mammakarzinom. Auch aus-
gehend von Darm-, Leber-, und Bauchspeicheldriisengewebe kann es vermehrt zu einer Tumo-
rentwicklung kommen. Es existiert ein direkter Zusammenhang zwischen einer Krebsdiagnose
und einer vorhandenen Fettleibigkeit. Je adipOser eine Person ist, desto hoher ist die Wahr-

scheinlichkeit der Entstehung eines Karzinoms (Lauby-Secretan et al. 2016).

1.2 Brustkrebs

1.2.1 Epidemiologie

Brustkrebs ist die weltweit hdufigste Tumorerkrankung bei Frauen und die vorherrschende Ur-
sache fiir krebsbedingte Todesfélle (Ferlay et al. 2019). 2018 wurde bei fast 70.000 Frauen in
Deutschland Brustkrebs neu diagnostiziert. Mit einer Inzidenz von 1 % ist dieser auch bei Man-

nern nachweisbar (Robert Koch-Institut 2021).

Nachdem 2005 das Mammographie-Screening eingefiihrt wurde, stieg die Zahl der Neuerkran-
kungen deutlich an. Ein Grund hierfiir sind unter anderem die nachgewiesenen, ohne die Un-
tersuchung nicht erkannten Erstdiagnosen des Mammakarzinoms. Seit 2009 sinkt die Neuer-
krankungsrate. Die Sterblichkeit infolge eines Brustkrebsleidens geht ebenfalls zuriick (Robert
Koch-Institut 2021; Katalinic et al. 2020).

1.2.2 Molekularbiologie

Brustkrebs ist auf zellbiologischer Ebene betrachtet eine komplexe Erkrankung, die in verschie-
dene molekulare Subtypen unterteilt werden kann (Curtis et al. 2012). Die Differenzierung in
die aktuellen fiinf Hauptgruppen nach genomweiten Microarray-Analysen ist Abbildung 1 zu

entnehmen.

14



Better Worse
Prognosis Tumor Subtypes Prognosis

.l Luminal A | Luminal B | HER2+ | Triple negative

_ Basal | Claudindow | mBC |

Luminal Luminal-HER2+ ER-negative-HER2+ Basal
@I Basal B \
Less Cell Line Subtypes More
Aggressive Aggressive

Abbildung 1: Darstellung der aktuell gingigen Subtypen des Mammakarzinoms (Dai et al. 2017).

Durch die verschiedenen molekularen Eigenschaften werden die Subtypen jeweils als eigen-
stindige Tumorentitdten angesehen, die auf unterschiedliche Art und Weise therapiert werden

(Serlie et al. 2006; Taherian-Fard et al. 2015).

Das Genexpressionsprofil des Luminal A- und Luminal B-Subtyps dhnelt dem gesunder lumi-
naler Brustepithelzellen. Charakteristisch fiir diese beiden Hauptgruppen ist die Expression des
Ostrogen-Rezeptors (ER) und/oder Progesteron-Rezeptors (PR), weshalb sie zu den Hormon-
rezeptor-positiven (ER+) Mammakarzinomen gezéhlt werden. Die Unterscheidung der beiden
luminalen Subtypen erfolgt anhand der Expression des Proliferationsmarkers Ki67. Es handelt
sich hierbei um einen in nahezu allen Phasen des Zellzyklus exprimierten Zellkernmarker (Niel-
sen et al. 2021). Auf dessen Grundlagen kénnen die in der Wachstumsphase befindlichen Zellen
histopathologisch angefarbt werden. Je hoher der in Prozent angegebene Ki67-Markierungsin-
dex ist, desto groBer ist die Proliferationsrate der Tumorzellen (Scholzen und Gerdes 2000).
Wihrend bei Luminal B-Tumoren grof3ere Mengen des Markers detektiert werden, weisen Lu-
minal A-Mammakarzinome nur eine geringe Ki67-Expression auf. Auch der histologische Grad
ist beim Luminal B-Subtyp deutlich hoher. Beide Faktoren fithren dazu, dass die Prognose fiir
Patientinnen mit einem Luminal B-Karzinom wesentlich schlechter ist im Vergleich zu an Lu-
minal A-Brusttumor-Erkrankten (Serlie et al. 2001; Sorlie et al. 2003; Parker et al. 2009; Wei-
gelt et al. 2010).

Uber den normal-breast-like Subtyp ist bisher wenig bekannt, wohingegen HER2+ und basal-

like Mammakarzinome hiufig ein aggressiveres Verhalten aufweisen (Weigelt et al. 2010).
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Charakteristisch fiir basal-like Subtypen ist ein mit dem von basalen Myoepithelzellen ver-
gleichbares Genexpressionsmuster und ein hoher histologischer Grad (Weigelt et al. 2010).
Triple negativer Brustkrebs (TNBC) stellt eine Sonderform des basal-like Subtyps dar und weist
keinerlei Expression der Oberflichenrezeptoren ER, PR und HER2 auf (ER-/PR-/HER2-)
(Rakha et al. 2009; Foulkes et al. 2010; Badve et al. 2011). Es handelt sich um einen aggressiven
Brustkrebstyp, der in 10 bis 24 % aller Mammakarzinome nachgewiesen wird und iiberwiegend
pramenopausal bei jiingeren Frauen auftritt (Badve et al. 2011; Elsawaf und Sinn 2011). Die
Aggressivitit, die dem Tumor zugeschrieben wird, resultiert aus einer hohen Metastasierungs-
wahrscheinlichkeit und einer damit einhergehenden schlechten Prognose (Elsawaf und Sinn

2011; Niwinska et al. 2011; Pogoda et al. 2013).

1.2.3 Risikofaktoren
1.2.3.1 Alter

Unterschiedliche Faktoren spielen fiir die Erkrankungswahrscheinlichkeit eine Rolle. Ein wich-
tiger Einflussfaktor ist dabei das Alter einer Frau. Mit steigender Anzahl der Lebensjahre nimmt
auch das Brustkrebsrisiko deutlich zu. So sind ca. 43 % der Patientinnen bei der Erstdiagnose
zwischen 50 und 70 Jahre alt. Bei 40 % tritt ein Mammakarzinom nach dem 70. Lebensjahr auf

und lediglich knapp 17 % der Betroffenen sind jiinger als 17 Jahre (Robert Koch-Institut 2021).
1.2.3.2 Einfluss der Menarche, Menopause und Schwangerschaft

Auch durch andere Einfliisse wie eine frithe Menarche, eine spite Menopause oder einen hohen
Ostrogenspiegel nach Ausbleiben der Regelblutung steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit.
Benignome der Brust oder sehr dichtes Brustdriisengewebe erhohen das Risiko ebenso (Mi-
chailidou et al. 2017; Robert Koch-Institut 2021, 2022). Werden nach den Wechseljahren iiber
einen lingeren Zeitraum Hormonersatzpriparate eingenommen und dabei Ostrogene und Ge-
stagene kombiniert, entwickeln Frauen ebenfalls hdufiger ein Mammakarzinom. Hormonelle
Kontrazeptiva spielen lediglich eine untergeordnete Rolle. Schwangerschaften und Stillen zei-

gen dagegen einen protektiven Effekt (Rosenberg et al. 2009; Robert Koch-Institut 2021, 2022).
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1.2.3.3 Allgemeine Risikofaktoren

Neben nicht beeinflussbaren Parametern gibt es auch modifizierbare Risikofaktoren, welche
die Prognose hinsichtlich einer Erkrankungswahrscheinlichkeit verschlechtern. Dazu gehdren
Tabak- und Alkoholkonsum, Bewegungsmangel und Ubergewicht (Feigelson et al. 2006;
Nichols et al. 2009; Protani et al. 2010; Chang et al. 2013).

1.2.3.4 MARIE und die Folgestudien

Bei der Mammakarzinom-Risiko-Erhebung (MARIE) des DKFZ nahmen von 2002 bis 2005
iiber 10.000 gesunde und an Brustkrebs erkrankte Frauen zwischen 50 und 74 Jahren teil. Fol-
gende Resultate konnten aus der epidemiologischen Fall-Kontroll-Studie gewonnen werden:
Ausgetragene Schwangerschaften vor allem in jungen Jahren, Stillen und korperliche Aktivitét
wirken protektiv. Die Einnahme von Hormonpréparaten wihrend und nach den Wechseljahren
geht mit einem hoheren Risiko einher, ein postmenopausales Mammakarzinom zu entwickeln.
Rauchen steigert die Erkrankungswahrscheinlichkeit in diesem Fall nicht signifikant (Chang-
Claude und Becher 2009).

Die Folgestudien 2009 bzw. 2014 beschéftigten sich mit moglichen Einflussfaktoren auf den
Krankheitsverlauf. Positive Auswirkungen haben eine gesunde, obst- und gemiisereiche Ernéh-
rung, ein hoher Enterolakton-Spiegel und ein stabiles Gewicht. Bei Enterolakton handelt es sich
um das am hdufigsten durch die Nahrung aufgenommene Phytodstrogen. Sowohl ein niedriger
Vitamin D-Spiegel als auch ein liberméBiger Nikotin- und Alkoholkonsum konnen die Prog-

nose negativ beeinflussen (Chang-Claude und Becher 2014, 2019).

1.2.4 Therapieoptionen

Die Standardtherapie fiir im Friihstadium diagnostizierte Mammakarzinome ist nach wie vor
die chirurgische Resektion (Burstein et al. 2021). Eine Strahlentherapie wird iiblicherweise
nach brusterhaltenden Operationen durchgefiihrt (Burstein et al. 2021). Aufgrund der unter-
schiedlichen Eigenschaften der einzelnen Tumor-Subtypen variieren die alternativ oder zusitz-
lich moglichen Behandlungsoptionen. ER+ Mammakarzinome werden iiberwiegend mithilfe

einer systemischen, endokrinen Therapie behandelt (Waks und Winer 2019). Hierbei werden
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die ER entweder modifiziert bzw. blockiert oder die Konzentration der zirkulierenden Steroid-
hormone durch Aromatasehemmer gering gehalten (Waks und Winer 2019). Adjuvante Anti-
korpertherapien sind bei HER2+ Tumoren indiziert. Die verabreichten monoklonalen Antikor-
per richten sich hierbei gegen die extrazellulire Domine des Wachstumsrezeptors 2 (HER2)
(Weigelt et al. 2010). Da triple negative Mammakarzinome (TNBC) weder Hormonrezeptoren
noch HER2+ exprimieren, ist bei den betroffenen Patientinnen eine systemische Chemothera-

pie das Mittel der Wahl (Jitariu et al. 2017; Waks und Winer 2019).

1.3 Adipositas und Brustkrebs

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Brustkrebs steigt bei Vorliegen einer Fettleibigkeit
deutlich an. Zahlreiche epidemiologische Studien zeigen, dass Ubergewicht und Adipositas mit
einem erhohten Erkrankungsrisiko assoziiert sind (Reeves et al. 2007; Ligibel et al. 2014;
Ackerman et al. 2017; Konig et al. 2021) und unabhéngige, negative prognostische Faktoren
bei einer vorhandenen Brustkrebserkrankung darstellen (Arce-Salinas et al. 2014; Bliicher und
Stadler 2017). 25 % der Frauen, die an einem postmenopausalen Mammakarzinom leiden, sind
adipos (Reeves et al. 2007; Renehan et al. 2008). Eine dreifach hohere Mortalitét ist ab einem
BMI > 27 kg/m? bei Vorliegen eines Mammakarzinoms gegeben (Minicozzi et al. 2013). Dies
betrifft nicht nur die hiufigeren ER+ Mammakarzinome, sondern auch die TNBC-Subtypen,

welche nach wie vor schlechter zu therapieren sind (Harborg et al. 2021).
1.3.1 Karzinogenese als Folgeerkrankung der Adipositas

Ebenso, wie Hormone wihrend der Menstruation, der Schwangerschaft, der Stillzeit oder der
Menopause auf den Korper wirken, verindert sich der Hormonhaushalt bei starkem Uberge-
wicht. Neben Wachstums- und Entziindungsfaktoren werden vor allem aus dem stoffwechsel-
aktiven Bauchfett Ostrogene sezerniert. Da diese nach den Wechseljahren natiirlicherweise nur
in geringen Mengen auftreten, kdnnen die Zellen im Brustgewebe durch diesen Uberschuss an
Steroidhormonen mdglicherweise unkontrolliert wachsen und zur Karzinomentstehung beitra-

gen (Mau et al. 2014b).
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Adipose Menschen weisen zudem haufig eine Insulinresistenz in Herz- und Fettgewebe oder
der Skelettmuskulatur auf, die eine Hyperglykdmie nach sich zieht. Durch eine vermehrte In-
sulinsekretion versucht die Bauchspeicheldriise die zu hohen Blutzuckerwerte auszugleichen.
Dies fiihrt in weiterer Folge zu erhohten zirkulierenden Spiegeln dieses Peptidhormons (Khan-
dekar et al. 2011). Diabetes Typ 2 wird mit der Karzinogenese unterschiedlicher Lokalititen
des menschlichen Korpers in Verbindung gebracht. So kann Hyperinsulindmie auch die Entste-
hung eines Mammakarzinoms begtinstigen (Michels et al. 2003). Es wird angenommen, dass
dies auBBerdem einen aggressiveren Tumortyp und ein geringeres Ansprechen auf eine nachfol-

gende Therapie mit sich bringt (Khandekar et al. 2011).

Wie bereits zuvor erwihnt, kommt es vor allem bei einer abdominalen Adipositas zu einer Ver-
dnderung der zirkulierenden Lipidkonzentrationen. So sinkt die HDL-Cholesterin-Konzentra-
tion im Blut und wéhrend der Spiegel des LDL-Cholesterins, der Triglyceride und der freien
Fettsduren steigen (Weitgasser et al. 2018). Man nimmt an, dass die Tumorzellen diese Lipide
und andere zirkulierende Néhrstoffe beispielsweise zur Herstellung neuer Membranstrukturen
von Nutzen sind. Ebenfalls kann der Cholesterin-Metabolit 27-Hydroxycholesterin durch seine
Wirkung als selektiver ER-Modulator das Wachstum eines ER+ Mammakarzinoms férdern
(Nelson et al. 2013). Es ist belegt, dass eine Hochregulierung der Fettsduresynthase (FAS) mit
einer schlechteren Prognose einer bestehenden Krebserkrankung einhergeht (Nguyen et al.
2010). FAS fungiert als Katalysator im ersten Schritt der Fettsdurebiosynthese. Das Enzym soll
Krebszellen einen selektiven Vorteil verschaffen, indem es die Produktion von Phospholipiden
in Tumorzellen steigert, die diese fiir ihre Membran bendtigen (Baenke et al. 2013; Schroeder

et al. 2021).

1.3.2 Molekulare Mechanismen der Tumorentstehung bei Mammakarzinomen
und Adipositas

1.3.2.1 Interaktion von Fettgewebe und Brustkrebszellen

Sekundére Folgen einer Fettleibigkeit konnen einen Einfluss auf die Entstehung eines
Mammakarzinoms haben. Die Zunahme an Fettgewebe fiihrt zu einer Storung der Energieho-
moostase und zu einer Konzentrationsanderung bestimmter Zytokine (Fried et al. 1998). Jiin-

geren Forschungen zufolge ist Adiponektin an der zytotoxischen Autophagie beteiligt, der eine
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inhibitorische Wirkung in Bezug auf Brustkrebs zugeschrieben wird (Chung et al. 2017). Die
Konzentration des Adiponektins sinkt mit steigendem BMI (Barb et al. 2007).

Die aus der energetischen Dysbalance resultierende chronische Inflammation kann die Funkti-
onsfahigkeit unterschiedlicher Gewebe beeinflussen (Khandekar et al. 2011). Die Adipositas
begiinstigt eine chronische Entziindung des Fettgewebes, wobei es zu einer vermehrten Mak-
rophagenaktivierung und -infiltration in das neu entstandene Fettgewebe kommt (Khandekar et
al. 2011; Johnson et al. 2012; Vaysse et al. 2017; Dietze et al. 2018). Man vermutet, dass dieser
Vorgang zur Tumorentstehung und -progression beitragen kann. Proinflammatorische Zytokine
begiinstigen einerseits die Rekrutierung von Makrophagen und anderen Immunzellen (Khan-
dekar et al. 2011; Johnson et al. 2012; Vaysse et al. 2017; Dietze et al. 2018). Andererseits iiben
diese Faktoren sowohl lokal als auch distal eine direkte Wirkung auf die Zellen des Mammakar-
zinoms aus (Khandekar et al. 2011; Bliicher und Stadler 2017). Werden proliferierende Mak-
rophagen in Malignomen der Brust nachgewiesen, geht man von einem hohen Tumorgrad und

einer schlechteren Prognose aus (Campbell et al. 2011; Morris et al. 2011).

Der Fettstoffwechsel ist fiir die Struktur, den Energiestoffwechsel und die Signaliibertragung
von entscheidender Bedeutung. So spielen Lipide nicht nur eine wichtige Rolle fiir die Integritét
der Zellmembran, sondern sind dariiber hinaus grundlegend an der intrazelluldren Energiespei-
cherung und interzelluldren Signaliibertragung beteiligt (Wallace und Metallo 2020; Yoon et
al. 2021; Taborda Ribas et al. 2024). Auch treten Anderungen der Lipidzusammensetzung im
Brustkrebsgewebe im Vergleich zu derjenigen im gesunden Gewebe auf (Taborda Ribas et al.
2024). Bei Patienten mit einem BMI > 30 kg/m? éndert sich nicht nur die Zusammensetzung
des Fettgewebes, sondern auch die zelluldren Eigenschaften der Adipozyten. In Abbildung 2
sind die Wechselwirkungen und der gegenseitige Einfluss der beiden Erkrankungen Adipositas
und Brustkrebs schematisch dargestellt. So weisen die Fettgewebszellen unter anderem einen
hypertrophen Phénotyp, Hypoxie, oxidativen Stress und ein verdndertes Sekretionsverhalten
auf. Es werden vermehrt proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und freie Fett-
sdure sezerniert, die zusétzlich fordernd auf die Progression eines Mammakarzinoms wirken

(Khandekar et al. 2011; Bliicher und Stadler 2017; Balaban et al. 2017).
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Abbildung 2: Interaktion von adipés verdndertem Fettgewebe und Brusttumorzellen (Bliicher und Stadler 2017).

