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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-HG: D-2-hidroxiglutarat

AEBPL1: 4E koto fehérje 1

ABC: avidin biotin complex

ACSS2: acetil-KoA szintetaz 2

ADP: adenozin-difoszfat

AEC: adenilat energia toltés (adenylate energy charge)

aKG: a-ketoglutarat

AKT: v-akt egér thymoma viralis onkogén homolog; szerin/treonin kinaz
AML.: akut myeloid leukaemia

AMP: adenozin-monofoszfat

AMPK: adenozin-monofoszfat-aktivalta kinaz

ASCT?2: alanine, serine, cysteine preferring transzporter 2; glutamin transzporter
ATCC: American Type Tissue Culture

ATG: autofagia-kapcsolt gén

ATP: adenozin-trifoszfat

ATPB: B-F1-ATPaz

ATRX: X-kromoszomahoz kapcsolt alfa-talasszémia/mentalis retardacio
BPTES: bisz-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il) etil szulfid
c-MYC: cellularis myelocytomatosis onkogén

CT: komputertomograf

DAB: 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid

DEPTOR: DEP domain containing mTOR-interacting protein

DNS: dezoxiribonukleinsav

ECL.: erésitett kemilumineszencia

ECAR: extracellular acidification rate (extracellularis acidifikacios rata)
ECM: extracellularis matrix

EGFR: epidermalis ndvekedési faktor receptor

FH: fumarat-hidrataz

G6PDH: gliik6z-6-foszfat-dehidrogenéz

GAPDH: glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GABA: gamma-aminobutyric acid (gamma-amino-vajsav)
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GAC: glutaminase C

GAT1: GABA transzporter 1

Gls: glutaminaz

FADH2: redukalt flavin-adenin-dinukleotid

FAT: FRAP-ATM-TRRAP domén

FATC: C-terminuson elhelyezkedd FAT domén

FBS: fotalis borju savo

FDG-PET: fluoro-deoxigliikdz pozitron emisszids tomografia
FKBP-12: 12 kDa molekulasulya FK506-ot koto fehérje
FRAP: FKBP-rapamycin-asszocialt fehérje

FRB: FK506-rapamycin k6té domén

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GLUT1: gliikkoz transzporterl fehérje

HEAT: Huntington, elongécios faktor 3, PR65/A
HIF1a: hypoxia indukalta faktor 1a transzkripcids faktor
HK2: hexokinaz 2

HRP: tormaperoxidaz (horse radish peroxidase)

ICC: intrahepatikus cholangiocarcinoma

IDH: izocitrat-dehidrogendz

IDH1m: izocitrat-dehidrogendz 1 mutacio

IGF: inzulinszeri novekedési faktor

IGFR: inzulinszerii novekedési faktor receptor

IHC: immunhisztokémia

IL: interleukin

KGA: kidney type glutaminase

LC-MS: folyadék kromatografia-tomegspektrometria (liquid chromatography - mass
spectrometry)

LDH-A: laktat-dehidrogenaz A

LDH-B: laktat-dehidrogenaz B

mLST8: mammalian lethal with SEC13 protein 8
MRM: multiple reaction monitoring

mSinl: mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1
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MTOR: mammalian target of rapamycin

MTORC1: mTOR komplex 1

MTORC2: mTOR komplex 2

NAD*: oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADH: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADPH: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NADP*: oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NFkB: nukleéaris faktor k B

NOBA: 3-nitrobenzil alkohol

OAC: oxalacetatat

OCR: oxygen consumption rate (oxigén fogyasztasi rata)
PCR: polimeraz lancreakcid

PDK: piruvat-dehidrogenaz kinaz

PDK1: foszfatidil-inozitol dependens kinaz 1

PET: pozitron emisszids tomografia

PFKP: foszfofruktokinaz P

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PKC: protein kinaz C

PKM2: piruvat-kinaz M2 izoforma

PRAS40: proline-rich AKT substrate of 40 kDa
Protorl/2: protein observed with rictor 1 and 2

p-S6: foszforilalt riboszémalis S6 fehérje

PTEN: tensin homolog deleted on chromosome 10
PVDF: polivinilidén fluorid

Raptor: regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin
RHEB: Ras homolog enriched in the brain

Rictor: rapamycin-insensitive companion of mTOR
RNS: ribonukleinsav

RT-PCR: reverz transzkripcid-polimeraz lancreakcio
S6K: riboszomalis S6 kinaz

SDS: natrium-dodecilszulfat

SDH: szukcinat-dehidrogenaz



DOI:10.14753/SE.2019.2271

SGK1: szérum-, gliikokortikoid indukalt proteon kinaz 1
SREBP: sterol regulatory element-binding protein 1
SSADH: szukcinat szemialdehid-dehidrogenaz

TCA: tricarboxylic acid

TMA: tissue microarray

TMS: trimetilklorszilan

TSC1/2: tuberous sclerosis complex 1/2

ULKZ: uncoordinated 51-like kinase 1

VEGF: vaszkularis novekedési factor

WHO: World Health Organization



DOI:10.14753/SE.2019.2271

1. BEVEZETES
1.1. Metabolikus valtozasok daganatbioldgiai jelentésége

A legijabb daganatbioldgiai vizsgalatok a tumorsejtek megvaltozott, a
proliferaciojukhoz sziikséges bioenergetikai hatteret biztosité anyagcsere-folyamatainak
jelentdségét hangsulyozzak nemcsak a daganatok progressziojaban ¢€s a terapias
érzékenység valtozasaiban, hanem akar a daganatok kialakulasaban is. Szamos adat
tdmasztja ald, hogy a tumorsejtek a normal sejtektdl eltér6 anyagcsere-
jellegzetességekkel (metabolikus tulajdonsagokkal/profillal), tapanyagigénnyel és
szubsztrat hasznositd képességgel (pl. glikolizis, glutaminolizis, zsirsav oxidécio)
rendelkeznek. Eldbbiekkel parhuzamosan a daganatsejtekre jellemzd lehet a nagyfokt
metabolikus alkalmazkodoképesség, ami hozzajarulhat a daganatsejtek hossz tava,
akar terapias kezelés melletti tuléléséhez, majd terjedéséhez, attétképzéséhez is. Fontos
az elObbieket befolyasold tényez6 a daganatszovet heterogenitasa is, amely a daganat
genetikai  sokfélesége (eltér6 tumorsejtklonok) mellett jelenti a daganat és
mikrokdrnyezete  (normal  parenchyma  sejtek, stroma- ¢és  immunsejtek)
egylittmiikodését, szimbidzisat, az adott mikrokdrnyezethez alkalmazkodasat is. A
szovetalkoto sejtek metabolikus szimbidzisa, metabolikus heterogenitasa segitheti a
daganatsejtek tilélését és alkalmazkodasat a terapias szerekhez, igy hozzajarulhat a
kezeléssel szembeni rezisztenciahoz. A metabolikus valtozas soran a daganatsejtek nagy
mennyiségben kis molekulakat, onkometabolitokat is termelnek, melyek a malignus
fenotipust szamos ponton tamogathatjak. A legismertebb onkometabolitok a szukcinat,
fumarat vagy a 2-hidroxiglutarat (2-HG), de a legujabb 0Osszefoglalok mar a
daganatsejtekben felhalmozott laktatot is onkometabolitnak tekintik.

A tumorsejtek anyagcseréjének szabalyozasaban genetikai €s epigenetikai tényezok
jatszanak szerepet. A tumorigenikus valtozasok (onkogén aktivitacid vagy
tumorszuppresszor inaktivacio) a tumor ndvekedésben fontos szerepet jatszo jelatviteli
utvonalak mellett részt vesznek az anyagcsere-szabalyozas atprogramozasaban is. Az
RTK-PIBK-mTOR tengely szamos sejtfunkcid szabalyozasaban alapvet6. Ennek egyik
kozponti eleme az mTOR (mammalian target of rapamycin) kinaz két eltéré komplex
(C1 és C2) formajaban lehet jelen a sejtekben, melyek a jelatviteli halozat fontos

szabalyoz6 elemeiként szenzorai a sejtek energia- és tapanyag-ellatottsaganak, aminek
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crer

szlikséges épitdelemek bioszintetikus vagy akar lebont6 folyamatait.

Munkamban daganatsejtek metabolikus profiljanak jellemzéséhez kiilonb6zo
modszereket kerestem ¢és allitottam be. Eldbbickkel Osszefiiggd anyagcsere-
folyamatokat és szabalyoz6 folyamatokat vizsgaltam. Tanulményoztam a kiilonb6zo
daganatsejtek normalistol eltérd, jellemzden fokozott glikolitikus aktivitasat, az
izocitrat-dehidrogenaz mutacido kovetkezményeként felhalmozodd 2-hidroxiglutarat
onkometabolit-termelés  hatasait, a daganatsejtek szubsztrat hasznositasanak

kiilonbségeit és ezek Osszefiiggését az emelkedett mTOR aktivitassal.

1.2. Irodalmi hattér 6sszefoglalasa

1.2.1. A malignus fenotipus, a daganat jellemzd6i

Hanahan és Weinberg el6szor 2000-ben foglalta Ossze a tumorsejtek alapvetd
jellegzetességeit. A szerzOk hat olyan tulajdonsagot soroltak fel, amely a malignus
sejteket a normal sejtektdl megkiilonbozteti: korlatlan proliferaciés képesség,
folyamatos novekedés biztositasa novekedési szignalokkal (proliferacido fenntartasa),
sejtnovekedést gatld hatdsokkal szembeni rezisztencia, apoptdzis — programozott
sejthalal — gatoltsdga, invazids és metasztatikus képesség, a szovet novekedéséhez
szlikséges angiogenezis fokozasa [1]. 2011-ben tovabbi jellemzdk keriiltek az eldbbiek
mellé: a daganatos szovet gyulladasos folyamatai, illetve a daganatsejtek
immunszuppressziv hatdsai, genom instabilitasa, valamint anyagcsere-valtozasai, a
bioenergetikai folyamataik atprogramozasa (1. abra) [2]. Ezt kovetben az elmult
években a daganatimmunologia, a genetikai valtozasok feltardsa és az onkogén
hat4sokkal parhuzamosan megjelend megvaltozott anyagcsere-folyamatok jellemzése is

széles korben kutatott tertiletté valt [3].
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proliferacié sejtnovekedést gatlé hatasokkal
fenntartasa szembeni rezisztencia

bioenergetikai

f,olyamatok 3 immunszuppresszio
atprogramozasa
apoptozis korlatlan
gatlasa proliferacios
képesség
genom gyulladas
instabilitas indukalasa

angiogenezis invazios és
fokozasa metasztatikus
képesség

1. abra. Tumorsejtek legfontosabb tulajdonsagai Hanahan és Weinberg (2011)
szerint [2]. Hanahan és Weinberg 2000-ben 0sszefoglaltak a malignus sejtekre jellemz6
tulajdonsagokat: korlatlan proliferacios képesség, sejtnovekedést gatld hatasokkal
szembeni rezisztencia, apoptézis gatlasa, proliferacié fenntartisa, angiogenezis
fokozasa, invazios ¢€s metasztatikus képesség. 2011-es kozleményiikben tovabbi
jellemzokkel egészitették ki az el6z0 listat: daganatok altal okozott immunszuppresszio,
gyulladasindukcié, daganatsejtek genom instabilitasa és a bioenergetikai folyamatok

atprogramozottsaga.
1.2.2. A daganatsejtekre jellemzo altalanos anyagcsere-valtozasok

A kiilonboz6 bioenergetikai titvonalak szubsztratjai, a gliikoz, a glutamin, a tejsav, a
piruvat, a B-hidroxibutirat, az acetoacetat, az acetat és a szabad zsirsavak felhasznalasa
segiti a tumorsejtek proliferaciojat. EI6bbi szubsztratokbol a tumorsejtek aranyaikban
lényegesen tobbet hasznositanak, mint a normal sejtek, folyamatos osztodasukhoz
kiilonboz6 katabolikus folyamatok biztositjak a sziikséges energiat (ATP-t). A
sejtproliferaciohoz sziikséges energiatermelésben kiemelkedd szerepet tolt be a
glikolizis, de a gliikdz hasznositdsa mellett mas forrasok is fontos szerepet jatszhatnak,

példaul a tejsav oxidacio (reverz Warburg-effektus), a glutamin hasznositas, vagy

10
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makromolekulak (lipidek, fehérjék) lebontasa [3-5]. Az, hogy mely szubsztratok milyen
utvonalu hasznositasat részesiti elényben az adott daganatsejt szdmos tényezotol fiigg.
Példaul a mikrokdrnyezet, tapanyag-ellatottsag, onkogén driver mutaciok ¢&s
epigenetikai hatasok is jelentds mértékben befolyasoljak a metabolikus folyamatok
atrendezését [6, 7]. A tumorsejtek vagy akar az egész tumorszdvet anyagcsere-
folyamatait modosithatjak az un. onkometabolitok, amelyek olyan nagy mennyiségben
termel6d6 kis molekuldk, melyek tobbféle uton tamogathatjdk a daganatok
kovetkeztében termel6dd 2-hidroxiglutarat, a szukcinat-dehidrogendz mutaciod
termékeként képz0do szukcinat vagy a fumarat-hidrataz enzim mutacidja hatasara nagy
mennyiségben termelddé fumarat is [8, 9]. Az onkometabolitok kdzé soroljak ma mar a
Warburg-effektus végtermékeként keletkez6 nagy mennyiségii tejsavat is, amelynek
extracellularis ¢és intracellularis megjelenése befolyasolhatja a sejt anyagcsere-
folyamatait, a kiilonboz6 jelatviteli utvonalak aktivitasat, de akar a tumorsejt
mikrokdrnyezetét is. Utobbiak Osszessége eldsegiti a daganat novekedését, a
daganatsejtek metasztazisat is [10].

Az aktivalodott onkogének, inaktivalddott tumorszuppresszor gének, a sejtfunkciok
szabalyozasban szerepet jatszé jelatviteli utvonalak (pl. a késObbiekben targyalt
PIBK/AKT/mTOR fttvonal) elemei és egyéb fehérjék aktivitas valtozasa mellett az
anyagcsere-valtozadsok 0Osszessége is jelentds mértékben moddosithatja a daganatok
novekedésének in vivo szabalyozasat, igy is segitve a daganatszovet rendkiviili

alkalmazkodoképességét [6, 7, 11].
1.2.3. Warburg-effektus — aerob glikolizis

Otto Warburg mar az 1920-as évek elején felismerte a daganatsejtek anyagcsere-
valtozasat és ennek jelentOségét. A daganatok tobbségére jellemzd az oxigén-
ellatottsagtol fliggetlen, fokozott mértéki glikolizis és tejsavtermelés, ezt Warburg-
effektusnak nevezziik. Warburg a jelenséget a mitokondrium kéarosodott funkcidival
magyarazta és a daganatos megbetegedés eredetének tartotta [12, 13]. A késdbbiekben
kideriilt, hogy a kdrosodott mitokondriumok jelenléte azonban csak a tumorok kisebb
szazalékara jellemz6 [6]. Jelenleg a tumorszuppreszorok és/vagy onkogének mutacioit

tekintik a daganatok képzOdését el6idézé legfontosabb tényezonek, a tumorok nagy
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részére jellemz6 Warburg-effektust pedig, inkabb kovetkezménynek. Warburg elméletét
nem sokkal késobb Herbert Crabtree egészitette ki, amikor felfedezte, hogy bizonyos
daganatsejtek konnyen tudnak alkalmazkodni a megvaltozott tapanyag-ellatottsaghoz:
képesek aerob glikolizisrdl oxidativ foszforilaciora valtani és forditva. Ezt a jelenséget
Crabtree-effektusnak nevezziik [14, 15], aminek kiemelked6 szerepe lehet a metasztazis
soran megfigyelhetd metabolikus alkalmazkodasban is [4, 16]. A 2000-es évek végétol
a Warburg-effektus, a tumorok anyagcsere-valtozasainak vizsgalata Gjra el6térbe kertilt,
szamos glikolizis gatlot fejlesztettek és teszteltek kiilonboz6 daganatokon. 2008-ban
Cantley ¢és munkatdrsai kimutattdk, hogy az intenziven proliferaldé dagantsejtekre
jellemz6 a piruvat-kinaz M2 izoforma (PKM2) fokozott expresszioja, ami a glikolitikus
eltolodassal hozhato Osszefiiggésbe [17, 18]. Szintén ebben az id6ben jelent meg az
irodalomban az onkometabolitok fogalma (2009), az anyagcsereenzimek mutacidinak
felismerésével kapcsolatban. Majd Hanahan és Weinberg 2011-ben a tumorsejtek
megvaltozott bioenergetikai folyamataival egészitette Ki a daganatsejtek jellemzoit. A
2010-es évektdl szamos a malignus fenotipussal Gsszefiiggo jelenséget irtak le. [19].

A nem daganatos sejtekben megfeleld oxigénellatottsag mellett a glikdéz a
glikolizisben piruvatta alakul, amely belépve a mitokondriumba acetil-KoA-n keresztiil
a citromsavciklusban alakul tovabb kiilonboz6 intermedierekké [6]. A Krebs-ciklus
reakcioiban  szubsztrat-szintii  foszforilacio mellett NADH  képzodik, ennek
eredményeként az oxidativ foszforilacioval gliikdz molekulanként végiil 36-38
molekula ATP keletkezik. A Warburg-effektus soran a glikéz nagy része a
glikolizisben, a tejsavtermelésben, mig kis része a glikolitikus atalakuldsok utan
mitokondrialis oxidativ folyamatokban hasznosul. A Warburg-effektusban, a
glikolizisben keletkezd piruvat tejsavva alakul, kozben 2 molekula ATP keletkezik. A
Warburg-fenotipusti tumorsejtben a glikolizis talstlya atlagosan 4 molekula ATP-t
eredményez gliikkoz molekulanként (2. abra) [18, 20, 21, 22]. Ez nem effektiv ATP
termelés. Az ATP szint azonban nem limitald tényezd a tumorsejtek novekedésében, a
Warburg-effektus oxigén koncentraciotol fliiggetleniil, hypoxia nélkiil is felléphet [18].
Felmertil a kérdés, hogy mégis milyen elénye szarmazhat a tumorsejteknek a Warburg-
effektusbol. A folyamatban a glikolitikus eltolodas fokozza a glikolitikus intermedierek
felhalmozodasat, ami kiindulési anyagokat nyujt kiilonb6z6 bioszintetikus utvonalakhoz

az osztddo sejtekben. Az intermedierek koziil példaul a riboz-5-foszfatot a nukleinsav
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szintézisben, a dihidroxi-aceton-foszfatot a foszfolipidek és trigliceridek szintézisében,

a gliik6z-6-foszfatot pedig glikogéntermelésben hasznosithatja a sejt [4, 6, 23].