Die erhohte Freisetzung freier Fettsduren aus den Adipozyten wird durch die Anwesenheit der
Tumorzellen und die damit verbundene Induktion der Lipolyse zusétzlich verstirkt (Balaban et
al. 2017). Obwohl viele Studien zu dem Ergebnis kamen, dass Krebszellen primar endogene
Fettsduren verwerten (Zaidi et al. 2013; Kinlaw et al. 2016), konnte in den letzten Jahren gezeigt
werden, dass die Aufnahme, Speicherung und Verwertung exogener Lipide in Tumorzellen
ebenso von Bedeutung ist (Nieman et al. 2011; Balaban et al. 2017). So stellten Nieman et al.
eine Steigerung des Wachstums und der -Oxidation von Ovarialkarzinomzellen durch die Auf-
nahme freier Fettsduren benachbarter Adipozyten fest (Nieman et al. 2011). Weitere Studien
beschiftigen sich mit der Auswirkung freier Fettsduren auf die Tumorprogression eines
Mammakarzinoms. Hierzu wurden humane Brustkrebszellen direkt mit Lipiden inkubiert
(Soto-Guzman et al. 2010; Serna-Marquez et al. 2013; Rodriguez-Monterrosas et al. 2018). Es
wurde gezeigt, dass sowohl exogen zugefiihrte Linolsdure (Byon et al. 2009; Serna-Marquez et
al. 2013; Serna-Marquez et al. 2017; Gonzalez-Reyes et al. 2018) als auch Olsiure (Hardy et
al. 2000; Soto-Guzman et al. 2010; Navarro-Tito et al. 2010; Li et al. 2014), zu einer Steigerung
der B-Oxidation in Brustkrebszellen und einer erhohten Proliferation, Migration und Invasion
fiihrte. Durch die Zugabe von Olsiure kam es in humanen Brustkrebszellen zu einer Aktivie-
rung der AMPK (Adenosinmonophosphat-abhédngigen Kinase) und dadurch im weiteren Ver-

lauf zu einer gesteigerten B-Oxidation und ATP-Synthese (Li et al. 2014).
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1.3.2.2 Der Einfluss der Peroxisom Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARSs)

Neueste Untersuchungen zeigten Verdanderungen der Expression der Gene, die bei der PPAR-
Signaliibertragung und dem Fettstoffwechsel von Bedeutung sind (Bliicher et al. 2020). Bei
Peroxisom Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) handelt es sich um ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren nuklearer Hormonrezeptoren, welche die Regulation bestimmter Ziel-
genexpressionen steuern (La Paglia et al. 2017). Diese Gene spielen in Bezug auf den Lipid-
und Glukosestoffwechsel und die Adiponektin-Expression eine wichtige Rolle. Es wurde eine
erhohte Expression der PPAR-Zielgene bei Brustkrebszellen nachgewiesen, welche zuvor mit

Fettgewebsproben co-kultiviert worden waren (Bliicher et al. 2020).

Bei Peroxisom Proliferator-aktivierten Rezeptoren lassen sich drei Subtypen unterscheiden:
PPARa, PPARB/S und PPARY. Diese weisen eine Uberstimmung von 80 % auf und bestehen
u.a. aus einer DNA-Bindungsdoméne (DBD) und einer Liganden-Bindungsdoméne (LBD) (La-
mas Bervejillo und Ferreira 2019). Durch die Erkennung einer bestimmten Sequenz aus sechs
Nukleotiden, den sogenannten PPAR responsive elements (PPRE), in der Promoterregion der
Zielgene ist die DBD in der Lage, die Expression dieses codierenden DNA-Abschnitts zu er-
kennen und zu regulieren (Lamas Bervejillo und Ferreira 2019). Unterschiede zwischen den
einzelnen PPAR-Subtypen sind in der LBD zu finden. Ein Bestandteil dieser Doméne ist die
Ligandenbindestelle. Die hohe Variabilitit dieses Abschnitts zwischen PPARa, PPARB/6 und
PPARYy und die Tatsache, dass in unterschiedlichen Geweben verschiedene Liganden vorherr-
schen, sind der Grund fiir das gewebespezifische Vorkommen der einzelnen PPAR-Subtypen
(La Paglia et al. 2017; Lamas Bervejillo und Ferreira 2019). So ist PPARa, welcher wichtige
Funktionen im Fettsdureabbau libernimmt, die vorherrschende Form in Geweben mit einer ho-
hen B-Oxidationsrate, wie Leber, Herz, Skelettmuskel sowie in weilem und braunem Fettge-
webe (Pyper et al. 2010; Kersten 2014). Auch in Zellen, die an Entziindungsreaktionen beteiligt
sind, liberwiegt die Expression dieses PPAR-Subtyps (Lamas Bervejillo und Ferreira 2019).
PPARP/3 ist in den meisten humanen Geweben anzutreffen, wobei bis zum aktuellen Zeitpunkt
dessen genaue Funktion noch nicht abschlieend geklirt werden konnte. Auffillig ist aller-
dings, dass er vor allem in lipidstoffwechselaktiven Geweben wie Adipozyten, Leber, Skelett-
muskel, Herz und Gehirn exprimiert wird (Wagner und Wagner 2010; Neels und Grimaldi
2014; Giordano Attianese und Desvergne 2015; Vazquez-Carrera 2016). Da PPARY eine Rolle

bei der Adipogenese, Fettspeicherung und dem Glukosemetabolismus iibernimmt, ist dieser
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Subtyp vor allem in weilem und braunem Fettgewebe zu finden (Wang 2010; Aprile et al.

2014; Soccio et al. 2015).

Zu den Liganden der PPARs zéhlen freie Fettsduren und Eikosanoide (Harmon et al. 2011).
Neben kardiovaskuldren Erkrankungen und Diabetes mellitus wurden sie in neueren Studien
auch mit der Tumorprogression in Verbindung gebracht (Seargent et al. 2004; Shen et al. 2017).
So wurde eine Induktion der PPARs in Tumorzellen durch exogene freie Fettsduren beschrie-
ben (Shen et al. 2017). Olsiure scheint in Tumorzellen alle PPAR-Subtypen zu aktivieren und
nachfolgend auch einen Einfluss auf die Expression weiterer Faktoren auszuiiben (Shen et al.
2017). Der PPARa-abhédngigen Hochregulierung von ANGPTL4 wird in diesem Zusammen-
hang eine wichtige Rolle zugesprochen. Die ANGPTL4-Expression ist bei aggressiven Tumo-
rentitidten erhoht (Huang et al. 2011). Das gleichnamige Protein ist einerseits fiir den Fettstoft-
wechsel, andererseits fiir die Entstehung eines Karzinoms, dessen Wachstum und Metastasie-
rung von Bedeutung (La Paglia et al. 2017). Welche molekularen Mechanismen dem zugrunde

liegen und welche Rolle Adipositas dabei spielt, ist noch nicht abschlieBend geklért.
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1.4 Zielsetzung

Diese Arbeit widmet sich der Analyse molekularer und metabolischer Verdnderungen sowie
der Charakterisierung der Lipidzusammensetzung von Brustkrebszellen nach Inkubation in adi-
pose tissue conditioned medium (ACM). Das ACM wurde durch die Aufbereitung von huma-
nem adiposem Fettgewebe gewonnen. Die Brustkrebszellen wurden in vitro entweder in An-

wesenheit von ACM oder nach Inkubation in Kontrollmedium (SFM) untersucht.
Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen analysiert:

1. Verdnderungen der Lipidkomposition mittels massenspektrometrischer Lipidomics-

Analysen

2. Die Expression ausgewihlter PPAR-Zielgene und deren mogliche Abhingigkeit vom

Hormonrezeptorstatus

3. Die Expression der PPAR-Subtypen sowie die Bedeutung des Hormonrezeptorstatus fiir

deren Regulation

Hierzu wurden insgesamt vier Brustkrebszelllinien untersucht, darunter zwei Ostrogenrezeptor-
positive (ER+) (MCF7, T47D) sowie zwei triple negative (TNBC) (HCC38, MDA-MB231)

Brustkrebszelllinien.

Zuvor durchgefiihrte Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Inkubation humaner
Brustkrebszellen in ACM eine Hochregulation der PPAR-Zielgene bewirkte (Bliicher et al.
2020). Es liegen allerdings bis zum aktuellen Zeitpunkt keine Untersuchungen vor, ob und in-
wieweit der Hormonrezeptorstatus der Tumorzellen hierbei eine Rolle spielt. Die vier Brust-
krebszelllinien wurden hierzu im Zuge dieser Arbeit auf Genexpressions- und Proteinebene
betrachtet, die zelluldren Verdnderungen in Anwesenheit und Abwesenheit von ACM heraus-
gearbeitet und die nachweisbaren Unterschiede beziiglich des Hormonrezeptorstatus darge-

stellt.
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2 Material und Methoden
2.1 Zelllinien

Zelllinie Klassifikation ER PR HER2
MCEF7 Luminal A + + -
T47D Luminal A + + -

HCC38 Claudin-low / triple negative B - - -

MDA-MB231 Claudin-low / triple negative B - - -

2.2 Zellkulturmedien, Puffer, Losungen

2.2.1 Zellkultur

Produktname Bestellnum- Produktionsfirma
mer
DMEM (1X) + GlutaMAX™-T | 31966-021 Gibco™ Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA
(+) 4,5 g/L D-Glucose

(+) Pyruvate

0,25 % Trypsin-EDTA (1X) 25200-056

Anti-Anti (100X) 15240-062

(Antibiotic-Antimycotic)

DPBS (1X) (-CaCly, -MgCL) | 14190-094

Trypan Blue Solution (0,4 %) 72-57-1 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Bovine Serum Albumin (> 98 %)

1003310873

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fetal Constance, sterile filtered

AC-SM

Anprotec, Bruckberg, Deutschland

2.2.2 RNA-Isolation, Reverse Transkription, PCR

qPCR Mix Plus (ROX), 5X

RLT-Buffer (Lysis Buffer) 1015762 QUIAGEN RNeasy Mini Kits,
QUIAGEN GmbH, Hilden, Germany

RW1-Buffer (Lysis Buffer) 1015763

RPE-Buffer (Wash Buffer) 1019966

Nuclease-free water 1039498

Ethanol (100 %) 64-17-5 PanReac AppliChem ITW Reagents,
Darmstadt, Deutschland

SuperScript® II Reverse Trankskrip- | 100004925 | Invitrogen, Carlsbad, USA

tase

5X First Strand Buffer Y02321 Invitrogen, Carlsbad, USA

0.1 M DTT Y00147

Random Hexamer Primer N8080127 Roche Diagnostics, Rotkreuz,
Schweiz

dNTP-Mix (Stammlosung 10mM) U1511 Promega Fitchburg, USA

Recombinant RNasin® N2518

Ribonuclease Inhibitor

HOT FIREPol® EvaGreen 08-24- Solis BioDyne OU, Tartu, Estland

00020
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2.2.3 Primer fiir gPCR

hGAPDH-F 44-5043-1/2 Eurofins Genomics,
(GGCCTCCAAGGAGTAAGACCO) Ebersberg, Germany
hGAPDH-R 44-5043-2/2

(AGGGGAGATTCAGTGTGGTG)

hPDK4-F3 46-4289-10/19

(GGAAGCATTGATCCTAACTGTGA)

hPDK4-R3 46-4289-11/19

(GGTGAGAAGGAACATACACGATG)

hCPT1A F1 15-5389-30/39

(GCCTCGTATGTGAGGCAAAA)

hCPT1A R1 15-5389-31/39

(TCATCAAGAAATGTCGCACG)

hPPARgl Fwd 19-3168-1/4

(CTCTCCGTAATGGAAGACCACT)

hPPARg1/2 Rev 19-3168-2/4

(TCTGCAACCACTGGATCTGTTC)

hPPARg2 Fwd 40-2223-5/13

(CTGATACACTGTCTGCAAACATA)

hFAS F D8592-039 Sigma-Aldrich,

(CTGTCTAGGTTTGATGCCTCCT) St. Louis, USA
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hFAS R D8592-040 Sigma-Aldrich,
(ACGATGGCTTCATAGGTGACTT) St. Louis, USA
hPPARa Fwd 3004097293-140
(CAGAACAAGGAGGCGGAGGTO)

hPPARa Rev 3004097293-150
(TTCAGGTCCAAGTTTGCGAAGC)

PPARD-F 6103892 Eurogentec,
(CTGATACACTGTCTGCAAACATA) Seraing, Belgien
PPARD-R 6103893
(TTCGGTCTTCTTGATCCGCTGCAT)

hANGPTL4-F4 6679212
(GGGAGAGGCAGAGTGGACTATTT)

hANGPTL4-R4 6679213
(TTACTGTCCAGCCTCCATCTGA)

hPLIN2-F2 6178228
(TTGCAGTTGCCAATACCTATGC)

hPLIN2-R2 6178229

(CCAGTCACAGTAGTCGTCACA)
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2.2.4 Proteinextraktion und Bestimmung der Proteinkonzentration

Tris (=99 %) 2449.2 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

SDS ultra pure 2326.2

Sodium chloride 567441 Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden am Taunus,
Deutschland

Igepal® 13021-50ML | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sodiumdesoxycholat 30970-500G

PhosphoStop Easypack 4906837001 Roche Diagnostics,

Phosphatase Inhibitor Cocktail Rotkreuz, Schweiz

Complete Mini Protease 11836153001

Inhibitor Cocktail Tables

Albumin Standard 23209 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

DC Protein Assay Reagent A 500-0113 Bio-Rad Larboratories GmbH,
Hercules, USA

DC Protein Assay Reagent B 500-0114

DC Protein Assay Reagent S 500-0115
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2.2.5 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Glycine

3187.3

HCI (IN) (1 mol/L)

K025.1

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Tween®20

P7949-500ML

Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA

HRP Substrate

Bovine Serum Albumin 1003287736
Ponceau S P-3504
NuPage® Sample Reducing Agent | NP0O009 Invitrogen,
(10X)
Carlsbad, USA
NuPage® LDS Sample Buffer (4X) | NP0007
NuPage® Antioxidant NPO0005
LiChrosolv® Methanol 67-56-1 Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
Essigsdure (100 %) 1.00063.1000
PageRuler™ Prestained Protein | 26616 Thermo Fisher Scientific, Wal-
Ladder tham, USA
Immobilion® Classico Western | WBLUCO0100 Millipore GmbH, Billerica, USA
HRP Substrate
Immobilion® Crescendo Western | WBLURO0100 Millipore GmbH, Billerica, USA
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Supersignal™ West Femto Maxi- | 34095 Thermo Fisher Scientific,
mum Sensitivity Substrate
Waltham, USA
e SuperSignal™ West Femto
Luminol/Enhancer
e SuperSignal™ West Femto
Stable Peroxide
2.2.5.1 Antikorper
anti-GAPDH (clone 6C5) 10R-G109a Fitzgerald Industries International,
(mouse monoclonal) Acton, USA
(Verdiinnung 1:100.000)
anti-PPARy (C26H12) 24358 Cell Signaling, Cambridge, UK
(rabbit monoclonal)
(Verdiinnung 1:1000)
anti-PPARJ sc-74517 Santa Cruz Biotechnology,
(mouse monoclonal) Dallas, USA
(Verdiinnung 1:1000)
anti-PPARa sc-398394 Santa Cruz Biotechnology,
(mouse monoclonal) Dallas, USA
(Verdiinnung 1:1000)
Horse anti-Mouse 1gG (H+L) Pe- | PI-2000 Vector Larboratories,
roxidase
Stuttgart, Deutschland
Donkey anti-Rabbit IgG (H+L), | 31458 Invitrogen, Carlsbad, USA

cross adsorbed secondary antibody,
HRP
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2.2.5.2 Zusammensetzungen der verwendeten Puffer

RIPA- (Radio-Immunprizipitationsassay-) Puffer (Ansatz fiir 50ml)

e 50mM Tris 1 M (pH 8,0) 2500 pl
e 50 mM NaCl (Stammlosung 5 M) 1500 pl
e 1% Igepal 500 pl
e 0,5 % Natriumdesoxycholat 2500 pl
e 0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 500 pl

Die Pufferansatzlosung wurde mit 42,5 ml Aqua dest. aufgefiillt. Destilliertes Millipore®-Was-
ser aus der Milli-QUF Plus-Anlage der Firma Millipore® wurde verwendet.

e 7xPhosphoStop Easypack Phosphatase Inhibitor Cocktail 7150 pl
(fir 1 ml RIPA 143 pl 7xPhosphoSTOP)

o 25xComplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tables (fir 1 2000 pl
ml RIPA 40 pl Protease Inhibitor Cocktail)

Laufpuffer fiir SDS-Gelelektrophorese (10X)

e 0,25 M TrisBase
e 1,92 M Glycine

e 34 mM SDS

e auf51Aquadest.

Transferpuffer fiir Western Blot (10X)

e 12 mM TrisBase
e 96 mM Glycine
e auf2]Aquadest.
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TBS-T fiir Western Blot (10X)

e 1,5MNaCl
e (0,2 M TrisBase
e aufllAqua dest.

e 1 ml Tween®20

2.2.6 AdipoRed-Assay

16 % Formaldehyde Solution, | 28906 Thermo Fisher Scientific, Wal-
Methanol-free tham, USA
DPBS (1X) (+CaCl,, +MgCly) | 1404-091 Gibco™ Thermo Fisher Scien-

tific, Waltham, USA

DPBS (1X) (-CaCl, -MgCl) | 14190-094

AdipoRed™ Assay Reagent PT-7009 Lonza, Walkersville, USA

2.3 Methoden

2.3.1 ACM-Gewinnung aus humanem Fettgewebe

Um adipose tissue conditioned medium (ACM) gewinnen zu konnen, wurde subkutanes, abdo-
minales, humanes, weibliches Fettgewebe verwendet, das bei kosmetischen Operationen wie
z.B. Bauchdeckenstraffungen entfernt wurde. Nach vorangegangener Aufkldrung und Einver-
standniserkldrung der Patientinnen wurde das Fettgewebe von Prof. Dr. Dr. Prantl, Direktor der
Klinik fiir plastische und dsthetische, Hand- und Wiederherstellungschirurgie am Caritas Kran-
kenhaus St. Josef in Regensburg, zur Verfiigung gestellt (Ethikvotum 19-1453-101, zuletzt ak-
tualisiert unter Referenznummer 24-3640-101). Das Fettgewebe stammte von fiinf Patientin-

nen, die zwischen 33 und 71 Jahren alt waren und einen BMI von 32 bis 49 aufwiesen.