Normal szoveti
proliferacio Tumor

ol ol - (733
(o)) vagy
o/ o = i

Differencialt szovet

gliikoz gliikoz gliikéz
0 piruvat piruvat TIaE
2 0, P
5% \Si
tejsav
_v tejsav
tejsav
o, co,
oxidativ anaerob aerob
foszforilacio glikolizis glikolizis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effektus)
mol gliikoz mol gliikoz ~ 4 mol ATP/mol gliikéz

2. abra. A differencialt, ill. az oszt6do normal sejtek vagy tumorsejtek jellemzo
energiatermelé folyamatai (forras: [18] alapjan készitett abra). A differencialt
szovetek oxigénellatottsagtol fliggden bioenergetikai igénylik kielégitésére a gliikkdzt
oxidativ foszforilacioval (oxigén jelenlétében) vagy anaerob glikolizissel (oxigén
hianyadban) bontjdk le. Az o0sztdodd sejtek, igy a tumorsejtek a glikozt
oxigénellatottsagtol fliggetleniil aerob glikolizisben (Warburg-effektus) képesek

hasznositani — ezt elényben részesitik mas katabolikus folyamatokkal szemben.

A tumorsejtekben az aerob glikolizist tamogatja a fokozott piruvat-kinaz M2
(PKM2) izoenzim expresszio; az enzim aktivitasa gyorsan valtozik attol fiiggden, hogy
tetramer (katabolikus folyamatok segitése) vagy dimer (anabolikus folyamatok segitése)
forma alakul-e ki. A PKM2 dimer forma csokkent enzim aktivitasa a téle ,,upstream”
talalhato glikolitikus intermedierek felhalmozodasat és bioszintetikus hasznositasat

(nukleinsavak, lipidek, aminosavak szintézise) segiti el6 [6, 17]. Ugyanakkor, azt is
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igazoltak tobbféle tumorsejtben, hogy ATP termelésiik nagy részét sokszor nem az
intenziv glikolizis biztositja [24]. A sejtek bioenergetikai egyensulyaban fontos, hogy a
piruvat-kinaz szabalyozasi pont a gliikoz milyen mértékli tejsavas glikolizisben vagy
»teljes” oxidativ foszforilacidban torténd hasznositasat teszi lehetové. Ennek a pontnak
az egyensulya és a TCA ciklus mas szubsztratokkal valé feltdltése (TCA-anaplerdzis)
nagyfokl tapanyag hasznositdsi, alkalmazkodési lehetdséget biztosit a tumorsejtek
szamara. Igy a daganatsejtek egyedi jellegzetességeik, metabolikus alkalmazkodasuk
fliggvényében a sziikséges ATP-t a rendelkezésre allo szubsztratokbol a glikolizis és az
oxidativ foszforilacié kiilonb6z6 %-os aranyt miikodésével fent tudjak tartani [24, 25].
A jelenlegi kezelések fejlesztését nagyban segitik azok a vizsgalatok, amelyekben az
adott daganat/daganatsejt alkalmazkodasat, anyagcsere-valtozasait (metabolikus
profiljat) tanulmanyozhatjuk a daganat heterogenitas ¢és kornyezeti alkalmazkodas (pl. a

terapias hatasok) fliggvényében.
1.2.4. Tejsav mint onkometabolit

A tumorsejtek tobbségére jellemz6 a nagy mennyiségii tejsavtermelés. A tejsav
piruvatbol laktat-dehidrogenaz A (LDH-A) segitségével képzodik. Majd a tumorsejtek a
tejsavat monokarboxilat transzporter 4 (MCT4) segitségével exportaljdk a
kornyezetiikbe, ez hatassal van mas mikrokornyezeti sejtek mikodésére, pl. a tumor
asszocialt fibroblastokra, immuneffektor- vagy endotélsejtekre is [26, 27]. A tejsav az
extracellularis térben pH valtozast eredményez, az alacsony pH gétolja a tumorse;jt
ellenes immuneffektor sejtek (pl. citotoxikus T limfocita, NK sejtek) miikodéseét,
valamint aktivalja a pH-fiiggd matrix metalloproteinazokat, katepszineket. Ebben a
mikrokdrnyezetben a hypoxia és a tejsavas mikrokodrnyezet serkenti az angiogenezist,
novekedési faktorok, igy a VEGF termelés fokozasan keresztiil is. El6bbiek a tejsav
sokoldalu hatasaibol olyan példak, amelyek az extracellularis matrix atrendezodést, a
tumor invaziot és metasztazis képzést befolyasoljak [27, 28].

A mikrokornyezetbe leadott laktat bioenergetikai uton is hasznosulhat; a stroma-
sejtek monokarboxilat transzporterek (elsésorban MCT1) segitségével vehetik fel, majd
reverz Warburg-effektus segitségével — piruvaton — keresztiil a citratkori oxidativ
folyamatokban energiat nyerhetnek beldle [29]. A laktatbol keletkezd piruvat nemcsak

a stromasejtekben, hanem akar a tumorsejtek altal is felhasznéalasra keriilhet. A
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tumorsejtek és  stromasejtek anyagcsere-folyamataikban keletkez6 intermedier
termékeik egymas kozotti cseréjét és hasznositasanak kiilonbozo lehetdségeit, tovabba
ezek in situ megvaldsulasat, metabolikus szimbidzisnak nevezziik [28]. Ezekben a
folyamatokban a laktat energiaszubsztratként is viselkedhet aerob kornyezetben, amely
hasznositasanak gatlasa csokkentheti a tumorsejtek alkalmazkodasi (adaptécios)
képességét [30, 31]. Elobbiek, a tejsav daganatnovekedést tamogatd hatasait bemutatod

példak is alatamasztjak a tejsav onkometabolitok kozé sorolasat (3. abra).

angiogenezis

GLUT1

tumorsejt

metabolikus
szimbidzis

-<_> stromasejt
T

MMP2

\ ciklus | immunsejt immunszuppresszié
HIF-1a §/ invdzios képesség
6@0& metasztdzis
PHD [: a-ketoglutarat N -
.— HIF-1a-OH

&tnsznl tumorsejt /

3. abra. A tejsav lehetséges tumorbiologiai hatasai (forras: [32] alapjan készitett

VEGF

GLIKOLiZIS

u.

sejtmag

crer

mikrokornyezeti  valtozasokban is, igy az immunszuppressziv mikrokérnyezet
kialakulasaban vagy a tumorsejtek  attétképzésében (katepszinek, matrix
metalloprotedzok aktivalasa) és az angiogenezisben is (pl. a HIF-la stabilizacidjan
keresztiili VEGF termelés serkentésével). A tejsavat mint energia szubsztratot is
hasznosithatjadk a tumorszovet legkiilonbozobb sejtjei: a mikrokornyezeti sejtek (pl.
fibroblastok, immunsejtek vagy mas oxidativ, reverz Warburg-effektusra képes
tumorsejtek) vagy akar a heterogén tumorszdvet egyes tumorsejtjei IS — metabolikus
szimbiozis. A tejsav az immunsejtekre gatld hatast fejt ki a mikrokodrnyezetben, tovabba
a matrix metalloproteindz-2 (MMP2) aktivitasat fokozva segitheti a tumorsejtek
invazidjat. MCT: monokarboxilat transzporter, LDH-A: laktat-dehidrogenaz-A,
GLUTI: gliikdz transzporter 1, PHD: prolil-hidroxilaz.
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1.2.5. Citromsavciklus, oxidativ foszforilacio szerepe a daganatok anyagcseréjében

A citromsavciklusban (Szent-Gyorgyi—Krebs ciklus, trikarbonsav-ciklus - TCA vagy
citratkor) a szénhidratok, zsirok és fehérjék alkotoelemei oxidalédnak CO»-da és vizzé
alakulnak, kézben ATP termelddik. A mitokondriumba belépd piruvat acetil-csoportta
alakul, amely koenzim A-hoz ko6t6dik és a citromsavciklusban az acetil-KoA atadja két
szénatomos acetilcsoportjat a négy szénatombol allé oxalacetatnak ¢és igy hat
szénatomos citromsav keletkezik [33]. A citromsav ezutdn két karboxilcsoportjat
elvesziti CO2 formajaban, és a folyamat oxidativ 1épéseiben NADH keletkezik, ami
elektron donorként szolgal az oxidativ foszforilacidban, az ATP termelésben. A négy
szénatomos oxalecetsav minden ciklus végén jraképzddik, és a ciklus folytatodik [3, 6,
33].