Alle Laborarbeiten in diesem Zusammenhang wurden unter der Sterilbank HERAsafe 20301

von Thermo Fisher Scientific durchgefiihrt.
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Die Fettgewebsprobe wurde mit der Hautseite nach unten in eine grof3e Plastikpetrischale ge-
legt, mit DPBS befeuchtet und die Oberfldche von Blutresten und Bindegewebe freiprapariert.
Danach wurden kleinere Fettstiicke abgetrennt. Diese wurden zunéchst in einer Petrischale, die
nur DPBS enthielt, gereinigt und anschlieend in einem mit 25 ml DPBS gefiilltem, sterilem
Falcon-Tube noch einmal gespiilt. Nach den beiden Reinigungsschritten wurde das Fettgewebe
in ein steriles auf 37 °C erwérmtes Falcon-Tube mit 25 ml DMEM gegeben. Das mit Fliissigkeit
gefiillte Tube wurde zuvor ohne Fett gewogen, um bei der anschlieBenden Messung die Masse
an zugegebenem Fettgewebe ermitteln zu konnen. Jeweils 4 g des Fettgewebes wurden in Stii-
cke von 50 bis 100 mg weiter zerkleinert. Diese wurden an der Oberfliche eingeritzt und in
T175-Zellkulturflaschen tiberfiihrt, worin sich bereits 40 ml SFM, bestehend aus DMEM, 1 %
BSA und 1 % Anti-Anti befand. Die nachfolgende Inkubationszeit im Brutschrank bei 37 °C
und 5 % COz betrug 24 h, wobei eine Zellkulturflasche mit alleinigem SFM ohne Fettgewebe

als Mediumkontrolle diente.

Nach 24 h wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen in ein Falcon-Rohrchen tiberfiihrt und
bei 4000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Bei der anschlieBenden ACM-Ernte wurde darauf ge-
achtet, die Zwischenphase des Mediums, jedoch weder das Pellet noch die oberfldchlichen Adi-
pozyten mit einer Spritzenkaniile abzusaugen. Diese Zwischenphase wurde in eine autokla-

vierte Schottflasche abgefiillt, anschlieBend aliquotiert und bei - 80 °C gelagert.

2.3.2 Zellkultur humaner Brustkrebszelllinien

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an vier verschiedenen humanen Brustkrebszelllinien
durchgefiihrt. Es handelte sich hierbei um die Ostrogenrezeptor-positiven (ER+/PR+/HER-;
nachfolgend abgekiirzt als ER+) MCF7 und T47D und die triple negativen (ER-/PR-/HER-;
nachfolgend abgekiirzt als TNBC) HCC38 und MDA-MB231 Zellen. Als Standardmedium
diente DMEM, das mit 10 % FKS und 1 % Anti-Anti versetzt wurde. Die Zellkulturen wurden
im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte inkubiert und das Zellwachstum
taglich mikroskopisch kontrolliert. Die Zellen wurden in regelméiBigen Abstdnden von drei bis
vier Tagen gesplittet, sobald der Zellrasen etwa 70 bis 80 % des Zellkulturflaschenbodens be-
deckte. Dazu wurde das Ndahrmedium abgesaugt und die adhdrenten Zellen einmal mit DPBS
gewaschen, um mogliche Riickstinde des Mediums zu entfernen. Anschlieend wurden die

Zellen mit 4 ml einer 0,25 %-igen Trypsin-EDTA-Ldsung versetzt. Nach einer fliinfminutigen
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Inkubation im Brutschrank erfolgte eine mikroskopische Kontrolle des Abldsens der Zellen,
bevor die Reaktion durch Zugabe derselben Menge an Standardmedium gestoppt wurde. Die
nun vorhandene Zellsuspension wurde in Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und fiir 5 min bei 1500
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen und die Zellen nach sorgfilti-
ger Resuspension des Zellpellets in 1 ml Medium mit einer Verdiinnung von 1:3 erneut in T75-
Zellkulturflaschen ausgesdt. Hierzu wurden je 10 ml DMEM (+ 10 % FKS, + 1 % Anti-Anti)
in den einzelnen Zellkulturflaschen vorgelegt und jeweils 333 pl der jeweiligen Zellsuspension

hinzugegeben. Danach wurden die Zellkulturen erneut im Brutschrank inkubiert.
2.3.2.1 Lebendzellbestimmung

Die Ermittlung der Zellzahl pro Milliliter erfolgte durch die standardisierte manuelle Zahlung

mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop.

Um eine ausreichende Konfluenz der Zellen fiir die geplanten Experimente gewihrleisten zu
konnen, wurden in den 6-Well-Platten jeweils 170.000 Zellen pro Well der MCF7, T47D und
HCC38 Zellen ausgesit, sodass eine Konfluenz von 70 % vor der Zugabe des mit ACM ange-
reicherten Mediums erreicht wurde. Eine Zellzahl von 100.000 MDA-MB231 Zellen pro Well
fiihrte zu einem vergleichbar dichten Zellrasen. Bei Versuchsansitzen mit einer 12-Well-Platte
wurden je 85.000 Zellen pro Well an MCF7 und HCC38 Zellen gewihlt. Einen &hnlich dichten
Zellrasen erhielt man bei 75.000 T47D und 50.000 MDA-MB231 Zellen pro Well.

2.3.2.2 Behandlung der Zelllinien mit ACM
In allen Versuchsreihen wurden die vier Zelllinien parallel und auf dieselbe Weise behandelt.

Die Zellen wurden in 6-Well- bzw. 12-Well-Platten ausgesét und fiir 48 h in dem Standardme-
dium inkubiert. Dabei wurde das Zellwachstum regelméfBig mikroskopisch kontrolliert. 48 h
nach Zellaussaat wurde das Medium abgesaugt, alle Wells mit DPBS gewaschen und in jeweils
drei der sechs Wells SFM bzw. ACM zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen nochmals vor-
sichtig mit DPBS gereinigt. Danach konnte die Isolierung von RNA bzw. Proteinen erfolgen

oder eine Fixierung der Zellen fiir einen nachfolgenden AdipoRed-Assay durchgefiihrt werden.
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2.3.3 Untersuchung der Genexpression

2.3.3.1 RNA-Isolierung

Die Zellaussaat erfolgte fiir diese Versuchsreihe auf 6-Well-Platten. Alle Schritte wurden ab
dem Zeitpunkt der RNA-Ernte unter Kiihlung auf Eis durchgefiihrt. Fiir die RNA-Isolierung

wurden das RNeasy® Kit der Firma Quiagen verwendet.

Nach der Auflosung der Zellen mittels 350 ul RLT-Lysis-Buffer pro Well, wurde das Zelllysat
mit Zellschabern gesammelt und in ein QIAshredder Spin Sdulchen pipettiert. Die anschlie-
Bende Zentrifugation fiir 2 min bei 14.500 rpm diente der Homogenisierung der Lysate. Der
Durchfluss wurde mit dem gleichen Volumen (350 pl) an 70 %igem Ethanol gemischt und auf
Mini Spin Sédulchen pipettiert. Das Versetzen des homogenisierten Zelllysats mit Ethanol im
Mischungsverhéltnis 1:1 schaffte optimale Bindungsbedingungen fiir die RNA an die Kiesel-
sauremembran des RNeasy® Mini Saulchens. In dieses wurden jeweils 700 pl des Durchfluss-
Ethanol-Gemisches pipettiert und fiir 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Darauthin wurde die
Fliissigkeit verworfen, die sich wihrend des Zentrifugationsschrittes im Collection Tube ge-
sammelt hatte. AnschlieBend folgten weitere Waschschritte, um Verunreinigungen zu entfer-
nen. Zunichst wurden die Sdulchen mit je 700 pul des RW1-Buffers und 500 pl des RPE-Buffers
gewaschen, wobei die Tubes ebenfalls fiir je 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert wurden. Die
Zugabe von 500 pl des RPE-Buffers wurde ein weiteres Mal wiederholt, allerdings wurde die-
ser Reinigungsschritt fiir 2 min bei 10.000 rpm durchgefiihrt. Der Unterstand wurde nach jeder

Zentrifugation verworfen.

Nach den drei Waschschritten wurden die Séulen in ein frisches Collection Tube {iberfiihrt und
erneut flir 2 min bei 14.500 rpm zentrifugiert, um diese zu trocknen. Das Collection Tube wurde
gegen ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal konnte die RNA durch die Zugabe von 30
pl RNase-freiem Wasser und der anschliefenden einminiitigen Zentrifugation bei 10.000 rpm

aus den Saulchenmembranen eluiert werden.
2.3.3.2 Bestimmung des RNA-Gehalts

Die Konzentration (in ng/pul) und die Reinheit der gewonnenen RNA wurde fiir jede Probe mit
dem NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 der Firma Thermo Scientific (Waltham, USA) bei

260 nm und 280 nm gemessen. Als Leerkontrolle wurden zunichst 1,5 ul RNase-freies Wasser
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aufgetragen, dessen Werte bei den entsprechenden Wellenldngen bestimmt und der Nullwert

festgelegt.
2.3.3.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Fiir die cDNA-Synthese wurde 1 ug RNA eingesetzt und mit RNase-freiem Wasser auf ein
Volumen von schlussendlich 10 ul verdiinnt. Auch hier wurde ausschlief8lich auf Eis gearbeitet,
um vorzeitige und unerwiinschte Reaktionen zu vermeiden. Von einem ersten Mastermix — be-
stehend aus Random Hexamer Primern (500 pg/ml) und einem dNTP-Mix (500 uM) im Mi-
schungsverhéltnis 1:1 — wurden jeweils 2 pl in PCR-Tubes (0,2 ml; Eppendorf) pipettiert, bevor
diese kurz anzentrifugiert und anschliefend im Thermocycler fiir 5 min bei 65 °C inkubiert
wurden. Danach wurden die Tubes fiir mindestens 1 min auf Eis gestellt und erneut kurz an-

zentrifugiert, um sicherzustellen, dass alle Bestandteile in Losung waren.

Bei dem zweiten Mastermix, der sich aus einem RT-Puffer, 0,1 M DTT, RNasin und Super-
script im Mischungsverhéltnis von 4:2:1:1 zusammensetzte, war v.a. die Reverse Transkriptase
(Superscript) von Bedeutung, bei der es sich um eine RNA-abhingige DNA-Polymerase han-
delte. Wihrend Diethiothreitol der Stabilisierung dieses Enzyms diente, bewirkte RNasin eine
Inhibition der RNasen. Ein Volumen von 8 pl des zweiten Mastermixes wurden jeweils in die
PCR-Tubes zugegeben, bevor sie ein weiteres Mal im Thermocycler inkubiert wurden. Dabei
durchliefen die Tubes unterschiedliche Temperaturstufen — wie in der nachfolgenden Tabelle 1

beschrieben.

10 min 25°C
50 min 42 °C
15 min 70 °C
Store 4°C

Tabelle 1: RT-PCR-Bedingungen wihrend des zweiten Inkubationsschrittes im Thermocycler.
Die gewonnenen 20 ul cDNA wurden mit 80 ul Nuklease-freiem Wasser in 1,5 ml-Tubes ver-
diinnt und bei 4 °C bzw. zur Langzeitlagerung bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbe-

wabhrt.
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2.3.3.4 Quantitative PCR

Bei der Real Time oder auch quantitativen PCR (qPCR) werden die entstehenden PCR-Pro-
dukte mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und die Anreicherung dieser gemessen. Hierfiir
wurde der HOT FIREPol® EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne) verwendet. Er bestand
aus einer chemisch modifizierten HOT FIREPol-DNA-Polymerase, einem 5x EvaGreen qPCR-
Puffer (mit 12,5 mM MgCl,), dNTPs und dem fluoreszierenden EvaGreen-Farbstoff. In eine
durch die doppelstrangige DNA gebildete kleine Furche lagert sich der Farbstoff ein.

Hierzu wurden jeweils 2,5 pl der cDNA-Proben in eine MicroAmp® Optical 384-Well Reaction
Plate (Applied Biosystems®) pipettiert und mit 10 pl des zuvor hergestellten Mastermixes ver-
setzt. Die Mix-Losung setzte sich zusammen aus dem Forward- und Reverse-Primer fiir das
jeweilige Gen (je 300 nM Endkonzentration), dem zuvor genannten HOT FIREPol® EvaGreen
qPCR Mix Plus und Nuklease-freiem Wasser.

Durch das Aufbringen einer adhisiven Folie (MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems®)) wurden die Platten versiegelt, anschlieBend fiir 1 min bei 15.000 rpm zentrifu-
giert und in das QuantStudioTM 7 Flex Real Time PCR Geriit (Applied Biosystems®) einge-
bracht. Das nachfolgend beschriebene Programm wurde fiir die qPCR-Laufe mit je 40 Zyklen

verwendet:
e Hold-Stage: 95 °C, 10 min (Anstieg 1,6 °C/sec)
e PCR-Stage: 95 °C, 15 sec (Anstieg 1,6 °C/sec)
59 °C, 30 sec (Anstieg 1,6 °C/sec)
72 °C, 45 sec (Anstieg 1,6 °C/sec)
e Melt Curve-Stage: 95 °C, 15 sec (Anstieg 1,6 °C/sec)

49 °C, 1 min (Anstieg 1,6 °C/sec)

95 °C, 15 sec (Anstieg 0,05 °C/sec)

Der eingesetzte EvaGreen-Farbstoff reagiert allerdings nicht nur mit der Zielsequenz. Die In-
teraktionen mit Primer-Dimeren oder PCR-Nebenprodukten koénnen die Spezifitit des PCR-

Produkts beeintrichtigen. Deshalb war eine Uberpriifung dieser durch eine Schmelzkurvenana-
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lyse im Anschluss an die PCR nétig. Die qPCR-Aufzeichnung und Auswertung erfolgte mit-
hilfe der QuantStudios Design & Analysis Software. Zur Bestimmung der relativen Genexpres-
sion wurde die komparative CT-Methode eingesetzt, auch Delta-Delta-CT-Methode genannt.

Als humanes Referenzgen wurde GAPDH herangezogen.

2.3.4 Die biochemische Analyse von Proteinen mittels Western Blot

2.3.4.1 Herstellung von Proteinextrakten

Fiir die Herstellung von Zellextrakten wurden die Brustkrebszelllinien in 6-Well-Zellkultur-
platten ausgesét und in DMEM plus 10 % FKS und 1 % Anti-Anti inkubiert. Folgende Zellzah-
len wurden fiir diese Versuche eingesetzt: Es wurden jeweils 170.000 Zellen pro Well der
Brustkrebszelllinien MCF7, T47D und HCC38 verwendet. Da die MDA-MB231 Zellen unter
denselben Bedingungen und bei Inkubation in demselben Medium eine starkere Teilungsrate

aufwiesen, wurde die Zellzahl fiir diese Zelllinie auf 100.000 Zellen pro Well reduziert.

Nach 48 h wurde das verbrauchte Zellkulturmedium abgesaugt und die einzelnen Wells vor-
sichtig mit jeweils 2 ml DPBS gespiilt. AnschlieBend wurden jeweils 2 ml ACM oder SFM
zugegeben. Die SFM-Behandlung erfolgte an den Kontrollzellen. Die Medien wurden nach 24
h abgesaugt und mogliche Riickstdnde durch Waschen mit jeweils 2 ml DPBS entfernt. Schlief3-
lich wurden die Zellen in jeweils 200 ul eiskaltem RIPA-Puffer lysiert und mit einem Zellscha-
ber gelost.

Alle nachfolgenden Schritte wurden unter Kiihlung auf Eis durchgefiihrt, die Zelllysate wurden
in vorgekiihlte 1,5 ml-Eppendorf-Tubes pipettiert und fiir 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden anschlieBend in neue, gekiihlte Tubes iiberfiihrt und das
Pellet verworfen. AnschlieBend wurden die Proteine bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.
2.3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Es wurde eine Standardkurve aus unterschiedlichen Verdiinnungen einer BSA-Stocklosung
(Bovine Serum Albumine) mit Ausgangskonzentrationen von 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1,0 mg/ml,
0,75 mg/ml, 0,50 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml und 0 mg/ml BSA hergestellt. Die Protein-
konzentrationsmessung wurde mithilfe eines BCA-Protein-Assay-Kits (Biorad) vorgenommen,
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wobei eine Doppelbestimmung angewendet wurde. Dieser Art der Ermittlung des Proteinge-
halts lag folgende Reaktion zugrunde: Cu?*-Ionen wurden durch Proteine im alkalischen Milieu
zu Cu'*-Ionen reduziert. Cu'" bildete mit Bicinchoninsiure (BCA) einen violetten Komplex,
der kolorimetrisch nachgewiesen werden konnte. Es wurden zur Herstellung der BCA-L6sung
die Arbeitsldsungen des RC DC™ Protein Assay Kits (Biorad) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

In eine 96-Well-Platte wurden zunéchst je 5 pl der Standard- bzw. Proteinproben pipettiert,
bevor in jedes Well 25 ul der Arbeitslosung A+ und anschlieBend 200 pl der Arbeitslosung B
hinzugegeben wurden. Die Platte wurde in das vorbereitete Mikroplatten-Messgerit (CLA-
RIOstar Plus, bmg Labtech) eingebracht. Nach einer 15-miniitigen Inkubation abgedeckt bei
Raumtemperatur konnte die photometrische Messung der Absorption bei 750 nm und die Be-

stimmung der Proteinkonzentration erfolgen.
2.3.4.3 SDS-Gelelektrophorese

Mithilfe der Gelelektrophorese wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Durch die Zugabe von SDS (Natriumdodecylsulfat) und der daraus resultierenden negativen
Gesamtladung aller Proteine flossen diese zur Anode. Die groferen Molekiile bewegten sich
langsamer und wurden im oberen Teil des Gels zuriickgehalten, wéhrend kleinere Proteine

schneller in den unteren Gelabschnitt wanderten.

Es wurde jeweils die maximal mdgliche Menge an Protein (20-40 pg) bei einem schlussendli-
chen Probenvolumen von 40 pl pro Tasche eingesetzt. Nachdem die lysierten Proteine mit Lich-
rosolv® Reinstwasser und je 10 ul NuPage® LDS Sample Buffer (4X) und 4 ul des NuPage®
Sampel Reducing Agent (10X) (Invitrogen) versetzt worden waren, wurden die Eiweillproben

bei 80 °C fiir 3 min im Thermoblock denaturiert.

Das Novex™ WedgeWell™ 4-12 % Tris-Gylcine Gel (1.0 mm X 10 well; Invitrogen) wurde
mit jeweils 40 pl Probenvolumen beladen. Das zugegebene NuPage® Antioxidans stabilisierte
den reduzierten Zustand der Proteine und verhinderte, dass empfindliche Aminoséduren reoxi-
dierten. Die Elektrophorese lief in der dafiir vorgesehenen, mit Laufpuffer (10X) gefiillten
Kammer (XCell Sure Lock™ Mini-Cell; Invitrogen) 70 min bei 225 V und 22 A.
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2.3.4.4 Proteintransfer, -visualisierung und -detektion

Danach wurde das Sammelgel gemeinsam mit einer in Methanol aktivierten PVDF-Membran
(Immobilon® Transfer Membrane; Sigma-Aldrich) in die Blotkammer eingebracht. Es erfolgte
der Transfer der Proteinbanden auf die Membran entsprechend ihrer Lage auf dem Gel. Zusam-
men mit Filterpapieren und Schwammen, die zuvor mit Transferpuffer getrdnkt worden waren,
schichtete man sie unter Vermeidung von Luftblasen in die Blotkammer. Der zweistiindige

Proteintransferprozess fand bei einer Stromstidrke von 200 mA statt.

Der Transfer wurde durch eine Ponceau S-Férbung iiberpriift. Nach der Inkubation der Memb-
ran flir eine Minute in der Farbelosung wurde diese mithilfe von ddH20 wieder entférbt. Le-

diglich die vorhandenen Proteinbanden erschienen weiterhin rot.

Die Membranen wurden fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer fiinfprozentigen BSA-
Losung (5 g BSA auf 100 ml Waschpuffer TBS-T) blockiert, bevor die jeweiligen Priméaranti-
korperverdiinnungen hinzugegeben wurden. Der vorgeschaltete Blockierungsvorgang diente
der Besetzung unspezifischer Bindungsstellen. Die Antikorperinkubation erfolgte iiber Nacht
bei 4 °C auf einem Schiittler. Weitere Informationen zu den verwendeten Primérantikdrpern

sind Kapitel 2.2.5.1 Antikorper (Materialien) zu entnehmen.

Am darauffolgenden Tag wurde die Membran mit dem Waschpuffer TBS-T dreimal fiir 10min
gewaschen und mit den entsprechenden Sekundérantikdrpern donkey anti-rabbit IgG oder horse
anti-mouse IgG, die in derselben Blockierlosung wie zuvor die Primérantikdrpern verdiinnt
wurden, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der zehnminiitige Waschvorgang fand
danach drei weitere Male analog statt. AnschlieBend wurden die Banden durch Zugabe des
entsprechenden Entwicklungsreagenz sichtbar gemacht und mithilfe des ChemiDoc™ MP Ima-
ging System (Biorad) festgehalten. Je nach erwarteter Intensitit der Proteinbanden wurden die
Membranabschnitte mit Immobilon® Classico Western HRP Substrates (Millipore®) oder Im-
mobilon® Crescendo Western HRP Substrates (Millipore®) versehen. Die Darstellung schwach
hervortretender Banden lieB sich mithilfe des SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity

Substrates (Thermo Fisher Scientific) verbessern.
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2.3.5 AdipoRed-Assay
2.3.5.1 Fixierung der Zellen

Die vier Zelllinien wurden fiir diese Versuchsreihe auf 12-Well-Platten ausgesit. Nach 48 h
erfolgte der Mediumwechsel von DMEM zu ACM bzw. SFM, wie oben beschrieben. Weitere
24 h spater wurden die Brustkrebszellen — nach einem vorangegangenen Waschschritt mit
PBS(+) — mit 500 pl einer vierprozentigen Paraformaldehydldsung fixiert. Hierzu inkubierten
die Platten 10 min bei Raumtemperatur, bevor die Fixierlosung erneut mit PBS(+) abgewaschen

wurde.
2.3.5.2 AdipoRed-Firbung

Mithilfe des fiir die Firbung verwendeten AdipoRed™ Assay Reagenz (Lonza) lie sich die
intrazelluldre Lipidakkumulation quantifizieren. Aufgrund der Lipophilie konnte der Farbstoff

in die Fetttropfchen diffundieren, die nachfolgend bei 572 nm fluoreszierten.

Fiir diesen Versuchsansatz wurden 720 ul des AdipoRed™ Assay Reagenz zu 12 ml PBS(+)
gegeben und hiervon je 1 ml in jedes Well pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 bis 20
min im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden zwei Waschschritte durchgefiihrt — zuerst mit

PBS(+), im Anschluss mit PBS(-).

Die Fluoreszenzmessung bei ex 485 nm / 572 nm erfolgte an 20 x 20 Punkten pro Well in dem
Photometer Mikroplatten-Messgerdt (CLARIOstar Plus, bmg Labtech). Um die gemessenen
Fluoreszenzintensititen untereinander vergleichen zu koénnen, wurden die Proteine im An-
schluss mittels Cell Lysis Buffer geerntet und deren Konzentration ebenfalls bestimmt. Der

verwendete Puffer setzte sich zusammen aus 0,1 % SDS und 0,1 M NaOH.

Die Auswertung und die Feststellung einer statistischen Signifikanz der Differenz der einzelnen

Fluoreszenzintensitat (FI)

Quotienten erfolgte mit Graph Pad Prism. Die angewandten statisti-

Proteinkonzentration (ug/pl)

schen Tests sind Kapitel 2.3.7 Statistik zu entnehmen.
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2.3.6 Lipidomics

2.3.6.1 Gewinnung von Proteinextrakten

Fiir diese Versuchsreihe wurden die MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 Zellen ebenfalls
auf 6-Well-Platten mit je 2 ml DMEM-Néhrlosung ausgesit. Die Losung wurde nach 48 h durch
2 ml ACM bzw. SFM ersetzt und die Zellkulturplatten fiir weitere 24 h im Brutschrank inku-
biert.

Am darauffolgenden Tag wurden die Proteine mithilfe von 500 ul SDS (0,2 %) pro Well ge-
erntet. Nachdem SFM bzw. ACM vorsichtig mit einer Pipette entfernt worden war, wurden die
einzelnen Wells mit jeweils 2 ml DPBS gewaschen und anschlieend mit 500 pl SDS (0,2 %)
versetzt. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit auf einem Riittler wurden die entstandenen
Zelllysate mithilfe eines Zellschabers geldst und in ein vorgekiihltes 1,5 ml-Eppendorf-Tube
iiberfiihrt. Weitere 500 pl steriles Wasser wurden in die Wells pipettiert. Die moglicherweise
vorhandenen Riickstinde an Zellextrakten wurden mittels Zellschaber erneut gesammelt und in
dasselbe Eppendorf-Tube gegeben, in welchem sich die zuvor gewonnen Zelllysate bereits be-
fanden. Im Anschluss wurde die Proteinkonzentration bestimmt, wie es bereits zuvor in Kapitel

2.3.5.2 erlautert wurde.
2.3.6.2 Massenspektrometrische Untersuchung

Die folgenden Experimente zur qualitativen und quantitativen Analyse der Lipidzusammenset-
zung in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um PD Dr. Gerhard Liebisch und Dr. Marcus Ho-
ring (Institut fiir Klinische Chemie und Laboratiumsmedizin, Universitidtsklinikum Regens-
burg) durchgefiihrt. Fiir die quantitative Lipidomanalytik wurden vor der Lipidextraktion in-
terne Standards hinzugefiigt. Zur Lipidgewinnung wurden jeweils 100 pg Protein gemdfl dem

Protokoll von Bligh und Dyer eingesetzt (BLIGH und DYER 1959).

Im Anschluss wurden die Lipide mithilfe der direkten FlieBinjektionsanalyse (FIA) mit einem
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (FIA-MS/MS) und einem hochauflésenden Hybrid-
Quadrupol-Orbita-Massenspektrometer (FIA-FTMS) untersucht. Fiir die Durchfiihrung der
FIA-MS/MS wurde der Positiv-Ionen-Modus gewéhlt unter Verwendung des zuvor beschrie-

benen analytischen Aufbaus (Liebisch et al. 2004; Liebisch et al. 2006). Die einzelnen Lip-
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idklassen wurden unter Zuhilfenahme verschiedener Fragment-Ionen mit jeweils unterschied-
lichen Masse-Ladungsverhéltnissen analysiert (Liebisch et al. 1999; Liebisch et al. 2002;
Matyash et al. 2008).

Die Analyse der Glycerophospholipidarten erfolgte basierend auf der Annahme, dass lediglich
geradzahlige Kohlenstoffketten beriicksichtigt werden. Die FIA-FTMS-Methode wurde in ei-
ner Verdffentlichung von Horing et al. kiirzlich detailliert beschrieben (Horing et al. 2020; Ho-
ring et al. 2021). Die Aufzeichnung der Triglyceride (TG), Diglyceride (DG) und Cholesteri-
nester (CE) wurde im Positiv-lonen-Modus als [M+NH4]+ mit einer Zielauflosung von
140.000 (bei 200 m/z) durchgefiihrt. Eine speziesspezifische Reaktion der CE erforderte eine
Korrektur derselben (Horing et al. 2019). Im negativen Ionen-Modus als [M+NH4]- wurden
Phosphatidylcholine (PC) und Sphingomyeline (SM) unter Verwendung identischer Auflo-
sungseinstellungen analysiert. Das freie Cholesterin (FC) und der entsprechende interne Stan-

dard (FC[D7]) wurde mithilfe der Multiplex-Akquisition (MSX) bestimmt (Hoéring et al. 2019).

2.3.7 Statistik

Fiir die statistische Analyse der gewonnenen Daten wurde Graph Pad Prism verwendet. Zur
Testung der statistischen Signifikanz zwischen zwei Gruppen wurde ein T-Test durchgefiihrt.
Mithilfe eines One Way ANOVA erfolgte der Vergleich mehrerer Gruppen untereinander.
Nachfolgend wurde hier jeweils ein Tukey-Test als Post-hoc-Test angewandt. Das Signifikanz-

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

3.1 Untersuchungen zur Einlagerung von Lipiden in den Brustkrebszellli-

nien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231

Mithilfe eines fluoreszenzbasierten Verfahrens (AdipoRed-Assay) wurde die intrazelluldre Ak-
kumulation von Neutrallipiden in den beiden ER+ Brustkrebszelllinien MCF7 und T47D sowie
in den beiden TNBC HCC38 und MDA-MB231 quantifiziert. Die quantitative Bestimmung der
intrazelluldren Konzentration von Neutrallipiden erfolgte nach der Inkubation der Zellen in ei-

nem Kontrollmedium (SFM), sowie in Anwesenheit von ACM.

Die vier Zelllinien wiesen nach der Inkubation in SFM signifikant unterschiedliche Konzentra-
tionen an Neutrallipiden auf (Abbildung 3A). Nach der Inkubation in SFM waren die Lipid-
konzentrationen in den ER+ Zelllinien hoher als in den TNBC. Die hochste Lipidkonzentration
wurde in T47D Zellen nachgewiesen (Abbildung 3A, Tabelle 2). In Anwesenheit von ACM
zeigte sich in allen vier Zelllinien eine deutliche Akkumulation von Neutrallipiden. Die relative
Zunahme der Neutrallipide war fiir alle vier Zelllinien statistisch signifikant (Abbildung 3B,
Tabelle 2). Die hochsten Konzentrationen in Anwesenheit von ACM, sowie die hochste relative
Zunahme der Lipidkonzentration (3,8-fach) konnte in T47D Zellen nachgewiesen werden (Ta-
belle 2). Der Konzentrationsanstieg der drei anderen untersuchten Brustkrebszelllinien bewegte

sich zwischen 2,4 bis 3,2-fach.
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Abbildung 3: Bestimmung der intrazelluliren Konzentration von Neutrallipiden mittels AdipoRed-Assay. (4) Die Abbildung
zeigt die Fluoreszenzintensitdit (FI) normalisiert auf die zelluldre Proteinkonzentration (ug/ul) der Zelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 Zellen nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM bzw. dem mit ACM angereicherten Medium.
(B) Relative Zunahme (fold change) der Fluoreszenzintensitdit nach Inkubation in ACM versus SFM.

SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 53.032 137.575 2,6 <0,001
T47D 78.152 268.966 3,8 <0,001
HCC38 36.513 114.875 3,2 <0,001
MDA-MB231 46.001 107.774 2,4 <0,001

Tabelle 2: Vergleich der intrazelluliren Neutrallipid-Konzentrationen in SFM und nach Zugabe von ACM (AdipoRed As-
say). In der Tabelle sind die Fluoreszenzintensitdten (F1) der vier Brustkrebszelllinien normalisiert auf die zelluldren Protein-
konzentrationen (ug/ul) nach der Inkubation in SFM bzw. ACM aufgefiihrt. Der Fold Change beschreibt die relative Zunahme
der intrazelluliren Neutrallipidkonzentration. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

3.2 Lipidomics

Fiir eine detaillierte Betrachtung der zelluldren Lipidkomposition wurden quantitative massen-
spektrometrische Analysen des zelluldren Lipidoms der vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 durchgefiihrt.
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3.2.1 Betrachtung der Haupt-Lipidklassen

Zunichst erfolgte eine Analyse der Hauptklassen der Lipide (Abbildung 4 und 5). Ein Vergleich
der Lipidklassen zwischen den vier Zelllinien einerseits nach der Inkubation in SFM anderer-
seits in Anwesenheit von ACM ist in Abbildung 4 (,,line scatter* Diagramm) dargestellt. Die
Verteilung der Hauptlipidklassen innerhalb einer Zelllinie ist in Abbildung 5 dargestellt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des AdipoRed-Assays zur Quantifizierung der
Neutrallipide zeigte sich in Anwesenheit von ACM in allen Zelllinien eine deutliche Zunahme
der intrazelluldren Triglycerid-Konzentration (Abbildung 4 und 5). Die hochsten Triglycerid-
Konzentrationen sowohl nach der Inkubation in SFM als auch in Anwesenheit von ACM wur-
den in den T47D Zellen nachgewiesen. Auch fiir die ebenfalls zu den Speicherlipiden gehoren-
den Diglyceride zeigte sich nach der Inkubation in SFM ein dhnliches Muster: In den T47D
Zellen wurden die hochsten DG-Konzentrationen nachgewiesen. Diese sank allerdings in An-
wesenheit von ACM, wihrend in den TNBC Zelllinien die Anwesenheit von ACM einen DG-
Konzentrationsanstieg bewirkte (Abbildung 4 und 5).

Die Analyse der Sterole (Cholesterinester (CE) und Freies Cholesterin (FC)) zeigte keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen den ER+ und TNBC Zellen (Abbildung 4 und 5). Die Anwe-

senheit von ACM fiihrte tendenziell zu geringeren Konzentrationen an freiem Cholesterin.

Zu den Membranlipiden gehoren die Klassen der Sphingo- und der Glycerophospholipide. Den
Sphingolipiden werden die Ceramide (Cer), Hexosylceramide (HexCer) und Sphingomyeline
(SM) zugeordnet. Fiir die zelluldre Cer-Konzentration konnten wir Unterschiede zwischen den
ER+ und TNBC Zelllinien feststellen. Bereits nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM
waren die Cer-Konzentrationen in den TNBC hoher als in ER+ Zelllinien. Die Anwesenheit
von ACM fiihrte zu einem weiteren Anstieg in den TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-MB231
um den Faktor 1,2 bzw. 1,4, wohingegen die Cer-Konzentrationen in den ER+ Zellen unverin-
dert blieb. Auch die SM-Konzentrationen waren in den TNBC Zellen hoher (Abbildung 4 und
5).

Die Glycerophospholipide Lysophosphatidylcholin (LPC) und Lysophosphatidylethanolamin
(LPE) wiesen in den TNBC hohere Konzentrationen auf als in den ER+ Zellen. Die Anwesen-

heit von ACM hatte keinen signifikanten Einfluss auf die LPC- und LPE-Konzentrationen in
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allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien. Ein vergleichbares Muster, mit héheren Konzent-
rationen in den TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-MB231, zeigte sich auch fiir die Phos-
phatidylséure (PA), Phosphatidylserin (PS) und die Phosphatidylethanolamin basierten Plas-
malogen (PE P). Zudem fiihrte die Anwesenheit von ACM in beiden TNBC Zelllinien zu einem
Konzentrationsanstieg der PE P um den Faktor 1,3. Die hochsten Lipidkonzentrationen wurden
in allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien fiir die Phosphatidylcholine (PC) nachgewiesen
(Abbildung 4 und 5). In den ER+ Brustkrebszelllinien wurden sowohl nach der Inkubation im
Kontrollmedium SFM als auch in Anwesenheit von ACM vergleichbare Konzentrationen beo-
bachtet. In den TNBC Zelllinien stieg die PC-Konzentration in Anwesenheit von ACM um 25
bis 30 % an (Abbildung 4 und 5).

Die Phosphatidylethanolamine (PE) zeigten als einzige der untersuchten Lipidklassen in den
ER+ hohere Konzentrationen als in den TNBC Zellen. Der PE-Konzentrationsanstieg in An-
wesenheit von ACM war dahingegen in keiner Zelllinie statistisch signifikant (Abbildung 4 und
5).

Keine konsistenten Unterschiede zwischen den ER+und TNBC Zelllinien zeigten sich fiir Car-
diolipin (CL), Phosphatidylcholinether (PC O), Phosphatidylglycerol (PG), Phosphatidylinosi-
tol (PI). AuBBerdem wurden fiir diese Lipidklassen keine Konzentrationsdnderungen in Anwe-
senheit von ACM im Vergleich zur Kontrollgruppe nach der Inkubation in SFM beobachtet
(Abbildung 4 und 5). Detaillierte Betrachtungen der Speicher- und Membranlipide werden im
Folgenden dargestellt.
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Abbildung 4: Vergleich der Konzentrationen der Hauptlipidklassen in ER+ und TNBC Zelllinien. Dargestellt sind die Kon-
zentrationen der Sterol- (CE, FC), Speicher- (DG, TG) und Membranlipide (Cer, HexCer, SM, LPC, LPE, CL, PA, PC, PC O,
PE, PE P, PI, PS) fiir die Zelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM
(griin) bzw. ACM (rot). Man beachte die unterschiedliche Skalierung der y-Achsen (Lipidkonzentration in nmol/mg Zellpro-
tein).
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Abbildung 5: Vergleich der Konzentrationen der Hauptlipidklassen in den Brustkrebszelllinien MCF7 (A), T47D (B),
HCC38 (C) und MDA-MB231 (D). Die Abbildung zeigt die Lipidkonzentrationen (nmol/mg Protein) in den vier Brustkrebs-
zelllinien nach der Inkubation in SEM (griin) bzw. in Anwesenheit von ACM (rot). Statistisch signifikante Anderung in Anwe-
senheit von ACM im Vergleich zur Inkubation in SFM sind gekennzeichnet (* entspricht p < 0,05). Die y-Achsen weisen zur
besseren Darstellungsmoglichkeit unterschiedliche Skalierungen auf.
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3.2.1.1 Speicherlipide

Triglyceride Diglyceride
SFM ACM Fold P- Wert | SFM ACM Fold P-Wert

Change Change
MCF7 1.4 21,8 15,4 <0,0001 | 0,3 0,4 1,2 0,7015
T47D 4,1 49,0 12,0 <0,0001 | 1,5 0,5 0,4 <0,0001
HCC38 0,9 39,7 42,9 <0,0001 | 0,5 1,3 2,7 <0,0001
MDA-MB231 | 0,9 33,1 35,9 <0,0001 | 0,8 0,9 1,1 0,7314

Tabelle 3: Konzentration der Speicherlipide (nmol/mg Protein) in den ER+ und triple negativen Zellen in Abhiingigkeit
vom Medium (SFM, ACM). Die Tabelle zeigt die Konzentrationen der Triglyceride und Diglyceride in den vier Zelllinien
MCF?7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM. Der Fold Change ist
aufgrund der Ubersicht iiber Konzentrationszu- und -abnahme in den Zelllinien mit aufgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen.