Bizonyos tumorsejtek mitokondriumaiban a citratkr mitkodése megvaltozik, Gn.
»csonka” citratkor miikodik, ebben az esetben nagy mennyiségl citrat 1ép ki a
citoszolba, és ott acetil-KoA keletkezését eredményezve a zsirsav szintézisben
hasznosul [34, 35]. A zsirsavak a keletkez6 10j sejtek membranjainak felépitését
szolgaljak, ennek jelentdségét szamos daganatsejt magas zsirsav-szintetdz enzim
expresszidja is alatamasztja (4. abra) [34].

A citratkori intermedierek szamos anabolikus folyamat kiinduldsi anyagai. Ilyen
példaul az oxalacetat és az o-ketoglutarat, amelyek aminosav szintézisben is
felhasznalodhatnak, igy folyamatos potlasuk sziikséges. Azokat a biokémiai reakciokat,
amelyek segitségével citromsavciklus intermedierek keletkezhetnek, igy a citratkor
feltoltésére képesek, anaplerotikus reakcioknak nevezziik. Anaplerotikus reakciokban
résztvevé enzimek lehetnek pl. a foszfoenol-piruvat-karboxikindz, amely foszfoenol-
piruvatbol oxalacetatot; vagy a glutamat-dehidrogendz, amely a glutamatbol a-
ketoglutarat allit el6 (4. abra) [36, 37].

A citromsav ciklus kiilonb6z6 enzimjeinek (pl. akonitdz, izocitrat-dehidrogenaz,
szukcinat-dehidrogenaz) mutacioi olyan anyagcsere-valtozasokat idézhetnek elé a
sejtekben, amelyek tumorsejtek kialakulasdhoz és/vagy a daganat progresszidjahoz

jarulhatnak hozza [6, 38].
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4. abra Daganatbiolégiai szempontbél is jelentds anyagcsere-folyamatok (forras:
[39] alapjan készitett abra). A citromsav ciklussal kapcsolatban allo lebonto és
felépitd folyamatok (glikolizis, aminosav €s nukleotid szintézis, citratkor, oxidativ
foszforilacié, glutaminolizis és zsirsav szintézis) vazlatos abraja. A PDH (piruvat-
dehidrogenaz,) DLD (dihidrolipoil-dehidrogenaz) és a DLAT (dihidrolipoil-
transzacetilaz) a piruvat-dehidrogenaz enzimkomplex alegységei. CS: citrat-szintetaz,
ACO2: akonitaz 2, IDH3: izocitrat-dehidrogenaz 3, OGDH: 2-oxoglutarat-dehidrogenaz
vagy mas néven o-ketoglutarat-dehidrogendz, SUCLGI: szukcinil-KoA-ligaz o
alegysége, SDH: szukcinat-dehidrogendz, FH: fumarét-hidratdz vagy mas néven

fumaraz, MDH: malat-dehidogenaz, GOT1/2: glutamat-oxaloacetat transzaminéaz 1/2.
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1.2.6. Glutaminolizis

A tumorsejtek szdmara fontos nem esszencialis aminosav a glutamin. A Warburg-
fenotipussal rendelkezd daganatsejtekben a citromsav ciklus funkcidjanak
fenntartasaban és az intermedierek visszatoltésében nagy szerepe van a mar emlitett
anaplerotikus reakcioknak, erre példa a glutamin atalakitdsa €és hasznositdsa a
citratkorben [4, 40]. A glutamin transzporterek segitségével jut a sejtekbe, ahol a
glutamindz (Gls) glutamatta alakitja. A glutamatb6l a glutamat-dehidrogenaz a-
ketoglutaratatot (citromsavciklus intermedier) képez [41]. A glutamin prekurzora tobb
nem esszencialis aminosavnak is (pl. aszpartat, alanin vagy prolin), nitrogéndonorként
is szolgalhat a nukleotidok szintézisében; és fontos szubsztrat a zsirsav szintézisben
hypoxias  daganatsejtekben  (glutamatbol  képz6dé  a-ketoglutarat  reduktiv
karboxilacioval citromsavva alakul, mely tovabb alakulva a lipid termelésben
hasznosul). Végiil, de nem utolsé sorban glutation szintézisen keresztiil szerepet jatszik
az antioxidans folyamatokban is [4, 40, 42, 43].

1.3. Onkometabolit-termeléssel osszefiiggé mutaciok és anyagcsere-valtozasok
daganatokban

1.3.1. Az onkometabolitok fogalma

Az onkometabolitok olyan, az anyagcsere-folyamatokban (pl. glikolizis, citrat-
ciklus) normadlisan is megjelend kis molekulak, amelyeknek koros mennyiségi vagy

szerkezeti valtozasai az anyagcsere-folyamatok szabalyozasanak megvaltozasat segitik

crer

daganatos progressziohoz [44].

1.3.2. Onkometabolit-termeléssel osszefiiggdé anyagcsereenzim mutaciok

Az anyagcsere-folyamatokban résztvevo enzimek funkcidvesztéssel (pl. fumarat-
hidrataz, szukcinat-dehidrogenaz) vagy funkcionyeréssel (pl. izocitrat-dehidrogenaz)
jaré mutécioi a sejtekben fumarat, szukcinat vagy D-2-hidroxiglutarat onkometabolitok
hatasaik nemcsak a sejtek anyagcseréjét, hanem az epigenctikai szabalyozast (pl.

hiszton metilacio) és a jelatviteli folyamatokat is befolyasoljak [9, 44, 45].
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A HIF-1 transzkripcios faktor o alegysége a transzkripcié mester regulatoraként
mikodik a hypoxias valaszreakciokban. Megfeleld oxigénellatottsdg mellett a
citoplazmaban talalhaté prolil-hidroxilaz enzim hidroxildlja a HIF-la fehérjét, ami
ennek hatdsara ubiquitinalédik, majd a proteaszomaban lebomlik [44]. A fumarat,
szukcinat és 2-hidroxiglutarat gatolja az o-ketoglutarat fiiggé dioxigendz enzimeket,
koztiik a prolil-hidroxilaz enzimet, igy eldbbi onkometabolitok felhalmozdédéasakor a
HIF-1a stabilizalodik és tobb célgén expressziojat modosithatja. HIF-1a, szamos ismert
onkogén hatasa mellett, transzkripcidos faktorként fokozza kiilonbozd glikolitikus
fehérjék, pl. a glikéz transzporter 1 (GLUT1), hexokindz (HK) vagy laktat-
dehidrogenaz A (LDH-A) expressziojat, igy a sejtek anyagcseréjében (a metabolikus
profilban) a glikolitikus iranyt folyamatokat erdsiti fel [8, 44, 46].

A kovetkezd alfejezetben a szukcinat-dehidrogendz, fumardz é&s izocitrat-
dehidrogendz anyagcsereenzimek mutaciéi és azok kovetkezményei kerililnek

bemutatasra.

1.3.3. A leggyakoribb anyagcsereenzim mutaciok és az azokkal osszefiiggé
daganatos betegségek

A szukcinat-dehidrogenaz a mitokondrialis energiatermelésben 0sszekdti a citromsav
ciklust és az elektrontranszportlancot. Az enzim alegységeit érinté (SDH A/B/C/D vagy
F2) mutaciok hatdsara, a funkciovesztés kovetkezményeként felhalmozodik a szukcinat.
A szukcinat felhalmozddasa a HIF-1a stabilizacié mellett fokozott aszpartét szintézist is
eléidézhet [47]. Mindezek nagyban megnévelik a gasztrointesztinalis stroma tumorok,
vesecarcinoma, paraganglioma vagy phaeochromocytoma kialakulasanak esélyét (5.
abra) [47, 48].
keletkezik. A FH csiravonal funkcidvesztd mutaciot elséként leiomyomatosisban és
vilagossejtes vesedaganatokban irtak le, de szerepiik lehet a phaeochromocytoma, 11-es
tipusti papillaris vesecarcinoma patogenezisében is. A felhalmozodod fumarat a
szukcinathoz hasonléan hozzajarul a HIF-1a stabilizaciojahoz [8, 45].

Az izocitrat-dehidrogenaz (IDH) az izocitrat oxidativ dekarboxilaciojat katalizalja,
melynek soran a-ketoglutarat és CO2 képzédik, valamint egy NAD™ molekula NADH-

va alakul. Az IDH enzimnek harom izoformaja fordul el6: az IDH1 citoszolikus, mig az
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IDH2 ¢és az IDH3 mitokondrialis. Mutéacioi az enzim funkcidjanak valtozésdhoz
(funkcioényeréshez) vezetnek, a mutdns enzimek az o-ketoglutaratot szubsztratként
hasznaljak ¢és D-2-hidroxiglutarattd alakitjak at. A mutans enzim NADH-t vagy
NADPH-t fogyaszt, igy hozzajarul a ROS (reaktiv oxigén szarmazék — szabadgyok)
termeléshez is. A D-2-hidroxiglutarat fokozza a HIF-la stabilitasat, tovabba az
elébbivel parhuzamosan gatolja a hiszton és DNS demetildzok miikodését is, igy a
genom globalis hipermetilaciojat is eredményezi (5. abra) [49, 50]. A 2-hidroxiglutarat
L-2-hidroxiglutarat formaban is jelen lehet a sejtekben, aminek képzddését nem az IDH,
hanem a malat-dehidrogenaz vagy a laktat-dehidrogendz enzim katalizélja hypoxias
koriilmények kozott. Az L-2-hidroxiglutarat azonban joval kisebb mennyiségben
képzddik, mint az IDH mutaci6 kovetkeztében termel6dé D-2-hidroxiglutarat [51].