Bereits die zuvor erlduterten Untersuchungen im Rahmen des AdipoRed-Assays zeigten Un-
terschiede in der Akkumulation von Neutrallipiden zwischen den vier Brustkrebszelllinien. Bei
den nachgewiesenen Neutrallipiden handelte es sich vor allem um intrazelluldre Triglyceride
(TG). Fiir diese Lipidklasse wurden die stirksten Konzentrationsunterschiede nachgewiesen
(Tabelle 3). Nach der Inkubation in SFM zeigten die TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-
MB231 tendenziell geringere TG-Konzentrationen als die ER+ Zellen. Die Anwesenheit von
ACM fiihrte in den ER+ Zellen zu einem 12,0 bzw. 15,4-fachen Anstieg der TG-Konzentration.
In den TNBC Zellen war die Konzentrationszunahme vergleichsweise stirker ausgeprigt
(HCC-38: 42,9-fach; MDA-MB231: 35,9-fach). Der Konzentrationsanstieg in Anwesenheit
von ACM war in den TNBC HCC38 statistisch signifikant verschieden zu demjenigen in den
ER+ MCF7 Zellen (p=0,001). Ein signifikanter Unterschied der Konzentrationszunahme zeigte
sich ebenso zwischen den MDA-MB231 und ER+ Zellen (MCF7: p = 0,02; T47D: p = 0,0005).

Die DG-Konzentrationsdnderung unterschied sich zwischen den ER+ und TNBC Zelllinien
nicht (Tabelle 3). Interessanterweise wiesen die T47D Zellen nach der Inkubation in SFM die
hochste DG-Konzentration auf — dhnliches wurde fiir die TG-Konzentration nach der SFM-
Inkubation beobachtet. Jene sank in Anwesenheit von ACM um den Faktor 3. Wéhrend in der
TNBC Zelllinie HCC38 die Anwesenheit von ACM einen statistisch signifikanten 2,7-fachen
DG-Konzentrationsanstieg bedingte, waren die Konzentrationsdnderungen in den ER+ MCF7
und TNBC MDA-MB231 Zellen jedoch tendenziell vergleichbar und nicht statistisch signifi-
kant (Tabelle 3).
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3.2.1.2 Membranlipide

PCO PA
SFM ACM Fold P-Wert | SFM ACM Fold P-Wert
Change Change
MCF7 1,1 1,8 1,7 0,3298 15,3 15,4 1,0 0,7207
T47D 3.9 4,3 1,1 0,5925 23,7 24,0 1,0 0,0201
HCC38 6,9 10,9 1,6 <0,0001 | 19,5 25,0 1,3 0,0034
MDA-MB231 3,9 4,7 1,2 0,2769 15,2 18,1 1,2 0,6594

Tabelle 4: Konzentration der Membranlipide (nmol/mg Protein) in den ER+ und TNBC Zellen in Abhdingigkeit vom Me-
dium (SFM, ACM). Aufgefiihrt sind die Konzentrationen der Phosphatidylcholinether (PC O) und Phosphatidylsdure (PA) in
den MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 Zellen nach Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von ACM.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Auch die Konzentrationen der Membranlipide unterschieden sich in den untersuchten ER+ und
TNBC Brustkrebszelllinien im Vergleich nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von
ACM. Die geringsten Konzentrationen des Glycerophospholipids PC O wurden in den ER+
MCEF7 Zellen beobachtet (Tabelle 4). Die TNBC HCC38 Zellen zeigten die hochsten PC O-
Konzentrationen und eine statistisch signifikante Zunahme (1,6-facher Anstieg) in Anwesen-
heit von ACM. Die Lipidkonzentrationen in den T47D und MDA-MB231 Zellen blieben auch
in Anwesenheit von ACM vergleichsweise konstant. Somit zeigten lediglich die TNBC Zellli-
nie HCC38 einen statistisch signifikanten Unterschied in Anwesenheit von ACM im Vergleich
zur Inkubation der Zellen in SFM (Tabelle 4). Auch wurden statistisch signifikante Unter-
schiede der PC O-Konzentration in Abhéngigkeit des Hormonrezeptorstatus nachgewiesen. So
waren die PC O-Konzentrationen nach der Inkubation in SFM in den TNBC HCC38 und ER+
MCF7 (p <0,0001) bzw. T47D Zellen (p = 0,001) signifikant verschieden. Auch in Anwesen-
heit von ACM wurden signifikant unterschiedliche PC O-Konzentrationen beobachtet (HCC38-
MCF7: p <0,0001; HCC38-T47D: p <0,0001). Die PC O-Konzentration in den MDA-MB231
Zellen unterschied sich statistisch signifikant zu derjenigen in den MCF7 Zellen — sowohl nach

der Inkubation in SFM (p = 0,0028) als auch in Anwesenheit von ACM (p = 0,002).

Die PA-Konzentration waren nach der Inkubation in SFM in den ER+ T47D Zellen am hochs-
ten (Tabelle 4). Wahrend die PA-Konzentrationen in den ER+ Zelllinien in Anwesenheit von
ACM weitestgehend konstant blieben, wiesen die TNBC HCC38 Zellen in Anwesenheit von
ACM einen signifikanten 1,3-fachen Anstieg der PA-Konzentration auf (p = 0,0034) (Tabelle
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4). Auch die MDA-MB231 Zellen zeigten in Anwesenheit von ACM tendenziell hohere PA-
Konzentrationen. Die PA-Konzentrationen waren sowohl nach der Inkubation in SFM als auch
in Anwesenheit von ACM unterschiedlich in den ER+ MCF7 (SFM: p = 0,0004, ACM: p =
0,0003) bzw. T47D (SFM: p = 0,0080, ACM: p <0,0001) zu denjenigen in der TNBC Zelllinie
MDA-MB231. Statistisch signifikant verschieden waren auch die PA-Konzentrationen in den
HCC38 in Anwesenheit von ACM im Vergleich zu den ER+ Zellen (MCF7: p < 0,0001, T47D:
p=0,0154).

PE P Cer
SFM ACM Fold P-Wert | SFM ACM  Fold P-Wert
Change Change
MCF7 0,4 0,8 1,8 0,6396 | 0,2 0,2 0,9 0,8396
T47D 0,2 0,3 1,5 0,8907 | 0,4 0,5 1,1 0,6332
HCC38 6,9 9,3 1,3 0,0027 | 0,7 1,0 1,4 0,0013
MDA-MB231 5,4 6,6 1,2 0,1039 | 1,0 1,2 1,2 0,0099

Tabelle 5: Konzentration der Membranlipide (nmol/mg Protein) in den ER+ und TNBC Zellen in Abhdingigkeit vom Me-
dium (SFM, ACM). Aufgefiihrt sind die Konzentrationen der Phosphatidylethanolamin-basierten Plasmalogen (PE P) und der
Ceramide (Cer) in den MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 Zellen nach Inkubation im Kontrollmedium SFM und in An-
wesenheit von ACM. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Interessanterweise zeigten sich bereits nach der Inkubation in SFM deutlich (13 bis 34-fach)
hohere PE P-Konzentrationen in den TNBC als in den ER+ Zellen (Tabelle 5). Die PE P-Kon-
zentrationen stiegen in Anwesenheit von ACM in allen vier Zelllinien an, wobei lediglich die
1,3-fache Konzentrationszunahme der HCC38 Zellen statistische Signifikanz aufwies (p =
0,0027). Auch in Anwesenheit von ACM zeigten sich die Unterschiede in Abhingigkeit des
Hormonrezeptorstatus: So waren die PE P-Konzentrationen in Anwesenheit von ACM in den

TNBC ebenso signifikant hoher als in den ER+ Zellen (je p < 0,0001).

Auch zeigten die TNBC Zellen einen statistisch signifikanten Konzentrationsanstieg der zu den
Sphingolipiden zdhlenden Ceramide (Cer) in Anwesenheit von ACM (HCC38: 1,4-fach, p =
0,0013; MDA-MB231: 1,2-fach, p = 0,0099). Dies konnte fiir die ER+ Zellen nicht beobachtet
werden (Tabelle 5). Auch waren die Cer-Konzentrationen in den TNBC Zellen sowohl nach

der Inkubation in SFM als auch in Anwesenheit von ACM signifikant hoher als in den ER+
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Zellen (MDA-MB231: SFM: MCF7: p < 0,0001; T47D: p = 0,0013; ACM je p < 0,0001)
(HCC38 je p <0,0001).

3.2.2 Betrachtung der Lipidspezies

Im Anschluss wurde eine detaillierte Analyse der zuvor genannten Lipidklassen hinsichtlich
der zugrundeliegenden Lipid-Spezies, der durchschnittlichen Kettenldnge und des Séttigungs-
grads durchgefiihrt. Die nachfolgenden Angaben der prozentualen Anteile beziehen sich auf
Untersuchungen der vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach
der Inkubation in konditioniertem Medium (mit ACM).

3.2.2.1 Speicherlipide

Auch hier wurden zunichst die Speicherlipide DG und TG betrachtet und untersucht, ob sich
deren Komposition beziiglich der Kettenldnge und des Sittigungsgrades abhingig vom Hor-

monrezeptorstatus unterschied.
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Abbildung 6: Prozentuale Anteile der Speicherlipidkettenlingen. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der unterschied-
lichen Kettenlingen der Triglyceride (TG) (C46 — C60) und Diglyceride (DG) (C32 — C38) in den vier Brustkrebszelllinien
MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 in Anwesenheit von ACM. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den ER+
und TNBC Zellen wurden nachgewiesen fiir die DG mit einer Kettenlinge von 38 Kohlenstoffatomen (p < 0,0001).

Sowohl in den ER+ MCF7 und T47D Zellen als auch in den TNBC HCC38 und MDA-MB231
Zellen waren die TG-Spezies mit einer mittleren Kettenldnge und einer geraden Anzahl an Koh-
lenstoffatomen (C52 (33,3% - 45,2%), C54 (37,1% - 51,8%)) vorherrschend (Abbildung 6).
Die kurzkettigen Lipidmolekiile (C46 (0,4% - 1,1%), C48 (2,6% - 6%)) wurden zu geringeren
Anteilen nachgewiesen. Auch die langerkettigen TG waren mit 2,8% - 9,7% (C58) bzw. 0,7%
- 4,4% (C60) zu geringeren Anteilen anzutreffen als die Lipide mit mittlerer Kettenldnge (Ab-
bildung 6). Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied beziiglich des prozentualen

Anteils der einzelnen TG-Kettenldngen zwischen den ER+ und TNBC Zellen.

Die DG wiesen in den allen vier Brustkrebszelllinien zumeist eine Kettenldnge von 34 (33,3%
- 45,2%) und 36 Kohlenstoffatomen (37,1% - 51,8%) auf (Abbildung 6). Wahrend die prozen-
tualen Anteile der C32-Ketten (7,0% - 10,7%) in den MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231
Zellen nicht statistisch signifikant verschieden waren, wurden in den TNBC Zellen grofB3ere

prozentuale Anteile der langerkettigen DG (C38) als in den ER+ Zellen beobachtet (p <0,0001).

Bei der Betrachtung der Anteile der unterschiedlichen Séttigungsgrade der Speicherlipide erga-

ben sich folgende Ergebnisse:
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Abbildung 7: Prozentuale Anteile der Sittigungsgrade der Speicherlipide. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der un-
terschiedlichen Sdttigungsgrade der Triglyceride (TG) und Diglyceride (DG) in den vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 in Anwesenheit von ACM. Statistisch signifikante Unterschiede in Abhdngigkeit des Hormonrezep-
torstatus waren gegeben fiir die TG mit fiinf bis acht Doppelbindungen, fiir die DG mit drei und vier Doppelbindungen.

Wihrend die zwei- (28,2% - 41,8%) und dreifach (24,0% - 40,7%) ungesittigten TG in allen
vier untersuchten Brustkrebszelllinien im Vergleich am héaufigsten anzutreffen waren, zeigten
sich flir die geringeren Sittigungsgrade (DBS bis DBS8) statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den ER+ und TNBC Zellen (Abbildung 7). So waren die flinffach ungesittigten TG
in den TNBC HCC38 (8,5%) und MDA-MB231 (10,2%) hédufiger vertreten als in den MCF7
(5,2%) und T47D Zellen (2,9%) (p < 0,0001). Gleiches galt fiir die TG-Molekiile mit sechs
(MCF7: 2,8%, T47D: 0,8%, HCC38: 5,0%, MDA-MB231: 8,3%), sieben (MCF7: 1,5%, T47D:
0,16%, HCC38: 2,5%, MDA-MB231: 5,5%) und acht (MCF7: 0,05%, T47D: 0,003%, HCC38:
0,8%, MDA-MB231: 1,9%) Doppelbindungen (DB6, DB7, DBS je p < 0,0001). Die Untersu-
chung der Sattigungsgrade der DG-Molekiile zeigte die prozentual hdchsten Anteile der ein-
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(40,4% - 54,0%) und zweifach (29,6% - 41,0%) ungesittigten Lipide (Abbildung 7). Dies galt
sowohl fiir die ER+ als auch die TNBC Zellen. Statistisch signifikant unterschiedlich waren die
prozentualen Anteile der drei- und vierfach ungeséttigten DG in den ER+ und den TNBC Zell-
linien. So wurden in den HCC38 (DB3: 12,1%, DB4: 12,2%) und MDA-MB231 Zellen (DB3:
12,5%, DB4: 7,5%) die Lipide mit geringeren Sittigungsgraden hdufiger nachgewiesen als in
den MCF7 (DB3: 8,8%, DB4: 0,3%) und T47D Zellen (DB3: 6,5%, DB4: 1,0%) (DB3, DB4 je
p <0,0001).

3.2.2.2 Membranlipide

Nach den Speicherlipiden wurden ebenso die Membranlipide beziiglich ihrer Kettenldngen und

Sattigungsgrade untersucht.
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Abbildung 8: Prozentuale Anteile der Membranlipidkettenlingen. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der unterschied-
lichen Kettenldngen der Phosphatidylcholinether (PC O), Phosphatidylsiure (PA), Phosphatidylethanolamin basierten Plas-
malogen (PE P) und Ceramide (Cer)in den vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 in Anwesenheit
von ACM.

Die PC O-Kettenldngen mit mindestens 34 Kohlenstoffatomen waren in den MCF7 (C34:
32,1%, C36: 25,2%, C38: 27,7%) und in den TNBC HCC38 (C34: 30,1%, C36: 25,9%, C38:
17,1%) und MDA-MB231 Zellen (C34: 28,3%, C36: 34,4%, C38: 23,3%) am hiufigsten anzu-
treffen (Abbildung 8). Die T47D Zellen zeigten mit einem prozentualen Anteil von 34,9% zu-
meist Kettenldngen mit 38 Kohlenstoffatomen. In den T47D Zellen wurden im Gegensatz zu
den anderen drei untersuchten Brustkrebszellen die C30-Kettenldnge vergleichsweise hdufig
nachgewiesen (25,8%). Da sich dies nur auf die T47D Zellen bezog, konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied in Abhédngigkeit des Hormonrezeptorstatus der Zellen belegt werden.
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Signifikant unterschiedliche prozentuale Anteile zeigten die C32-Ketten — in den TNBC
HCC38 (16,5%) und MDA-MB231 Zellen (10,1%) wurden diese hdufiger nachgewiesen als in
den ER+ MCF7 (5,8%) und T47D Zellen (0,013%) (p < 0,0001).

Die PA-Molekiile wiesen in allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien prozentual am héu-
figsten Kettenldngen mit 34 (37,2% - 43,7%) und 36 (38,8% - 45,5%) Kohlenstoffatomen auf
(Abbildung 8). In den ER+ Zellen (MCF7: 0,6%, T47D: 0,5%) waren die langerkettigen PA-
Molekiile (C38) zu statistisch signifikant geringeren prozentualen Anteilen aufzufinden als in

den TNBC HCC38 (12,5%) und MDA-MB231 Zellen (9,1%) (p < 0,0001).

Statistisch signifikante Unterschiede der PE P-Kettenldngen zwischen den ER+ und TNBC
Zelllinien zeigten sich fiir die Lipidmolekiile mit 34 und 38 Kohlenstoffatomen (Abbildung 8).
In MCF7 (35,9%) und T47D Zellen (26,0%) wurden die kiirzeren PE P (C34) hiufiger nachge-
wiesen als in HCC38 (9,8%) und MDA-MB231 Zellen (8,4%) (p <0,0001). Die TNBC Zellli-
nien wiesen dagegen statistisch signifikant grofere prozentuale Anteile der langeren Lipidmo-
lekiile (C38) (HCC38: 42,5%, MDA-MB231: 47,4%) auf als die ER+ Zelllinien (MCF7: 8,2%,
T47D: 28,6%) (p < 0,0001).

Die Cer wiesen sowohl in den ER+ als auch in den TNBC Zelllinien vermehrt langere Mole-
kiilketten (C42) auf (45,1% - 66,7%) (Abbildung 8). In den T47D Zellen wurden zudem die
kurzkettigen Lipide (C34) mit 50,5% festgestellt. Da die Anteile der C34-Lipidketten in den
MCF7 (22,3%), HCC38 (32,0%) und MDA-MB231 Zellen (15,0%) jedoch nicht statistisch
signifikant verschieden waren, war kein Einfluss des Hormonrezeptorstatus auf die Cer-Ket-

tenlédngen nachweisbar.
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Abbildung 9: Prozentuale Anteile der Sittigungsgrade der Membranlipide. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der

Sdttigungsgrade der PC O, PA, PE P und Cer in den vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 in

Anwesenheit von ACM.

Die Untersuchung der Séttigungsgrade der Membranlipide lieferte folgende Ergebnisse: Die
ein- (35,5% - 73,0%) und zweifach (17,7% - 36,1%) ungesittigten PC O-Molekiile wurden in
allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien prozentual am héiufigsten beobachtet (Abbildung
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9). In den TNBC Zelllinien HCC38 (DBO: 5,8%, DB4: 7,3%) und MDA-MB231 (DBO: 3,9%,
DB4: 6,6%) zeigten sich signifikant hohere Anteile der gesittigten und vierfach ungeséttigten
PC O. In den ER+ MCF7 (DBO: 0%, DB4: 1,6%) und T47D Zellen (DBO: 0,013%, DB4: 0,4%)

waren diese zu prozentual geringeren Anteilen anzutreffen (p < 0,0001).

Die PA-Molekiile wiesen in jeder der vier betrachteten Zelllinien am haufigsten eine (48,4% -
25,3%) oder zwei (25,3% - 37,5%) Doppelbindungen auf (Abbildung 9). In den TNBC HCC38
(DB3: 11,3%, DB4: 8%) und MDA-MB231 Zellen (DB3: 11,3%, DB4: 3,9%) waren die pro-
zentualen Anteile der drei- und vierfach ungesittigten PA statistisch signifikant hoher als in
den ER+ MCF7 (DB3: 9% (p = 0,0007), DB4: 1,3% (p < 0,0001)) und T47D Zellen (DB3:
4,3%, DB4: 0,7% (je p < 0,0001)).

In allen vier Brustkrebszelllinien wurden zumeist fiinffach ungesittigte PE P (29,1% - 42,8%)
nachgewiesen (Abbildung 9). Ein statistisch signifikanter Unterschied in Abhéngigkeit des
Hormonrezeptorstatus zeigte sich fiir folgende Sattigungsgrade: Die Lipide mit einer oder sechs
Doppelbindungen wurden in den TNBC HCC38 (DBI1: 3,0%, DB6: 23,6%) und MDA-MB231
Zellen (DB1: 3,5%, DB6: 34,2%) haufiger beobachtet als in den ER+ MCF7 (DB1: 0,9%, DB6:
9,2%) und T47D Zellen (DB1: 1,0%, DB6: 12,7%) (p < 0,0001). Wohingegen die zwei- und
dreifach ungesittigten PE P in den ER+ (DB2: 24,2% bzw. 24,6%, DB3: 20,8% bzw. 10,7%)
prozentual grofBere Anteile bildeten als in den TNBC Zellen (DB2: 9,2% bzw. 6,0%, DB3: 3,8%
bzw. 7,0%) (p < 0,0001).

Die Sattigungsgrade der Cer-Molekiile unterschieden sich in allen vier untersuchten Brust-

krebszelllinien nicht statistisch signifikant (Abbildung 9).
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3.3 Expression von PPAR-Zielgenen in unterschiedlichen humanen Brust-

krebszelllinien nach der Inkubation SFM und in Anwesenheit von ACM

Es wurde untersucht, inwiefern die Anwesenheit von ACM im Nihrmedium FEinfluss auf die
Expression von ausgewdhlten PPAR-Zielgenen nimmt. Hierzu wurde mithilfe der quantitativen
Echtzeit-PCR die relative Genexpression in den vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 analysiert. Die Expression der PPAR-Zielgene wurde nach Inkuba-

tion im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von ACM gemessen.
3.3.1 ANGPTL4

Eine Expression von ANGPTL4 war in allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien MCF7,
T47D, HCC38, MDA-MB231 nachweisbar. Die relative ANGPTL4-Expression unterschied
sich in den einzelnen Zelllinien sowohl nach der Inkubation in SFM als auch in Anwesenheit

von ACM (Abbildung 10).
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Abbildung 10: ANGPTLA. Dargestellt ist die relative ANGPTL4-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF?7,
T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SEM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Es wurde
ein One Way ANOVA (Post-hoc Tukey-Test) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt (* fiir p =
0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002,; **** p < 0,0001).
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Nach Inkubation der Zellen im Kontrollmedium SFM wiesen die MDA-MB231 Zellen die ge-
ringste relative Genexpression im Mittel auf — gefolgt von den ER+ MCF7 Zellen (Tabelle 6).
In den HCC38 und T47D Zellen war ANGPTL4 bereits nach der Inkubation im Kontrollmedium
SFM signifikant hoher exprimiert. In Anwesenheit von ACM unterschied sich die relative
ANGPTL4-Expression zwischen den ER+ und TNBC Zelllinien. Wahrend sich in den MCF7
und T47D Zellen die ANGPTL4-Expression in Anwesenheit von ACM verdoppelte, stieg sie in
den TNBC Zelllinien um ein Vielfaches an. So wurde in den HCC38 Zellen eine zehnfach und
in den MDA-MB231 Zellen eine bis zu 100-fach hohere relative Genexpression nachgewiesen

(Tabelle 6).

SFM ACM Fold Change P-Wert
MCF7 0,6 1,5 2,6 0,0006
T47D 5,6 10,9 1,9 0,0003
HCC38 1,8 17,5 11,2 0,0002
MDA-MB231 0,4 38,5 103,6 <0,0001

Tabelle 6: ANGPTL4. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen Genexpression (in AU) des PPAR-Zielgens ANGPTLA4 in
den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwe-
senheit von ACM. Der Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte
der ANGPTL4 mRNA Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde
fiir p < 0,05 festgelegt. Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

3.3.2 PDK4

PDK4 codiert das Enzym Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase und war in allen vier Brustkrebszell-

linien exprimiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: PDK4. Dargestellt ist die relative PDK4-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38
und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanzniveau
wurde bei p < 0,05 festgelegt (* fiir p = 0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002; **** p <
0,0001).

Nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM wiesen die ER+ MCF7 Zellen die hochste rela-
tive PDK4-Expression auf (Tabelle 7). In den TNBC Zelllinien wurde PDK4 geringfiigiger
exprimiert — ebenso in den ER+ T47D Zellen. Die relative Genexpression fiir dieses PPAR-
Zielgen stieg in allen Zelllinien in Anwesenheit von ACM an (Abbildung 11, Tabelle 7). Die
stiarkste Zunahme der relativen PDK4-Expression in Anwesenheit von ACM verzeichneten die
MDA-MB231 Zellen mit einem 19-fachen Anstieg. In den HCC38 Zellen verdreifachte sich
die Expression. Ein 1,5 bzw. vierfacher Anstieg wurde in den ER+ MCF7 bzw. T47D Zellen
nachgewiesen. Somit zeigte sich auch fiir PDK4 eine deutliche Induzierbarkeit durch ACM.
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SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 24,6 34,0 1,5 0,0443
T47D 2,6 11,7 4,4 <0,0001

HCC38 0,4 1,0 2,8 0,0094
MDA-MB231 5,5 103,8 18,7 <0,0001

Tabelle 7: PDK4. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen Genexpression (in AU) des PPAR-Zielgens PDK4 in den Brust-
krebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von
ACM. Der Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4
mRNA Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05
festgelegt. Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

3.3.3 PLIN2

Eine Expression des PPAR-Zielgens PLIN2 konnte in allen vier untersuchten Brustkrebszellli-

nien nachgewiesen werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: PLIN2. Dargestellt ist die relative PLIN2-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38
und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanzniveau
wurde bei p < 0,05 festgelegt (* fiir p = 0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002; **** p <
0,0001).
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PLIN2 wurde bereits nach der Inkubation in SFM v.a. in den T47D und den MDA-MB231
Zellen vergleichsweise stark exprimiert (Tabelle 8). Eine signifikant geringere relative Genex-
pression wiesen die HCC38 und die MCF7 Zellen auf. In Anwesenheit von ACM vervierfachte
sich die relative PLIN2-Expression in den MDA-MB231 Zellen. Der Genexpressionsanstieg
war in den HCC38 und den ER+ Zellen geringer ausgepréigt und in den MCF7 nicht statistisch
signifikant (Abbildung 12, Tabelle 8). Es wurde kein Unterschied zwischen den ER+ und
TNBC Zelllinien beziiglich der relativen PLIN2-Expression und deren Anderung in Anwesen-
heit von ACM festgestellt.

SFM ACM Fold Change P-Wert
MCF7 13,6 12,0 0,9 0,2656
T47D 83,1 114,0 1,4 0,0002
HCC38 33,5 41,6 1,2 0,0137
MDA-MB231 74,1 274,4 3.8 <0,0001

Tabelle 8: PLIN2. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen Genexpression (in AU) des PPAR-Zielgens PLIN? in den Brust-
krebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von
ACM. Der Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4
mRNA Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05
festgelegt. Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

3.3.4 CPT1A

Alle vier eingesetzten Brustkrebszelllinien exprimierten CPTIA (Abbildung 13), welches das

Enzym Carnitin Palmitoyl Transferase 1A codiert.
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Abbildung 13: CPTI1A. Dargestellt ist die relative ANGPTL4-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanz-
niveau wurde bei p < 0,05 festgelegt (* fiir p = 0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002; ****
p < 0,0001).

Nach Inkubation im Kontrollmedium SFM zeigten die TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-
MB231 eine signifikant geringere relative CPT1A-Expression als die ER+ MCF7 und T47D
Zellen (Tabelle 9). In Anwesenheit von ACM stieg die relative CPT1A4-Expression in allen vier
Brutkrebszelllinien an. MCF7 und T47D Zellen verzeichneten einen 1,5-fachen bzw. 1,3-fa-
chen Anstieg. Die CPT1A-Expression verdreifachte sich in Anwesenheit von ACM in den
HCC38 und verfiinffachte sich in den MDA-MB231 Zellen. Die T47D Zellen wiesen bereits
nach der Inkubation in SFM eine hohere CPT1A4-Expression als die drei anderen untersuchten
Brustkrebszelllinien auf. Auch in Anwesenheit von ACM exprimierten die T47D Zellen das
Gen vergleichsweise stark (Abbildung 13, Tabelle 9). Der Anstieg der relativen CPT1A4-Ex-
pression war allerdings in den TNBC um ein Vielfaches hoher als in beiden ER+ Brustkrebs-

zelllinien.
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SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 14,3 24,2 1,5 0,0365

T47D 64,0 83,1 1,3 0,0275

HCC38 4,6 13,4 3,0 0,0001
MDA-MB231 3,8 18,6 5,0 <0,0001

Tabelle 9: CPTIA. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen Genexpression (in AU) des PPAR-Zielgens CPTIA in den
Brustkrebszelllinien MCE7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesen-
heit von ACM. Der Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der
ANGPTL4 mRNA Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir
p < 0,05 festgelegt. Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

3.3.5 FAS

Auch das PPAR-Zielgen FAS, welches das Enzym fatty acid synthase codiert, war in allen vier
Brustkrebszelllinien exprimiert (Abbildung 14).

FAS

—
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Abbildung 14: FAS. Dargestellt ist die relative ANGPTL4-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanzni-
veau wurde bei p < 0,05 festgelegt (* fiir p = 0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002; **** p <
0,0001).
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Nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM war die relative FAS-Expression in den T47D
Zellen am hochsten (Tabelle 10). MCF7 Zellen und die beiden TNBC Zelllinien HCC38 und
MDA-MB231 wiesen eine signifikant niedrigere FAS-Expression auf. In Anwesenheit von
ACM sank in allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien die relative FAS-Expression (Abbil-
dung 14, Tabelle 10). Auch in Anwesenheit von ACM wiesen die T47D Zellen die im Vergleich
hochste relative FAS-Expression auf. In den beiden TNBC Zelllinien wurde FAS in Anwesen-
heit von ACM zu einem Dirittel im Vergleich zu den in SFM inkubierten Zellen exprimiert
(Tabelle 13). Die geringere relative Genexpression in Anwesenheit von ACM war in den MCF7
Zellen nicht statistisch signifikant (Tabelle 10). Das Vorhandensein freier Fettsduren fiihrte
vermutlich dazu, dass die Brustkrebszelllinien aufgrund des ausreichenden exogenen Angebots

die endogene Fettsduresynthese und die damit verbundene Expression des zugehorigen Gens

verringerten.
SFM ACM Fold Change P-Wert
MCF7 56,1 453 0,86 0,4621
T47D 5323 3544 0,69 0,0508
HCC38 48,7 18,4 0,38 <0,0001
MDA-MB231 71,9 23,6 0,33 <0,0001

Tabelle 10: FAS. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen Genexpression (in AU) des PPAR-Zielgens FAS in den Brust-
krebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von
ACM. Der Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4
mRNA Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05
festgelegt. Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.
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3.3.6 Anderung der PPAR-Zielgen-Expression in Anwesenheit von ACM in éstro-

genrezeptor-positiven und triple negativen Brustkrebszelllinien im Vergleich

ANGPTL4 PDK4 CPTIA PLIN2 FAS

MCF7 2,6 1,5 2,0 0,9 0,9
(0,0006)  (0,0443)  (0,0365)  (0,2656)  (0,4621)

T47D 1,9 45 1,3 1,4 0,7
(0,0003)  (<0,0001)  (0,0275)  (0,0002)  (0,0508)

HCC38 2,8 3,0 1,2 0,4
(0,0094) (0,0001) (0,0137)  (<0,0001)
MDA-MB321 5,0 3,8 0,3
(<0,0001)  (<0,0001) ~ (<0,0001)
Il > oo J 9 bis 10 9 bis 4 3,9 bis 2 1,9 bis 1 < 1 [] nicht statistisch

signifikant
Abbildung 15: Zusammenfassung relativen Genexpressionsinderung der untersuchten PPAR-Zielgene. In der Heat Map
dargestellt ist der jeweilige Fold Change (P-Wert) der PPAR-Zielgene in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und

MDA-MB231 in Anwesenheit von ACM. Die Farbskalierung liefert einen Uberblick iiber die Verinderungen der relativen
PPAR-Zielgenexpression (in AU) in Anwesenheit von ACM.

In Abbildung 15 sind die Fold Change-Werte fiir die vier Brustkrebszelllinien und alle unter-
suchten PPAR-Zielgene als Ubersicht aufgefiihrt. Die Heat Map liefert einen Uberblick, wie
ausgepragt der Anstieg bzw. Abfall der relativen Genexpression der verschiedenen PPAR-Ziel-

gene in den unterschiedlichen Zelllinien war.

Die Anwesenheit von ACM fiihrte in den TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-MB231 zu einer
grofleren relativen Expressionsdnderung der PPAR-Zielgene als in den ER+ MCF7 und T47D
Zellen. Das galt sowohl fiir die stdrkere Hochregulierung der Expression von ANGPTL4,
CPTI1A4 und PLIN2 als auch fiir die geringere FFAS-Expression in Anwesenheit von ACM.

Die stirkste Reaktion auf die Anwesenheit von ACM zeigte sich fiir allen untersuchten PPAR-
Zielgenen in den TNBC MDA-MB231 Zellen. Am schwichsten war die PPAR-Zielgenexpres-
sion (mit Ausnahme von PDK4) in den ER+ T47D Zellen in Anwesenheit von ACM. In den
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T47D Zellen scheint die Anwesenheit von ACM wenig Einfluss auf die Expression der PPAR-

Zielgene auszuiiben.

3.4 Anderungen der relativen Expression von PPARa, PPARp/S, PPARy in
den humanen Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231

in Anwesenheit von ACM

Aufgrund der festgestellten Verdnderungen der relativen PPAR-Zielgen-Expression in Anwe-
senheit von ACM wurden die Gen- und Proteinexpression der drei PPAR Subtypen PPARa,
PPAR-B/6 und PPAR-y betrachtet.

3.4.1 PPARa

Das in Geweben mit hoher Fettsdureoxidationsrate vorherrschende PPARa-Gen wurde in allen

vier untersuchten Brustkrebszelllinien exprimiert (Abbildung 16).

60~ PPARa

MCF7

T47D
HCC38
MDA-MB231

relative Genexpression (AU)

SFM ACM

Abbildung 16: PPARa. Dargestellt ist die relative PPARa-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanzni-
veau wurde bei p < 0,05 festgelegt (* fiir p = 0,05 bis 0,0332). Aufgrund der Heterogenitiit der PPAR-Expression zwischen
den einzelnen Versuchen wurden die Einzelexperimente in separaten Balken dargestellt.
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Nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM &hnelten sich die berechneten Mittelwerte der
PPARo-Expression in den beiden TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-MB231 (Abbildung 16,
Tabelle 11). Auch das Expressionsniveau der T47D Zellen war vergleichbar. In den MCF7
Zellen wurde PPARo. am geringsten exprimiert — sowohl nach der Inkubation im Kontrollme-
dium SFM als auch in Anwesenheit von ACM. Die relative PPARa-Expression halbierte sich
in den MCF7 Zellen in Anwesenheit von ACM. In den T47D und den MDA-MB231 Zellen
wurde PPARa in Anwesenheit von ACM geringer (33 %) exprimiert als in den im Kontrollme-
dium SFM inkubierten T47D und MDA-MB231 Zellen. Der Riickgang der relativen Genex-
pression in Anwesenheit von ACM in den HCC38 Zellen war nicht statistisch signifikant (Ta-
belle 11). Es wurde kein Unterschied beziiglich der relativen PPARa-Expression zwischen den
ER+ und TNBC Brustkrebszelllinien festgestellt. Ein niedrigeres Expressionsniveau der MCF7
Zellen wurde sowohl nach der Inkubation im Kontrollmedium als auch in Anwesenheit von

ACM beobachtet.

SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 16,9 8,4 0,5 0,0220
T47D 27,2 14,1 0,6 0,0070
HCC38 23,5 18,0 0,8 0,3729
MDA-MB231 27,9 17,5 0,6 0,0263

Tabelle 11: PPARa. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen PPARa-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7,
T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von ACM. Der Fold
Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4 mRNA Expres-
sion sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05 festgelegt. Es
wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

Zur Untersuchung der Proteinexpression wurden Western Blot-Analysen mit Zellextrakten der
jeweiligen Zelllinie nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM durchgefiihrt
(Abbildung 17). PPARa konnte mittels des Western Blots in allen vier Brustkrebszelllinien
detektiert werden. Die PPARa-Expression war auf Proteinebene jedoch in MDA-MB231 Zel-
len schwicher ausgeprigt als in den drei anderen untersuchten Zelllinien. Die stirksten PPARa
Proteinbanden fanden sich in T47D-Zellen. Diese Beobachtungen standen im Gegensatz zu den

gPCR-Untersuchungsergebnissen. Hier wurde in den TNBC Brustkrebszelllinien eine hohere
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relative PPARa-Genexpression als in den ER+ MCF7 Zellen nachgewiesen. In Bezug auf die

T47D Zellen stimmten die Untersuchungsergebnisse sowohl auf Protein- als auch auf RNA-

Ebene iiberein.

MCF7 T47D HCC38 MDA-MB231

ACM SFM ACM SFM ACM SFM ACM SFM
TOKDE  — cl— C— w—" — G— — — —
S5 KDa—— e s SIS U S s W PPAR-(t

S —— . ————— O 7P DH

Abbildung 17: PPARa — Western Blot. Die Expression von PPARa (Molekulargewicht von 55 kDa) war in allen vier unter-
suchten Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 detektierbar. Als Referenz wurde GAPDH verwendet.