Az IDH mutaciok gyakoriak gliomakban, elsésorban ,,low grade” astrocytomakban,
oligodendrogliomakban, szekunder glioblastomakban (80%), ritkdbban primer
glioblastomakban ¢és gyerekkori agydaganatokban is el6fordulnak. A gliomak
kialakulasaban az IDH mutacié megjelenését a tumorigenezis els6 1épésének tartjak [52,
53].

Glioméakon kiviil az IDH mutaci6 jellemz6 a felnéttkori akut myeloid leukémiak 15-
20%-aban, a chondrosarcomak kozel 50%-aban, de eléfordul cholangio-, pajzsmirigy-
carcinomaban, vagy colorectalis carcinomaban is. Mig gliomakban az IDH mutacio
egyértelmiien jobb prognodzissal fligg 6ssze, aminek hattere még nem tisztazott, addig a

tobbi daganattipusban altalaban rosszabb prognoézissal tarsul [50, 54].
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5. abra. A szukcinat, fumarat és D-2-hidroxiglutarat onkometabolitok szerepe a
HIF-1o stabilizaciojaban és epigenetikai valtozasokban (forras: [8] alapjan
készitett abra). A szukcinat, fumarat, D-2-hidroxiglutarat o-ketoglutarat fiiggd
dioxigenazokat gatolnak (kompetitiv inhibitorai az a-ketoglutaratnak), ilyen példaul a
prolil-hidroxilaz enzim is (PHD), melynek gatlasa a HIF-la stabilizalasaval és
transzkripcids hatasainak fokozasadval jar. Dioxigenazok mellett gatolt enzimek a TET
(ten eleven translocation) és a jmjC (Jumonji C) demetilazok is, ami hipermetilalt
genotipust eredményezhet. a-KG: a-ketoglutarat; D-2-HG: D-2-hidroxiglutarat; HRE:

hormon response element; VHL: von Hippel-Lindau fehérje

1.3.3.1. Gliomak: szévettani besorolas, IDH mutacio, lehetséges bioenergetikai
szubsztratok

A gliomdk a leggyakoribb felndttkori, kozponti idegrendszert érintd rosszindulati
daganatok. Glialis sejtekbdl alakulnak ki, melyek normalis funkcidja az idegrendszer
tapanyag- ¢€s energiaellatdsanak biztositdsa, tovabba a vér-agy gat funkciojanak
meglrzése. A gliasejtek részt vesznek a neuronhdlézat homeosztazisanak

fenntartasaban, de a kiilonboz6 glidlis sejttipusok mas-mas funkciokkal rendelkeznek.
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Az astrocytak tdpanyagellatdst és tdmasztd, vazszerepet biztositanak a neuronok
szamara; az oligodendrocytak az axonok mielinhiivelyét alkotjak; a microglia sejtek
fagocitdk, az elpusztult idegsejtek ¢és patogének eltavolitasat végzik; mig az
ependymalis sejtek a cerebrospinalis folyadékegyensulyt szabalyozzak [55].

A glioma, Osszefoglald elnevezés a glidlis eredetii tumorok megkiilonboztetésére,
amelyek kozé az astrocytomakat, az oligodendrogliomakat és a glioblastomakat
sorolhatjuk [56]. A gliomak kiilonboznek agresszivitisukban és malignitasukban. A
lassan novekvd gliomak jobban kezelhetéek, mig a gyorsabban novd, invaziv tipusok
kezelése nagy kihivast jelent, kevés sikerrel. Gradus szerint négy csoportot
kiilonboztetnek meg. ,,Grade 1”: pilocytas astrocytoma, lassan novekvd, viszonylag
konnyen kezelhet6, felnéttekben ritkan eléforduld daganat; ,,grade I1I”: ,low grade”
gliomak: astrocytomak és oligodendrogliomak, melyek fiatal felnéttekben fordulnak eld
¢és esetenként atalakulhatnak I1l. vagy IV. gradusu gliomava; ,.grade I1I”: malignus
gliomak, anaplasztikus astrocytomak és anaplasztikus oligodendrogliomak, melyek
gyorsan és agressziven novO daganatok, sebészeti eltavolitasuk nehéz; ,,grade 1V”:
glioblastoma multiforme (GBM), a legagresszivabb és a leggyakoribb elsédleges
agydaganat, az agy mas teriileteire is gyorsan atterjedhet [56, 57].

Az IDH mutéciot bizonyos gliomak kialakuldsdban korai valtozasnak tartjdk. Az
IDH1 mutaci6o kovetkeztében D-2-hidroxiglutarat onkometabolit akkumulalodik a
sejtekben, ami epigenetikai és anyagcsere-valtozasokat, valamint a szabad gyok szint
emelkedését okozva segiti a tumorprogressziot [52]. A WHO 2016-os patoldgiai glioma
besorolasaban az IDH mutacio az osztalyozas egyik fontos tényezdje, nagy szazalékban
fordul el6 a gliomakban és prognosztikai szereppel is bir [56, 57]. El6bbiek mellett
fontos genetikai tényez6 és az astrocytomak fontos markere, a magi ATRX (X-
kromoszomahoz kapcsolt alfa-talasszémia/mentalis retardacio) vesztése, illetve az
oligodendroglioma sejtekben a 1p/19q kodelécid. Astrocytomakban Osszefliggést
talaltak az IDH mutacio és ATRX génvesztés eléfordulasa kozott: amennyiben az IDH
vad, akkor ATRX vesztés sem jellemz6 a tumorra. Utdbbi genetikai valtozasok a primer
glioblastomakban — ahol az IDH mutéaci6é nem jellemz6 — nagyon ritkan fordulnak eld.
IDH mutans gliomakban a citoszolikus IDHI enzim (R132H) funkcionyeréses
mutacidja a leggyakoribb, ami a ,low grade” gliomak ¢és a szekunder glioblastomak

kozel 80%-ara jellemzd, mig primer glioblastomakban ritkabban fordul elé (kb. 4-5%).
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Az IDH1 RI132H mutdns fehérje kimutatdsa immunhisztokémiai festéssel is
elvégezhetd. Amennyiben ez a festés negativ, tovabbi mutaciok kimutatasa szekvenalast
(pl. Sanger szekvenalas) igényel, meghatarozott betegcsoportokban (életkor és egyéb
jellegzetességek) dontenek az IDH mutacio tovabbi vizsgalata mellett és ilyenkor az
IDH1 és az IDH2 gén leggyakrabban érintett exonjainak szekvenalasat végzik el (6.
abra) [56, 58].

A primer glioblastomak a leggyakoribb rosszindulati agydaganatok, az Osszes
glioma eset mintegy 50%-at adjak, rossz prognézisu, agressziv tumorok, a median
talélésiik 12-14 honap. Az IDH1 mutacio jelenléte jobb prognozissal jar, ahol a median
talélés 3-15 év [59].

A gliomdk terdpidja haromféle kezelési lehetdségen alapul: sebészi eltavolitas,
kemoterapia €s besugarzas, melyeket a betegség tipusatol fliggden gyakran kombindlnak
[60]. A mitét célja a daganat minél nagyobb részének eltavolitasa. A sugarterapiaban
fontos, hogy a tumorsejtek elpusztitdisa mellett a normal szovetek kevésbé
karosodjanak, ezért alacsony tumorgdc szam esetében célzott, sztereoataxias eljarast
alkalmaznak. A kemoterapiaban a temozolomid alkilalészer (a guanin bazis
alkilalasaval indukalja a tumorsejtek apoptdzisat) a leggyakrabban alkalmazott kezelés,
de bizonyos esetekben hasznalnak esetleg carmustint, ifosfamidot és procarbazint is
[60].
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6. abra. A gliomak 2016-os hisztologiai osztalyozasa a WHO szerint (forras: [67]
alapjan Kkészitett abra). Az IDH1 mutacid a csoportositas egyik legfontosabb
paramétere mind astrocytomakban, mind oligodendrogliomakban. Utobbiak tovabbi
jellemzdje az 1p/19q kromoszoéma karok kodelécidja is. ATRX: X-kromoszémahoz

kapcsolt alfa-talasszémia/mentalis retardacio; NOS: masképp nem osztalyozhato.

Szamos gyogyszerfejlesztés, klinikai vizsgélat folyik, melyeknek célja, a glioméak
hatékonyabb kezelése (eddig egyelére nem sok eredménnyel). Progressziojuk soran az
IDH mutans gliomak transzformalddhatnak magasabb gradusu, kevésbé differencialt
szekunder glioblastomakka. Ilyenkor felmeriil egyes gének amplifikacioja (pl. EGFR,
MET, MYC) és a PIBK/AKT/mTOR jelatviteli utvonal fokozott aktivitasa is [61].