3.4.2 PPARy

Bei dem zweiten untersuchten Subtypen PPARy lassen sich die zwei Isoformen PPARy; und
PPARy; unterscheiden. PPARy; wird ubiquitir exprimiert und konnte auch in den vier unter-

suchten Brustkrebszellen nachgewiesen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: PPARy. Dargestellt ist die relative PPARyi-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert = SEM). Das Signifikanzni-

veau wurde bei p < 0,05 festgelegt (**** entspricht p < 0,0001). Aufgrund der Heterogenitdit der PPAR-Expression zwischen
den einzelnen Versuchen wurden die Einzelexperimente in separaten Balken dargestellt.
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Wihrend nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM MCF7 und MDA-MB231 Zellen eine
vergleichbar hohe relative PPARy;-Expression aufwiesen, wurde PPARy; in den HCC38 Zellen
signifikant geringer exprimiert (Tabelle 12). In T47D Zellen wurde die niedrigste relative Ge-
nexpression nachgewiesen. In Anwesenheit von ACM kam es in keiner der vier untersuchten
Brustkrebszelllinien zu einer statistisch signifikanten Verdnderung der relativen PPARy;-Ex-
pression (Abbildung 18, Tabelle 12). Es wurde kein Unterschied zwischen den ER+ und TNBC
Zelllinien festgestellt, da das Expressionsniveau in den MCF7 und MDA-MB231 Zellen ver-

gleichbar war.
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SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 67,2 69,1 1,0 0,8395
T47D 0,8 0,2 1,0 0,1392
HCC38 5,9 6,5 1,1 0,4347
MDA-MB231 73,3 72,9 1,0 0,9672

Tabelle 12: PPARy:. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen PPARyi-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien
MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von ACM. Der
Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4 mRNA
Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05 festgelegt.
Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

PPARy> wird hauptsédchlich in Adipozyten exprimiert, konnte aber in drei der vier untersuchten
Brustkrebszelllinien nachgewiesen werden. Lediglich in T47D Zellen wurde keine PPARy:-
Expression nachgewiesen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: PPARy:. Dargestellt ist die relative PPARy:-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SEFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanzni-
veau wurde bei p < 0,05 festgelegt (* entspricht p = 0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002;
*x4% p < 0,0001). Die PPARy:-Expression in den T47D Zellen war nicht detektierbar. Aufgrund der Heterogenitdit der PPAR-
Expression zwischen den einzelnen Versuchen wurden die Einzelexperimente in separaten Balken dargestellt.

Nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM wiesen MCF7 und HCC38 eine geringe
PPARy>-Expression auf (Tabelle 13). Am stirksten wurde PPARy> in den MDA-MB231 Zellen

exprimiert. Nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM wurde in den TNBC Zelllinien eine
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doppelte bzw. vierfache relative Genexpression im Vergleich zu den detektierbaren ER+ MCF7
Zellen nachgewiesen. Der Riickgang der relativen Genexpression in Anwesenheit von ACM in
den MCF7 und HCC38 Zellen war nicht statistisch signifikant (Tabelle 13). In den TNBC
MDA-MB231 Zellen énderte sich die PPARy>-Expression nicht in Anwesenheit von ACM.

SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 0,3 0,26 0,8 0,7964
T47D nicht detektierbar ~ nicht detektierbar — —

HCC38 0,6 0,1 0,03 0,3233

MDA-MB231 1,3 1,3 1,0 0,8491

Tabelle 13: PPARy:. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen PPARy>-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien
MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von ACM. Der
Fold Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4 mRNA
Expression sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05 festgelegt.
Es wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

Auch fiir PPARy wurden Western Blot-Analysen fiir weitere Untersuchungen auf Proteinebene
durchgefiihrt (Abbildung 20). Die Proteinbanden fiir PPARYy; (53 kDa) und PPARY: (57 kDa)
waren nicht bei allen Zelllinien detektierbar. In T47D Zellen konnte PPARY> nicht detektiert
werden. PPARy; war in allen Brustkrebszellen schwach detektierbar, wobei die Expression in
MDA-MB231 und T47D Zellen geringer erschien als in MCF7 und HCC38 Zellen. Die Pro-
teinbanden fiir PPARY> liefen Unterschiede zwischen den einzelnen Brustkrebszelllinien er-
kennen. Die stirkste Bandenausprigung wiesen hier MDA-MB231 Zellen auf. Schwicher war
PPARYy: in MCF7 Zellen exprimiert. Kaum detektiert werden konnte PPARy; in HCC38 Zellen.
T47D Zellen zeigten keine Expression von PPARY. Die Auspridgungen der Proteinbanden wa-
ren fiir beide PPARy-Isoformen sowohl nach der Inkubation in SFM als auch in Anwesenheit
von ACM vergleichbar. Die Untersuchungen auf Proteinebene bestétigten die Beobachtungen,

die aus den RT-PCR-Experimenten auf RNA-Ebene gewonnen werden konnten.
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Abbildung 20: PPARy12 — Western Blot. Die Expression von PPARy; (Molekulargewicht von 53 kDa) und PPARy,(Molekular-
gewicht von 57 kDa) war in den Brustkrebszelllinien MCF7, HCC38 und MDA-MB231 detektierbar. In den T47D Zellen konnte

keine Expression festgestellt werden. Als Referenz wurde GAPDH verwendet.
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3.4.3 PPARP/o

PPARp/0 wurde in allen vier Brustkrebszelllinien exprimiert (Abbildung 21).
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Abbildung 21: PPARO. Dargestellt ist die relative PPARJ-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF7, T47D,
HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation in SEFM und in Anwesenheit von ACM (Mittelwert + SEM). Das Signifikanzni-
veau wurde bei p < 0,05 festgelegt (* entspricht p = 0,05 bis 0,0332; ** p = 0,0332 bis 0,0021; *** p = 0,0021 bis 0,0002;
*EE* p < 0,0001). Aufgrund der Heterogenitdt der PPAR-Expression zwischen den einzelnen Versuchen wurden die Einzelex-
perimente in separaten Balken dargestellt.

PPARp/o stellte den am stirksten exprimierten PPAR-Subtyp in den vier untersuchten Brust-
krebszelllinien dar (Tabelle 14). Nach der Inkubation in SFM wurde das PPARf/0 am stérksten
in den T47D Zellen exprimiert — gefolgt von den MDA-MB231 und MCF7 Zellen. Die nied-
rigste relative PPARp/6-Expression zeigten die TNBC HCC38 Zellen. In der Anwesenheit von
ACM blieb das relative Genexpressionsniveau sowohl in den beiden ER+ als auch TNBC Zell-
linien weitestgehend konstant. Die Anderungen waren fiir alle vier Brustkrebszelllinien nicht

statistisch signifikant (Tabelle 14).
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SFM ACM Fold Change P-Wert

MCF7 102,0 102,4 1,0 0,9925
T47D 183,8 167,0 1,0 0,6869
HCC38 66,7 49,0 0,8 0,4804
MDA-MB231 142,2 146,9 1,0 0,9022

Tabelle 14: PPARS. Dargestellt ist eine Ubersicht der relativen PPARS-Expression (in AU) in den Brustkrebszelllinien MCF?7,
747D, HCC38 und MDA-MB231 nach der Inkubation im Kontrollmedium SFM und in Anwesenheit von ACM. Der Fold
Change ist zur Beurteilung des relativen Genexpressionsniveaus mit aufgefiihrt. Die Mittelwerte der ANGPTL4 mRNA Expres-
sion sind als arbitrary units (AU) normalisiert auf betaActin. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p > 0,05 festgelegt. Es
wurde ein One Way ANOVA (Post hoc Tukey-Test) durchgefiihrt.

Die im Anschluss durchgefiihrten Western Blot-Analysen zeigten, dass PPARP/6 (55 kDa) auf
Proteinebene in allen vier Brustkrebszelllinien exprimiert war (Abbildung 22). In T47D Zel-
lextrakte konnte die stirkste Expression nachgewiesen werden. Geringer war die PPARP/6-
Expression in MDA-MB231 Zellen. Die schwichste PPARP/d-Expression wiesen die MCF7
und HCC38 Zellen auf. Die PPARB/6-Expression unterschied sich nach der Inkubation im Kon-
trollmedium SFM im Vergleich zur Anwesenheit von ACM in allen vier untersuchten Brust-

krebszelllinien nicht statistisch signifikant.

MCF7 T47D HCC38 MDA-MB231

ACM SFM ACM SFM ACM SFM ACM SFM
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s  GAPDH

Abbildung 22: PPARP/6 — Western Blot. Die Expression von PPARB/S (Molekulargewicht von 55 kDa) war in allen vier
untersuchten Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 detektierbar. Als Referenz wurde GAPDH verwen-
det.

Die Ergebnisse der Western Blot-Analysen stimmten mit den Beobachtungen auf RNA-Ebene
iiberein. Alle Zellen exprimierten PPARPB/3, wobei die T47D Zellen in beiden Fillen die
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hochste Expression aufwiesen. Da sowohl die Expression auf RNA- und Proteinebene in den
drei anderen untersuchten Brustkrebszelllinien dhnlich war, wurde kein Unterschied hinsicht-
lich des Hormonrezeptorstatus in Bezug auf PPARp/S nachgewiesen. Anderungen in Anwesen-
heit von ACM traten weder bei den Untersuchungen auf Proteinebene noch in den RT-PCR-
Experimenten (RNA-Ebene) auf. Diese Beobachtung trifft auf alle untersuchten PPAR-Subty-

pen zu.

3.4.4 Gegeniiberstellung der untersuchten Brustkrebszelllinien hinsichtlich der

Anderung ihrer PPAR-Genexpression in Anwesenheit von ACM

Abbildung 23 liefert einen vergleichenden Uberblick iiber die Anderungen der relativen PPAR-
Genexpressionen (fold change (in AU)) fiir die ER+ und TNBC Brustkrebszelllinien.

2.5+
- [NCFT
mmm HCC38
‘.5:"; 1.5 w— MDA-MB231
ﬂ
f - * nicht detektizrbar
= 1.0 .
— T -
S

PPAR-a PPAR-y1 PPAR-y2 PPAR-§

Abbildung 23: Anderung der PPAR-Genexpression in Anwesenheit von ACM. Dargestellt sind hier als Ubersicht und Zu-
sammenfassung die Genexpressionsinderung der PPARs in Anwesenheit von ACM (fold change).

Anders als bei den Untersuchungen der PPAR-Zielgene dnderte sich die Expression der PPAR-
Gene selbst in Anwesenheit von ACM kaum. Lediglich der Riickgang der PPARa-Expression
in den ER+ MCF7, T47D und TNBC MDA-MB231 Zellen war statistisch signifikant. In An-
wesenheit von ACM halbierte sich die relative Genexpression in diesen drei untersuchten Brust-

krebszelllinien. Interessanterweise war PPARy> in den T47D Zellen auf RNA- als auch auf Pro-
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teinebene nicht detektierbar. Die fehlende relative PPARy:-Expression stellte den einzigen Un-
terschied zwischen den untersuchten Brustkrebszelllinien dar. Ansonsten verhielten sich die

ER+und TNBC Zellen hinsichtlich ihrer Anderung der relativen PPAR-Genexpression dhnlich

und es kam zu keiner signifikanten Expressionsianderung in Anwesenheit von ACM.
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4 Diskussion

Adipositas ist mit einer Vielzahl ernsthafter gesundheitlicher Probleme und Folgeerkrankungen
assoziiert. Adipozyten im Brustfettgewebe wird eine Rolle in der Pathogenese des Mammakar-
zinoms, dessen Progression und Metastasierung zuteil (Wu et al. 2023). Die unterschiedliche
Karzinogenese in Abhingigkeit des Hormonrezeptorstatus fiihrte uns zu der Fragestellung, wie
sich sekretierte Faktoren des Fettgewebes auf die Expression von PPARs und von ausgewahlten
PPAR-Zielgenen in den vier Brustkrebszelllinien MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231
auswirken und inwiefern sich ER+ und TNBC Zellen dahingehend unterscheiden. Aulerdem
wurde untersucht welche Verdnderungen der zelluldren Lipidkomposition in den Brustkrebs-

zellen in Anwesenheit von ACM auftreten.

4.1 Verinderungen des zelluliren Lipidoms nach Inkubation mit ACM sind

Zelltyp-spezifisch

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten bereits Verdnderungen des zelluldren Li-
pidmetabolismus sowie eine gesteigerte B-Oxidationsrate in TNBC Zellen in Anwesenheit von
ACM gezeigt werden (Bliicher et al. 2020). ER+ Brustkrebszellen wurden in diesem Zusam-
menhang nicht untersucht. Ebenso ist bisher nicht bekannt, welche Auswirkungen die Anwe-
senheit von ACM auf die zelluldre Lipidkomposition in ER+ und TNBC Zellen hat. In der
vorliegenden Arbeit konnte mittels massenspektrometrisch basierter Lipidomics gezeigt wer-
den, dass die Anwesenheit von ACM zu einer Steigerung der Akkumulation an Neutralfetten,
insbesondere der TG, in allen vier untersuchten Brustkrebszelllinien (MCF7, T47D, HCC38,
MDA-MB231) fiihrte. Wir beobachteten zudem unterschiedliche TG-Konzentrationen in Ab-
héngigkeit des Hormonrezeptorstatus. Wéhrend die TNBC basal (bei Kultivierung im Kontroll-
medium SFM) geringere TG-Konzentrationen als die ER+ Zellen aufwiesen, war der Anstieg
der TG-Konzentration in Anwesenheit von ACM in den TNBC deutlich starker ausgeprégt als
in den ER+ Zellen. Die von uns untersuchten TNBC zeigten somit in Anwesenheit von ACM
hohere intrazellulire TG-Konzentrationen als die ER+ Zellen. TNBC Zellen nehmen die zur
Verfiigung stehenden extrazelluldren TG auf und speichern diese intrazelluldr (Yoon et al.

2021; Taborda Ribas et al. 2024). In Vorarbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen,
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dass ACM-behandelte TNBC Zellen einen ausgepriagten aggressiveren Zellphidnotyp mit ge-
steigerten Wundheilungs-, Proliferations- und Invasionsfiahigkeiten aufweisen (Bliicher et al.
2020). Diese Zelleigenschaften stehen vermutlich in direktem Zusammenhang mit der erh6hten
intrazelluldren TG-Akkumulation in Anwesenheit von ACM. ER+ Zellen weisen hingegen in
Anwesenheit von ACM eine geringere TG-Akkumulation als TNBC Zellen auf. Die Regulation
der Fettsiureaufnahme wird durch ER abhiingige Signalwege beeinflusst. Ostrogen bindet an
die ER und reguliert Gene, die am Fettsduretransport in die Zelle beteiligt sind. Die effektive
intrazelluldre TG-Aufnahme sinkt (Miziak et al. 2023). ACM ist ein aus humanem Fettgewebe
gewonnenes Préiparat. Es scheinen entsprechende Liganden vorhanden zu sein, die an ER bin-
den und somit den Transport von Fettséduren in die ER+ Zellen regulieren konnen. Dies wire
eine mogliche Erklarung fiir die geringere TG-Akkumulation in den ER+ Zellen im Vergleich
zu den TNBC in Anwesenheit von ACM.

Konzentrationsunterschiede zwischen ER+ und TNBC Zellen wurden auch fiir andere Lip-
idklassen wie DG, Cer und einige Glycerophospholipide (LPC, LPE, PA, PE P, PC) beobachtet.
In TNBC Zellen zeigten sich hohere Konzentrationen dieser Lipide als in ER+ Zellen. Unsere
Erkenntnisse stimmen mit den Lipidomanalysen von Hilvo et al. liberein (Hilvo et al. 2011). In
der Studie von Hilvo et al. wurden die Experimente an ER+ (ZR-75-1), TNBC Zellen (MDA-
MB468) und der benignen MCF10A Zelllinie durchgefiihrt. Die Zelllinien wurden dazu in nicht
weiter modifizierten Zellkulturmedium kultiviert und lipidomische Analysen in Abhingigkeit
des ER Status durchgefiihrt. Auch sie beschrieben hohere Konzentrationen der membranstén-
digen Phospholipide in den TNBC als in ER+ Zellen. Dies trifft kongruent zu unseren Ergeb-
nissen v.a. auf die PE P und PC zu (Hilvo et al. 2011). Wir untersuchten — neben des Einflusses
des Hormonrezeptorstatus — auch die Auswirkungen einer lipidreichen Umgebung (ACM) auf
die Lipidakkumulation in den eingesetzten Brustkrebszellen. Die Anwesenheit von ACM fiihrte
zu einem Anstieg der Phospholipidkonzentration. Der héhere Phospholipidanteil in TNBC im
Vergleich zu ER+ Zellen bleibt bestehen. Eine erhohte Konzentration an Phospholipiden geht
mit einer Anderung der Membraneigenschaften einher. Die Membranfluiditit und -durchlis-
sigkeit steigt (Sezgin et al. 2015; Sezgin et al. 2017), was zu verbesserten Metastasierungs- und

Invasionsfahigkeiten der Krebszelle beitragt (Vogel et al. 2024).

Wir stellten auch hohere Cer-Konzentrationen in den TNBC als in den ER+ Zellen fest. Dieser

Befund zeigte sich bereits bei Inkubation der Zellen in Kontrollmedium. Diskrepant hierzu be-
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schrieben Hilvo et al. geringere Cer-Konzentration in den TNBC als in ER+ Zellen bei ver-
gleichbaren Zellkulturbedingungen (Hilvo et al. 2011), allerdings handelte es sich um unter-
schiedliche Brustkrebszelllinien. Die Zugabe von ACM fiihrte zu einem weiteren Anstieg der
Cer-Konzentration in den TNBC Zellen, nicht jedoch in den ER+ Zellen. Fiir Cer konnte bereits
ein positiver Effekt auf die Proliferation von Brustkrebszellen nachgewiesen werden (Hartmann
et al. 2012). Daher scheint es moglich, dass der durch die Anwesenheit von ACM induzierte
Anstieg der Cer-Konzentration in TNBC deren Proliferation fordert. Dies konnte darauf hin-
deuten, dass Tumore in einer lipidreichen Umgebung (adipose Patienten) schneller wachsen.
Vor allem langkettigen Cer wurde diese Eigenschaft zugesprochen (Hartmann et al. 2012). In
allen vier von uns untersuchten Brustkrebszelllinien traten vermehrt langkettige Cer auf. Cer

mit einer lingeren Molekiilkette scheinen unabhingig vom Hormonrezeptorstatus aufzutreten.

Alle anderen von uns untersuchten Membranlipide weisen in den TNBC lédngere Molekiilketten
auf als in den ER+ Zellen. Wir beobachteten in TNBC Zellen auBerdem vermehrt mehrfach
ungesittigte Fettsduren im Vergleich zu ER+ Zellen. Diskrepant dazu zeigten frithere Untersu-
chungen keinen Unterschied beziiglich des Sattigungsgrades der Membranlipide in ER+ und
TNBC Zellen (Hilvo et al. 2011). Hierbei handelte es sich jedoch um andere als die von uns
eingesetzten Brustkrebszellen. Membranlipide beeinflussen u.a. die Fluiditit und Permeabilitét,
wodurch sich mit unterschiedlicher Kettenldnge auch die biophysikalischen Eigenschaften ei-
ner Zelle dndern (Ollila et al. 2007). Eine steigende Membranlipidkettenldnge fiihrt zu einer
Erhohung der Membranfluiditét und einer Reduktion der Permeabilitét, welche wiederum Ein-
fluss auf die Aktivitdt von Rezeptoren und Signalkaskaden ausiiben (Ollila et al. 2007; Hilvo et
al. 2011). Auch der Séttigungsgrad der Membranlipide iibt einen entscheidenden Einfluss auf
die biophysikalischen Eigenschaften der Membran aus. So enthalten fliissigere Membranberei-
che vermehrt ungesittigte Lipide, wihrend eine erhohte Anzahl an geséttigten Lipiden die

Membrandichte erhoht (Sezgin et al. 2015; Ballweg et al. 2020).