A legujabb adatok alapjan a gliomasejtek a glikoz mellett (Warburg-effektus) mas
szubsztratokat is képesek hasznositani energiatermeld folyamatokban. Maher ¢és
munkatarsai leirtak, hogy tapanyag, gliikoz megvonas esetén gliomakban az acetat is
fontos energiaszubsztrat lehet [62, 63]. Az acetatot acetil-KoA-va alakito acetil-KoA
szintetaz 2 (ACSS2) enzim expresszidja daganatsejtekben fokozott, ami a gliomasejtek
tulélését is segitheti és hozzajarulhat a rossz prognézishoz [62, 64]. Gliomasejtekben
tovabbi szubsztrat lehet a glutamin is, amit szamos tumorsejt hasznosit energia és

proliferacios igényének fedezésére [43]. Az astrocytak fontos szerepet jatszanak a
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GABAerg ¢és glutamaterg neuronok tapanyagellatasaban, valamint a glutamat és
biztositasaban, fenntartisiban. Az astrocytak képesek az axonok végzdédéseinél
termelddo glutamat és GABA felvételére, majd lebontasara, igy korlatozzék ezeknek a
neurotranszmittereknek a hatasat [65]. A neuronok és az astrocytdk kozott un.
metabolikus szimbidzis alakul ki. A GABA transzporteren (GABA transzporter 1)
keresztiil a sejtekbe keriil, majd GABA-transzaminaz és szukcinat szemialdehid-
dehidrogenaz enzimek hatdsara szukcinatta alakulhat, ami belépve a citromsavciklusba
részt vehet mitokondrialis oxidacids folyamatokban [65, 66]. A GABA oxidaciojat

tumorsejtekben még nem vizsgaltak.

1.4. Metabolikus adaptacio és heterogenitas

A tumorsejtek bizonyos része képes alkalmazkodni a legextrémebb, megvaltozott
kornyezethez, tdpanyag-ellatottsighoz ¢és gyogyszeres kezeléshez. A daganatsejtek
anabolikus folyamatainak intenzitasa hasonld a normal, gyorsan proliferald sejtekéhez.
A tumorsejtek gliikoz és glutamin felvétele, hasznositasa fokozott, utdbbiak
lebontasanak termékei intermedierjei lehetnek a citromsavciklusnak, az oxidativ
foszforilacionak (energianyerés), a pentoz-foszfat-utnak (nukleinsav szintézis), az
aminosavak szintézisének (igy a fehérjetermelés is) és a lipid szintézisnek egyarant.
Ezek a folyamatok sziikségesek ahhoz, hogy a proliferaciodhoz megfeleld mennyiségii
energia (ATP) és intermedierekbdl képz6dé makromolekula alljon rendelkezésre [7, 68,
69]. A malignus sejtek laktatot, acetatot, szabad zsirsavakat és ketontesteket is képesek
felvenni a mikrokdrnyezetiikbdl, melyeket oxidacidos folyamatokra, kémiai
energiatermelésre vagy akar anabolizmusra is hasznalhatnak. A tumorsejtekben gyakran
magas ROS szint miatt nagyfokt antioxidans molekula szintézisére van sziikség; a pl.
pentoz-foszfat-ut segitségével NADPH termelése. A NADPH antioxidans hatasa mellett
kulcsfontossagi elektrondonorként szolgal a lipid szintézisben [69,70]. Az emlitett
utvonalak és energiaszubsztratok nagy szama eldsegiti a daganatsejtek nagymértéki
alkalmazkodoképességét a megvaltozott kornyezeti feltételekhez. Egyes tumorsejtek
rendkiviil gyorsan alkalmazkodhatnak metabolikus szinten a megvaltozott

koriilményekhez (példaul Crabtree-effektussal rendelkezé sejtek, melyek konnyedén
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tudnak glikolizisr6l oxidativ foszforilaciéra valtani vagy forditva), ami szelekcios
elényt jelent a tumor talélésében [4, 68]. A nagyfokii metabolikus plaszticitassal
rendelkez6 daganatsejtek hozzajarulhatnak a gyogyszeres terapiara adott rezisztencia
kialakulasdhoz is. Fontos kiemelni azonban, hogy a metabolikus adaptacios képesség
nagyban fligg az aktivalodott onkogénektdl, inaktivalodott tumorszuppresszor génektdl
¢s az aktiv jelatviteli utvonalaktol is [7, 70, 71].

Egy daganaton beliil sokféle genetikai és metabolikus profillal rendelkezé tumorse;jt-
populacio lehet (tumor heterogenitas). A tumorprogresszio vagy gyogyszeres kezelés
kozben a szelekcids nyomas hatdsara a kiilonbozo jellegli tumorsejtek mennyisége,
aranya valtozhat, egyes populaciok eltiinhetnek vagy akar ujak jelenhetnek meg [72,
73]. A daganaton beliil a sejtek anyagcseréjét jelentdsen befolydsolja a mikrokdrnyezet
pl. az oxigénellatottsag (erektdl vald tavolsag). Biztositott tdpanyag- €és oxigénellatas
mellett a daganatsejtek ATP-t aerob modon, oxidativ foszforilacio segitségével
allithatjak el6 [69, 73], de oxigén vagy tapanyaghianyos kornyezetben a Warburg-
effektus mellett akar autofidgias mechanizmusok is aktivalédhatnak a sejtek talélése
érdekében. A stromasejtekben pl. fibroblastokban oxidativ stressz hatasara is
aktivalodhatnak gyakorlatilag hasonld6 mechanizmusok. A sejtek a glikolizis soran
termelt metabolitokat (pl. tejsav) az extracelluléris térbe juttatjak, amelyeket az oxidativ
tumorsejtek vagy mas mikrokornyezeti sejtek felvehetnek, felhasznalhatnak pl.
oxidalhatnak energianyerés céljabol (reverz Warburg-effektus) [26, 29]. A fenti
folyamatok és a daganatszovet metabolikus heterogenitdsa fontos szerepet jatszik a

tumorprogresszioban és a terapia rezisztencia kialakulasaban (7. abra) [4, 74, 75].

MIKROKORNYEZET TUMORSZOVET
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7. abra. Az intratumoralis heterogenitas, metabolikus szimbiozis és tumor

progresszié kapcsolata szolid daganatokban. A tumorprogresszio soran egy adott

crer
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lehetnek jelen, ezt mas néven intratumoralis metabolikus heterogenitasnak nevezziik. A
tumoron beliil a daganatsejtek mas tumorsejtekkel, stromasejtekkel (pl. fibroblastokkal)
kommunikélnak; ez és az elébb emlitett metabolikus heterogenitas az egyik lehetséges
oka a daganatok kemoterapias kezelésekkel szembeni rezisztenciajanak. A kemoterapias
kezelés soran a tumorsejtek metabolikus alkalmazkodoképessége hozzéjarulhat a terapia

sikertelenségéhez. MRD: minimalis rezidualis betegség.

1.5. Anyagcsere-folyamatok szabalyozasa

A tumorsejtekben a lehetséges anyagcsere-valtozasok szorosan Osszefliggnek az
onkogének aktivacidjaval, a tumorszuppresszor gének inaktivaciojaval és a jelatvitel
szabalyozasi zavaraival. A PI3K/AKT utvonalon szamos onkogenikus valtozas ismert
pl. az Akt (protein kindz B) hiperaktivacidja, a MAPK/ERK utvonalban a RAS
mutdcidja vagy akdr MYC ¢és HIF-1 transzkripcidos faktorok expresszidjanak
fokozodasa, amelyek a sejtek anyagcsere-valtozasait is befolyasoljak [76, 77]. A
sejtciklus szabalyozasdban szerepet jatszd pS53 gén kiesése vagy a RAS muticio is
modositja a sejtekben megfigyelhetd anyagcesere-valtozasokat [7, 77]. A RAS onkogén
a humén tumorok kozel 25%-aban, mig a p53 koriilbeliil 50%-ban mutans vagy deletalt
[6, 79]. A p53-nak jol ismertek a sejtciklus szabalyozd és DNS karosodasok esetén
aktivalodo funkcioi. Ujabb vizsgalatokban a p53 funkcidvesztésének szerepét az aerob
glikolitikus fenotipus kialakuldsdban, a GLUT1 és a hexokinaz expresszio fokozasaban
érinti; igy a fehérje GTP-4z aktivitasa kiesik, ezért nem képes az inaktivalo GTP-GDP
atalakulas katalizalasara, igy folyamatosan aktivalja a ,,downstream” folyamatokat [78].

A HIF-1o fontos szerepet jatszik a hypoxids koriilményekre adott adaptacios
sejtvalaszokban, szamos metabolikus célgén expresszidjat is modositja. A HIF-1
expresszio emelkedése fokozza a glikolizist, tejsavtermelést, a gliikoztranszportot, a
hexokinadz aktivitasat, a laktat-dehidrogendz ¢és a monokarboxildt transzporter
miikodését is, ezzel szemben gatolja a citratkor miikodését és az oxidativ foszforilaciot
[77, 78].

A MYC jol ismert onkogén hatasu transzkripciés faktor gyakran fokozottan
expresszalt az osztdodd tumorsejtekben. A MYC az anyagcsere-folyamatok

szabalyozasaban fontos gének kozel 15%-anak szabalyozasat befolyasolja, koztik a
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gliikéz metabolizmust (MCT1 expressziojanak fokozasa), a mitokondrialis biogenezist
¢s a glutaminolizist is [4].

A PISK/AKT/mTOR utvonal konstitutiv aktivitdsat szamos daganatban leirtak, a
kiilonboz6 szabalyozo elemeinek mutacioja vagy a kinaz kaszkad elemeinek aktivalod
mutacioi is ismertek. Az utvonal fokozott aktivitasa Osszefiigg a reduktiv karboxilacio,
»csonka” citratkor, zsirsav szintézis emelkedésével, fokozott glikolizissel (pl. GLUTI
expresszio emelésével), valamint a gatolt zsirsav oxidacioval (pl. a PI3K/AKT aktivaciod
eredményeként emelked6 ATP-citrat-liaz lecsokkenti a karnitin-palmitoil-transzferaz
expressziot) [82]. Az mTOR fehérjekomplexek kiemelt jelentséglick a sejtek
fejezetben (PI3K/AKT/mTOR jelatvitel) keriil részletes ismertetésre [71, 82].

A tumorsejtek metabolikus profiljat a genetikai valtozdsok, a daganatok
kialakulasaban résztvevé szabalyozasi zavarok és a tumor mikrokérnyezeti hatasai
egylittesen befolydsoljak. Az emlitettekhez alkalmazkodva a sejt optimalizalja
mikodését, annak érdekében, hogy a proliferdcidhoz, tuléléshez sziikséges
energiaforrasok felhasznéalasat és a sziikséges bioszintetikus utvonalakat biztositsa
(nukleinsavak, fehérjék, lipidek és szénhidratok felépitéséhez sziikséges épitdelemeket)

(8. abra) [7, 83].

genetikai valtozisok tumor mikrokdrnyezeti valtozasok

(onkogének aktivacioja és < (pagok Hyposia ph)
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e v A

bioenergetikai valtozasok bioszintetikus redox-folyamatok
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8. abra. A metabolikus fenotipust befolyasolo és szabalyozé tényezék
daganatsejtekben (forras: [83], sajat kozlemény mdédositott abraja). A tumorsejtek

metabolikus profiljat, domindns anyagcsere-utvonalait a genetikai valtozasok és a
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mikrokdrnyezeti hatdsok egyiittesen meghatarozzdk. A tumorsejt az elébbiekhez
alkalmazkodva biztositja a proliferaciohoz, tuléléshez sziikséges energiat és a
bioszintetikus folyamatokat, ezek a folyamatok pedig kolcsondsen hatnak egymasra

(nukleinsavak, fehérjék és zsirok felépitéséhez sziikséges intermedierek biztositasa).

1.6. Metabolikus gatlok, a daganatsejtek anyagcseréjét befolyasolo hatéanyagok és
célpontjaik

A legtobb kemoterapias szer hatasa a tumorsejtek fokozott proliferacios képességének
gatlasan alapul. Tobb hatoanyag is a daganatsejtek nukleinsav szintézisét gatolja (pl. 5-
fluorouracil, metotrexat, fludarabin), azonban a tumorok jo része rezisztenssé valhat a
jelenlegi kezelésekre, emiatt sokszor modositani kell a kezelési stratégiat. A rezisztencia
problémdk hatterében a megvaltozott koriilményekhez alkalmazkodast biztositd
metabolikus valtozasok is hozzajarulnak [84]. Fontos megismerniink a dominans
anyagcsere-folyamatokat és feltérképezniink a legjobban, leggyorsabban alkalmazkodo
tumorsejtek bioenergetikai jellemzdit, igy teremtve Ichet6séget a rezisztens
daganatsejtre jellemz6 bioenergetikai Gitvonalak célzott gatlasara. A kezdeti metabolikus
profil azonban a progresszidé soran vagy a kezelés hatasara is valtozhat, ezért ezek
kovetésére, meghatarozasara megfeleld modszerek sziikségesek. Ebben az alfejezetben
tobb lehetséges tumorsejtekre jellemzd anyagcsere-valtozds (pl. aerob glikolizis,
mitokondrialis oxidacio, glutaminolizis, mutans IDH enzim hatasa) és azok gatlasanak

lehetdségeit foglalom 6ssze [85].

1.6.1. Glikolizis gatlok

Az aerob glikolizis (Warburg-effektus) a tumorsejtek nagy szazalékara jellemzo. A
fokozott glikolizisben a gliikdz transzporter 1-nek (GLUT1), hexokindznak és laktat-
dehidrogenaznak kiemelt szerepe van. GLUT1 gatlok példaul a WZB117 és a silibinin
preklinikai vizsgalatokban tumorellenes aktivitast mutattak mind in vitro, mind in vivo
kisérletekben [4]. Hexokinaz gatld tulajdonsagi 2-deoxigliikoz, 3-brémpiruvat és
lonidamin proliferacio gatld hatasat preklinikai modellekben igazoltdk, azonban klinikai
vizsgélatokban (lonidamin fézis II.) sikertelennek bizonyultak. A laktat-dehidrogendz

enzim gatlasa preklinikai vizsgalatokban mutatott tumor ellenes hatast [4, 6, 86].
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1.6.2. Mitokondrialis tamadaspontu gatloszerek

Oxidativ foszforilaciot gatld vegyiiletek koziil a 1égzési lanc komplex I-et gatlo
metformin és fenformin hatasait részletesen tanulmanyoztak. A két szer a komplex |
gatlason keresztiil fokozza az AMPK foszforilaciét, AMPK aktivitast. A Il-es tipusu
cukorbetegség terdpidjaban torzskonyvezett metformin preklinikai  modellben
tumorndvekedést gatld hatastinak bizonyult, jelenleg fazis III vizsgalatokban tesztelik
[4]. Mitokondridlis komplex III gatld tulajdonsagi az arzén-oxid, amit az FDA
mitokondrialis transzlacié gatlasara alkalmas a doxiciklin és a tigeciklin, amelyek tobb
preklinikai vizsgalatban in vivo daganatellenes hatast mutattak (pl. doxiciklin

eredmények non-Hodgkin lymphomak fazis II) [4].
1.6.3. Glutaminolizis gatlok

A glutaminhasznositas terapias célpont lehet azokban a daganatokban, amelyek
jelentds glutamin fogyasztast mutatnak. Glutaminaz enzim gatlé hatdbanyagok a BPTES
¢és CB-839, gatoljak a citrat-ciklus anaplerozisat, proliferacié gatld hatasukat in vitro és
in vivo is igazoltak. Utdbbi kedvezd hatasat tobb szolid tumor fazisvizsgalataban

vizsgaljak (pl. glioblastoma, vesedaganat, tripla-negativ emldrak) [87-89].

1.6.4. Egyéb gatloszerek

A részletesen targyalt mutans IDH enzim funkcidjanak gatlasara tobbféle szert is
fejlesztettek, az AG-221 — enasidenib - mutans IDH2 gatlo; a AG-120 — mutans IDH1
gatld; a AG-881 pedig — pan-mutans IDH1/2 gatlo, melyekkel fazis vizsgalatok
zajlanak. Az enasidenib IDH2 mutans kiujuld akut myeloid leukaemia kezelésében
2017-ben bevezetésre keriilt [53, 90].

Az mTOR kindz szamos szabalyozoé funkcidja mellett metabolikus szabalyozo
molekula is, igy a fokozott PI3K/AKT/mTOR aktivitas is befolyasolja az anyagcserét.
Az mTOR érzékeli a sejtek energia- és tdpanyag-ellatottsagat €s integralja a kiilonb6zo
novekedési faktorok hatasait. Nevét gatloszerérdl kapta, a rapamycin a sejtekben az

FKBP12 (FK506-binding protein of 12 kDa) fehérjével komplexet alkot és az mTOR

crer
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hatéanyag, gombaellenes és immunszuppressziv hatasai miatt kezdték alkalmazni,
napjainkban mar egyes daganatok kezelésében is hasznaljak (ldsd késobb).

A felsoroltak mellett t6bb metabolikus folyamatot (lipid anyagcsere, autofagia,
pentdz-foszfat-ut) gatlo vagy aktivald hatdanyag preklinikai és klinikai kiprébaldsa
zajlik. Az enasidenibhez hasonléan mas anyagcserét befolyasold hatdanyagok
daganatterapias torzskonyvezése is varhat6. Azonban a megfelelé betegcsoportok
kivalasztasdhoz meg kell ismerni ¢és figyelembe kell venni a daganaton beliili

metabolikus heterogenitast és a tumorsejtek metabolikus adaptacios képességét.