In welchem Ausmal die unterschiedlichen Séttigungsgrade die Migration und Proliferation von
Brusttumorzellen in Abhdngigkeit des Hormonrezeptorstatus beeinflussen und welche Rolle

eine lipidreiche Umgebung dabei spielt, sollte durch weitere Untersuchungen geklart werden.
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4.2 Der Einfluss des Hormonrezeptorstatus und der Anwesenheit von ACM

auf die Expression ausgewahlter PPAR-Zielgene

Frithere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Anwesenheit von ACM zur
Hochregulierung der Expression der PPAR-Zielgene ANGPTL4, PLIN2, PDK4 und CPTIA in
TNBC fiihrt (Bliicher et al. 2020). Da in den vorangegangenen Experimenten nur TNBC Zellen
betrachtet wurden, stellte sich die Frage, welche Rolle der Hormonrezeptorstatus bei der Ex-
pression dieser PPAR-Zielgene spielt und ob auch die Expression anderer PPAR-Zielgene

durch die Anwesenheit von ACM beeinflusst wird.

Die Anwesenheit von ACM fiihrte zu einer gesteigerten ANGPTL4-Expression sowohl in den
TNBC Zelllinien HCC38 und MDA-MB231 als auch den ER+ Zelllinien MCF7 und T47D. Die
Induktion der ANGPTL4-Genexpression war jedoch in den TNBC signifikant stirker ausge-
pragt. Dies deutet darauf hin, dass der Verlust des Hormonrezeptorstatus zu einer Steigerung
der Induzierbarkeit der ANGPTL4-Expression in TNBC Zellen fiihrt. Die Ursache hierfiir
konnte in einer moglicherweise hormonrezeptorabhéngigen Expression der PPAR-Gene selbst
liegen. Die Expression der hier untersuchten PPAR-Zielgene wird nicht exklusiv durch PPARs
gesteuert. Deshalb konnten auch andere Transkriptions- und Signalwege, die in TNBC und ER+
Zellen unterschiedlich sind, einen Einfluss auf deren Expression ausiiben. Bereits untersucht
wurden in diesem Zusammenhang u.a. der HIF-1a- oder MAPK/PI3K-AKT-Signalweg. Eine
Aktivierung von Stress- und Hypoxie-Pfaden (z.B. HIF-1a) kann in TNBC Zellen zu einer
Hochregulierung der ANGPTL4-Expression fiihren (Chen et al. 2014; Xu 2019). In ER+ Zellen
sind diese meist geringer aktiv. Zudem wurden in den TNBC Zellen iiberaktive MAPK/PI3K-
AKT-Signalwege nachgewiesen. Diese kdnnten zu einer stirkeren Induktion der ANGPTL4-
Expression beitragen (Zhang et al. 2024a). Die Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-
kinase (MAPK) ist Teil eines redoxbasierten Uberlebensmechanismus, der das Wachstum und
das Uberleben von Krebszellen begiinstigt (Zhu et al. 2011; La Paglia et al. 2017). Mehrere
Studien beschrieben die Anwesenheit und Hochregulation von ANGPTL4 in soliden Tumoren
verschiedener Gewebetypen im Vergleich zu gesundem Gewebe. So identifizierten sie eine ge-
steigerte ANGPTL4-Expression nicht nur in Brustkrebs, sondern auch im Nierenzellkarzinom,
Plattenepithelkarzinom, Hepatokarzinom sowie bei Darm- und Prostatakrebs (Nakayama et al.
2010; Nakayama et al. 2011; Shibata et al. 2010; Wang et al. 2010; Le Jan et al. 2003; La Paglia
etal. 2017).
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Auch die Expression des PPAR-Zielgens PLIN2 scheint bei mehreren Malignomen fehlregu-
liert zu sein; u.a. wurde PLIN2 in hepatozelluldren Karzinomen haufig hochreguliert (Liu et al.
2022). Wir stellten bei Kultur im Kontrollmedium eine erhhte PLIN2-Expression in den ER+
T47D Zellen und den TNBC MDA-MB231 Zellen fest. Ein Unterschied in Abhédngigkeit des
Hormonrezeptorstatus konnte demnach nicht belegt werden. Die Anwesenheit von ACM fiihrte
lediglich in den MDA-MB231 Zellen zu einem deutlichen signifikanten Anstieg der PLIN2-
Expression. Interessanterweise dnderte sich in den HCC38 Zellen die PLIN2-Expression in An-
wesenheit von ACM wenig. Es wird diskutiert, dass es sich beit MDA-MB231 um eine aggres-
sivere Brustkrebszelllinie als beit HCC38 handelt. Wang et al. berichteten, dass MDA-MB231
Zellen im Vergleich zu HCC38 Zellen durch Doxorubicin induzierte Zellstressverdnderungen
besser tolerieren, was sich in einer stabilen ROS-Konzentration sowie einer erhohten Zell-
proliferation und -invasion duflert (Wang et al. 2024; Nakamura und Takada 2021). Luo et al.
beschrieben den Zusammenhang zwischen einer PLIN2-Uberexpression und einer erhdhten
Migration und Invasion von Tumorzellen (Luo et al. 2025). Schlechtere Eigenschaften des Tu-
mors scheinen sowohl in vitro als auch in vivo mit einer gesteigerten PLIN2-Expression ein-

herzugehen (Zhang et al. 2021; Luo et al. 2025).

Die Expression des PPAR-Zielgens PDK4 stieg in Anwesenheit von ACM sowohl in den
TNBC als auch den ER+ Brustkrebszelllinien an. Den starksten Anstieg der PDK4-Expression
wiesen die TNBC MDA-MB231 Zellen auf. Einen Zusammenhang zwischen der Uberexpres-
sion an PDK4 in Anwesenheit von Fettsduren in MDA-MB231 Zellen beschrieben auch Pet-
tersen et al. (Pettersen et al. 2019). MDA-MB231 Zellen, die mit einer modifizierten Fettsdure
(Tetradecylthioessigsdure) behandelt wurden, wiesen eine erhdohte PDK4-Expression und eine
gesteigerte Fettsdureoxidationsrate im Vergleich zu unbehandelte MDA-MB231 Zellen auf
(Pettersen et al. 2019). Die in dem lipidreichen ACM enthaltenen Fettsduren kdnnten den Brust-
krebszellen unabhidngig vom Hormonrezeptorstatus als wertvolle Energietrager dienen. Dwyer
et al. beobachteten in MCF7 und MDA-MB231 eine hohere PDK4-Expression im Vergleich zu
nicht tumorigenen MCF10A Zellen (Dwyer et al. 2023). Auch zuvor erwéhnte andere Tran-
skriptions- und Signalwege konnten die PDK4-Expression mit beeinflussen. Es ist bekannt,
dass metabolische Gene wie PDK4 durch Zellstress bzw. Hypoxie (liber HIF-a) induziert wer-
den (Lee et al. 2012). Eine Hemmung der PDK4 fiihrte nachweislich zu einer geringeren Mig-
ration der TNBC Zellen (Dwyer et al. 2023).

87



Ein wichtiges Schrittmacherenzym der Fettsdureoxidation ist CPT1A, welches durch das
PPAR-Zielgen CPT1A codiert wird (Jariwala et al. 2021). Wir wiesen basal im Kontrollmedium
SFM eine hohere CPT1A-Expression in den ER+ Zellen als in den TNBC Zellen nach. Auch
Jariwala et al. beschrieben 2021 tibereinstimmend dazu eine erhohte CPT1A4-Expression in ER+
Zellen (u.a. MCF7 und T47D) im Vergleich zu ER- und nicht tumorigenen MCF10A Zellen
unter Standardbedingung (Jariwala et al. 2021). In lipidreicher Umgebung (ACM) zeigten v.a.
die TNBC Zellen eine gesteigerte CPT1A-Expression. Eine erhohte CPT1A-Aktivitdt fordert
die mitochondriale Fettsdureoxidation durch einen erleichterten Transport langkettiger Fettsdu-
ren {liber die innere Mitochondrienmembran und unterstiitzt somit die Energiegewinnung aus
Fettsduren (Houten et al. 2016; Liang 2023). Weshalb die Anwesenheit von ACM v.a. Einfluss
auf die CPT1A4-Expression in den TNBC und weniger in den ER+ Zellen hat, bleibt zu kldren
und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Eine CPT/4-Hemmung und eine daraus
resultierende Reduktion der Fettsdureoxidation erwies sich bereits bei verschiedenen Krebsar-
ten wie Leukdmien, des Gliablastoms, des Nasopharynxkarzinoms und des epithelialen Ovari-
alkarzinoms als moglicher Therapieansatz (Shi et al. 2016; Cirillo et al. 2014; Du et al. 2019;
Zhu et al. 2019) und kénnte demzufolge auch fiir die Behandlung von Brustkrebs von Bedeu-

tung sein.

FAS ist ein PPAR-Zielgen, dessen Expression in lipidreicher Umgebung (ACM) in allen vier
untersuchten Brustkrebszelllinien unabhédngig des Hormonrezeptorstatus sank. Die Anwesen-
heit des lipidreichen ACMs verringert moglicherweise die FAS-vermittelte de-novo-Lipoge-
nese. In unseren Untersuchungen war die FAS-Expression in MCF7 Zellen und den beiden
TNBC Linien vergleichbar. Die T47D Zellen zeigten sowohl basal im Kontrollmedium SFM
als auch in Anwesenheit von ACM eine deutlich hohere FAS-Expression als die MCF7 und
TNBC Zellen. Interessanterweise scheint die Supprimierung der F'4S-Expression in lipidreicher
Umgebung somit in den ER+ T47D Zellen geringer ausgeprigt zu sein. In ER+ Zellen wurde
— trotz reichlich vorhandener Fettsduren in der Mikroumgebung — eine ausgeprigte de-novo-
Fettsduresynthese beobachtet (Kusakabe et al. 2000; Menendez und Lupu 2007; Ward et al.
2025). Diese Beobachtung fiihrt gemeinsam mit unseren Ergebnissen zu der Annahme, dass die
T47D Zellen in Anwesenheit von ACM die de-novo-Fettsduresynthese in hoherem Malle weiter
betreiben als die MCF7 und TNBC Zellen. In den MCF7 und MDA-MB231 Zellen wurde zu-
dem bereits eine F4S-hemmende Wirkung von a-Mangostin beschrieben. Durch a-Mangostin

sinkt demnach die FAS-Expression in den untersuchten Brustkrebszellen (Li et al. 2014).
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Es fehlt bislang allerdings jeglicher Zusammenhang zur Adipositas bzw. lipidreicher Umge-

bung. Es wire ein interessanter Ansatz dies weiter zu verfolgen.

4.3 Der Einfluss des Hormonrezeptorstatus und der Anwesenheit von ACM

auf die Expression der PPAR-Subtypen

Nachdem die untersuchten ER+ und TNBC Zellen teils eine unterschiedliche basale und durch
ACM induzierbare Expression von PPAR-Zielgenen zeigten, stellten wir uns die Frage, inwie-
fern der Hormonrezeptorstatus und die Anwesenheit von ACM die Expression der PPAR-Gene
selbst beeinflusst. MCF7, T47D, HCC38 und MDA-MB231 Zellen wurden auf RNA- und Pro-
teinebene untersucht, um feststellen zu kdnnen ob die Genexpression mit der Proteinmenge
korreliert. Es zeigte sich eine hohe Variabilitdt der Ergebnisse bei dreimaliger Durchfiihrung
der gPCR- und Western Blot-Analysen. Dennoch lassen sich grundsétzliche Schliisse aus den

durchgefiihrten Experimenten ziehen.

PPARa spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Fettsdureoxidation, der Lipoprotein-
synthese und bei Entziindungsreaktionen (Lee et al. 1995; Mei et al. 2009; Mukherjee et al.
2008; Pyper et al. 2010). Im Kontext von Tumorerkrankungen wurde eine PPARa-Uberexpres-
sion bereits beim hepatozelluldren Karzinom beschrieben (Mukherjee et al. 2008; Pyper et al.
2010). Eine PPARa Aktivierung durch Ligandenbindung fiihrt zur transkriptionellen Hochre-
gulation von Zielgenen die Enzyme kodieren, welche an der Aufnahme von Fettsduren, dem
Transport in die Mitochondrien, der B-Oxidation und der daraus resultierenden ATP-Produk-
tion und Ketogenese beteiligt sind (Wang et al. 2020; Matodobra-Mazur et al. 2024). Als
PPARa-Liganden fungieren u.a. Fettsduren und Fettséurederivate (Hostetler et al. 2005; Narala
et al. 2010). In den ER+ MCF7 Zellen war die PPARa-Expression auf RNA-Ebene im Ver-
gleich zu den anderen untersuchten Brustkrebszellen am niedrigsten. Die geringste PPARa-
Proteinmenge war in Zellextrakten der MDA-MB231 Zellen nachweisbar. Unabhéngig des
Hormonrezeptorstatus kam es bei Anwesenheit von ACM in drei der vier eingesetzten Brust-
krebszelllinien zu einer signifikanten Reduktion der PPARa-Expression auf mRNA-Ebene,
wihrend die Proteinexpression unverdndert blieb. Diese Diskrepanz zwischen Genexpressions-
und Proteinebene deutet auf eine komplexe, mehrstufige Regulation von PPARa hin. Als lig-

andabhéngiger nukledrer Rezeptor wird die Proteinhalbwertszeit und Stabilitit von PPARa
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malgeblich durch die Bindung endogener Liganden beeinflusst werden (Blanquart et al. 2002).
ACM stellt eine reichhaltige Quelle fiir freie Fettsduren und Lipidderivate dar (Bliicher et al.
2020), die als natiirliche PPARa-Liganden fungieren konnen. Die Bindung dieser Liganden
kann zu einer Konformationsdnderung des Rezeptors fiihren, die dessen proteasomalen Abbau
reduziert und somit zur Stabilisierung des PPARa-Proteins beitrigt (Glass und Rosenfeld 2000;
Dennis et al. 2001; Blanquart et al. 2002) In diesem Kontext wire eine unveranderte PPARa

Proteinexpression trotz reduzierter mRNA-Level plausibel.

Ein weiterer relevanter Aspekt ist eine mdgliche negative Riickkopplungsregulation der
PPARa-Expression. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung nukleédrer Rezeptoren zur
Suppression ihrer eigenen Transkription fithren kann, um eine {iberschieBende Signalaktivie-
rung zu verhindern (Liu et al. 2006; Kersten 2014). Vor diesem Hintergrund konnte eine durch
ACM vermittelte Aktivierung von PPARa in den Brustkrebszellen eine Abnahme der PPARa
mRNA-Expression induzieren, ohne dass dies mit einer Reduktion der Proteinmenge einher-

geht.

Nicht zuletzt konnten auch methodische Unterschiede in der Sensitivitit zwischen qPCR- und
Western Blot-Analysen zur beobachteten Diskrepanz beitragen. Auf Proteinebene lassen sich
mithilfe von Western Blot-Analysen in der Regel lediglich groBBere Konzentrationsunterschiede
feststellen, wahrend qPCR-Analysen der mRNA-Expression eine deutlich hohere Sensitivitit
aufweisen und bereits geringe Konzentrationsunterschiede nachweisen konnen (Ghosh et al.

2014; Park et al. 2014).

Auf die PPARy1» und PPARB/o-Expression hatte weder die Anwesenheit von ACM noch der
Hormonrezeptorstatus einen Einfluss — sowohl auf Genexpressions- als auch auf Proteinebene.
Interessanterweise wiesen die T47D Zellen sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene eine
sehr geringe (PPARy;) bzw. eine nicht detektierbare (PPARy:2) Expression auf. Diese Erkenntnis
der ER+ T47D Zelllinie ist so bislang in der Literatur noch nicht beschrieben. T47D Zellen
scheinen PPARY1» entbehren zu konnen. Wihrend PPARy; ubiquitdr exprimiert wird, ist die
Expression PPARy: v.a. auf das Fettgewebe beschréankt ist (Escher et al. 2001; Werman et al.
1997). PPARy reguliert die Fettspeicherung und den Glukosemetabolismus entscheidend mit
(Aprile et al. 2014; Soccio et al. 2015; Cataldi et al. 2021). Auch PPAR/6 spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulation des Fettsdaure- und Glukosestoffwechsels (Neels und Grimaldi 2014;
Daoudi et al. 2011; Doktorova et al. 2017). Moglicherweise iibernimmt PPARf/6 in den T47D
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Zellen kompensatorisch die Funktion der PPARy;». Unsere Ergebnisse zur Expression von
PPARP/o stiitzen diese These: Die PPARS/0-Expression war auf RNA- und Proteinebene in den
T47D Zellen (im Kontrollmedium und in Anwesenheit von ACM) hoher als in den drei anderen
untersuchten Brustkrebszelllinien. Die detaillierten zugrunde liegenden Mechanismen und die

nur fiir T47D abweichend auftretenden PPARy 2- und PPARB/6-Expressionen sollten Gegen-

stand weiterer Untersuchungen sein.

Die Rolle der einzelnen PPAR-Subtypen wird im Zusammenhang mit Tumorgenese, Tumor-
stoffwechsel und der Proliferation von Tumorzellen kontrovers diskutiert (Lamas Bervejillo
und Ferreira 2019; Rubenstrunk et al. 2007; Zhang et al. 2024b). Im Allgemeinen scheinen
PPARs sowohl tumorfordernde als auch -hemmende Effekte aufzuweisen (Ahmadian et al.
2013; Zhang et al. 2024b). Die Dysregulation von PPARy-Zielgenprofilen ist beispielsweise
eng mit der Tumorgenese verbunden (Caruso et al. 2023; Liu et al. 2024). Eine PPARy-Akti-
vierung wird jedoch in anderen Quellen als krebsverhindernd beschrieben (Peters et al. 2012)
und der Einsatz von PPARy-Agonisten sogar als Therapeutikum bei Lungenkarzinomen disku-
tiert (Reddy et al. 2016; Chi et al. 2021). Die Eigenschaften der PPARs scheinen kontext- und
subtypabhéngig zu sein (Lamas Bervejillo und Ferreira 2019; Rubenstrunk et al. 2007; Zhang
et al. 2024b). Zugrundeliegende Mechanismen gilt es aufzuschliisseln. Unsere Arbeit liefert

eine erste Einschatzung zur Rolle der PPARs bei Brustkrebs.
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