1.7. PI3K/AKT/mTOR jelatviteli utvonal

PI3BK/AKT/mTOR utvonal kiemelkedd szerepet tolt be a sejtciklus szabalyozasaban
és sejtnovekedésben, a talélésben és az anyagcsere-szabalyozasban is. Az tutvonal
aktivitasa szamos daganattipusban fokozodik [91, 92]. A PI3K-okat (foszfatidil-
inozitol-3-kinaz) sejtfelszini tirozin-kinazok és mas receptor molekulak (pl. hormonok
és mitogén faktorok) (RTK-k) vagy G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR)
aktivaljak. Az I. osztalyba tartozo PI3K-nak els6dleges szerepe a foszfatidil-inozitol
4,5-biszfoszfat foszfatidil-inozitol 3,4,5-triszfoszfatta (PIP3) alakitasaban van, majd a
PDK1 (3-foszfoinozitid-fiiggé protein kinaz-1) és Akt intracellularis fehérjék
aktivalasaban van [91, 93]. Az Akt daganatbiologiai szerepe szerteagazo, tamogatja a
sejtnovekedést és talélést, emellett az epitelialis-mezenhimalis atalakulast, a tumorsejtek

Az Akt egyik jelentds hatdsa az mTOR aktivalasban jatszott szerepe, igaz az mTOR
Akt fluggetlen modon is aktivalodhat (pl. sejt tapanyag-ellatottsaga, az AMP
mennyisége vagy az oxigénszint is befolyasoljak miikodését). Az Akt a TSC1/2
(tuberous sclerosis 1 és 2) fehérjék foszforilaciojan, inaktivalasan keresztiil és igy az
RHEB kinaz aktivalasaval vesz részt az mTOR foszforilacidban, aktivaciojaban [96,
97]. Az mTOR aktivitasa is hatassal van azonban az Akt funkcioira, az Akt aktivitasat
473-as szerin foszforilacion keresztiil fokozza, ami bizonyos Akt fiiggd hatasokhoz (pl.
talélés biztositasa, apoptotikus tUtvonalak gatlasa) nélkiilozhetetlen [97,98]. Az
utvonalnak tobb negativ szabalyoz6 eleme koziil jol ismert a TSC vagy a PTEN
(phosphatase and tensin homologue. [93, 99] (9. abra). A PTEN (phosphatase and

tensin homologue), ami a PIP3 defoszforildlasaval gatolja a szignalt, ezért a PH-
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részekkel rendelkez6 fehérjék (példaul PDK1 és Akt) nem tudnak a plazmamembranhoz
kotddni és aktivalodni (9. abra) [93, 99].

mLST8
mTOR !
DEPTOR |
i ~mSIN1 RicTOR |
' mTORC2
mLST8 l l (:)
: SGK1 PKC
mTOR ; RHEB
DEPTOR !
i (PRAS40p A pTOR iv\_/
. mTORC1

56K1/® 4E- BP@ ULK1
“®

9. abra. RTK/PIBK/AKT/mTOR jelatviteli palya és annak elemei (forras: [11]
alapjan készitett abra). Az RTK aktivalodasa és intracellularis foszforilacioja fokozza
a PIP2 PIP3-ma torténd alakitdsat, mely a PH domént tartalmazé fehérjékhez kot,
példaul az Akt-hoz (mas néven PKB). Az Akt fehérjét a T308-on (treonin 308) a PDK1,;
S473-on (szerin 473) az mTORC?2 foszforilalja és aktivalja. Az Akt a TSC1/2-t és a
GSK3-t gatolja. A RHEB fehérje TSC1/2 foszforilacidja utan az mTORC1 komplexet
aktivalja. Az mTORCI1 foszforilalja az S6K1/2-t (S6 kinaz), fokozva ezzel annak
transzlacids hatasait, mig a 4E-BP1-et (4E kotd fehérje 1) foszforilalva inaktivalja, igy
fokozza az EIF4AE — elongacios iniciacios faktor 4E fehérje aktivitasat és az altala
kozvetitett hatasokat; valamint foszforilalja és inkativalja az ULK1-t (Unc-51 like
autophagy activating kinase 1) igy gatolja az autofagiat. Az mTORC2 az SGK1 (szérum
glitkokortikoid kinaz 1) és PKC (protein kinaz C) fehérjéket is foszforilalja, aktivalja
[98,100].
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1.7.1. mTOR komplexek szerkezete és funkcioi

Az mTOR koézponti regulatora az emlds sejtek anyagcseréjének, mitkodésének —
MTOR ,,knock-out” egér pl. életképtelen — fontos funkciodt tolt be a maj, izmok, agy,
zsirszovetek (fehér és barna) normal miikodésében. Miikodési zavarait Gsszefiiggésbe
hozzak a cukorbetegséggel, az elhizassal, a depresszioval, az 6regedéssel és a daganatok
megjelenésével is [92, 94].

Az mTOR szerin/treonin kinaz nevét az 1970-es években Husvét-szigeten (Rapa
Nui) felfedezett Streptococcus hygroscopicus baktériumfajbol izolalt molekularol
(rapamycin) kapta, melynek els6ként antifungalis és immunszuppressziv, késébb pedig
daganatellenes hatasat is felfedezték. Az mTOR kinazt szerkezete alapjan foszfatidil-
inozitol-3-kinazt koté kinaz (PIKK) csoportba sorolhatd. N-terminalis végén két a-
hélixekbdl all6 HEAT (Huntington, elongéacios faktor 3, PR65/A) motivum taldlhato.
Ezt C-terminalis iranyba haladva egy FAT (FRAP-ATM-TRRAP) domén koveti, mely
az FRB (FKBP12-rapamycin-koté) domén kovetkezik. Az FRB régidhoz nagy
affinitassal képes kotddni az FKBP12-rapamycin komplex, ami gatolja az mTOR
aktivitasat. Az FRB régi6 utan talalhat6 a kinaz domén, majd ezt koveti a szabalyozo
funkcioét ellatd PRD domén (protein regulaldo domén). A fehérje C-terminalisan a FATC
(FRAP-ATM-TRRAP-C-terminal) régio talalhato (10. abra) [100, 101].

Eukariotdkban nem egy, hanem kétféle TOR kindz komplex miikodik: az TOR
komplex 1 (TORCI) és az TOR komplex 2 (TORC2). Az TORCI1-nek kiemelkedd
szerepe van a sejtek novekedésében és a stresszhelyzetekhez vald alkalmazkodésaban,
igy az ezekkel Osszefiiggésben 1évd sejtanyagcsere-folyamatok szabalyozasaban [97,
98]. Az emlds TORCI1 komplexben (mTORCT1) a kinaz (mammalian/mechanistic target
of rapamycin — mTOR kinaz) mellett a Raptor (regulatory associated protein of mTOR)
vazfehérje, a GBL/MLSTS8 fehérje (mTOR associalt protein LST8 homolog) talalhato,
¢és kapcsolodhatnak negativ szabalyozo fehérjék is a komplexhez - a DEPTOR (DEP-
domain interactor of mTOR) és a PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kDa). (10.
abra) [98, 102, 103].
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10. abra. Az mTOR fehérje doménjei és az mTORC1 és C2 altal integralt és
szabalyozott tumorbiolégiai folyamatok (forras: [100] alapjan készitett abra). A C1
(a.) és C2 (b.) komplex alegységeit és az mTOR fehérje doménszerkezetét (HEAT:
Huntington, elongacios faktor 3, PR65/A; FAT: FRAP-ATM-TRRAP; FRB: FKBP12-
rapamycin-kot6; FATC: FRAP-ATM-TRRAP-C-terminal); illetve a két mTOR

komplex sejtek proliferaciojat, novekedését érinté szabalyozasi kapcsolatait (c.)

mutatom be az abran.

A szerkezeti vizsgalatok eredményei alapjan az mLST8 az mTOR kinaz doménjéhez
kot, mig a rapamycin-FKBP12 komplex az FRB motivumhoz kapcsolodhat, a
katalitikus helyen kizarva a szubsztratokat az aktiv centrumbol, amely az mTOR

komplex aktivitasanak gatldsat eredményezi. Az mTORCI] a sejtek energia-, tapanyag-
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¢s oxigénellatottsdgat monitorozo utvonalakkal all kapcsolatban, eldsegiti az anabolikus
folyamatokat (proliferacid), gatolja a katabolikus folyamatokat (autofagia), de szerepe
van a glikolizis, a lipid szintézis és a nukleinsav szintézis vagy akar az angiogenezis
szabalyozasaban is [104, 105, 106]. Az mTORCI kinaz foszforilalja az S6K-t és az
eukaridta transzlacios inicidcios faktor 4E-koto fehérjét (4E-BP), ezekkel eldsegitve
transzlacidjat. Az mTORCI1 megfeleld tadpanyag-ellatottsag esetén negativan
szabalyozza az autofagiadt, pl. az autofigia iniciaciés komplex fehérjéinek
inaktivalasaval pl. ULK1 foszforilacié [107, 108]. Tovabbi anyagcsere-szabalyozasi
szerepét kés6bb mutatom be.

Az mTORC2 komplex alkot6i a kinaz mellett - hasonloan az mTORC1 komplexhez -
az mLST8, a Raptor helyett egy masik vazfehérje, a Rictor (rapamycin insensitive
companion of mTOR), valamint tovabbi alkotd6 még az mSinl és a Protor 1/2. A mSinl
¢s a Protor szabdlyoz6 funkcidkat latnak el. A legjabb rontgen kristaly-térszerkezeti
vizsgalatok eredményei igazoljak, hogy az mTORC2 komplexben FKBP-12-rapamycin
az FRB régi6 helyzete miatt nem képes kotddni a komplexhez [98, 100]. Egyes hosszl
tava mTORC1 gatld kezelések esetében azonban a C2 komplex aktivitdsanak
csokkenését is kimutattak, amit az mTORCI1 aktivitdas mTORC2 komplex kialakulésat
szabalyoz6 funkcioival magyaraznak (10. abra) [100, 109, 110].

1.7.2. mTOR és az anyagcsere-szabalyozas kapcsolata tumorokban

Az mTOR komplexek aktivitdsa hozzajarul a proliferacidhoz sziikséges
bioenergetikai folyamatok tamogatdsdhoz. A magas mTOR aktivitds eldsegiti a
Warburg-effektus kialakulasat: a gliikoz transzporter (példaul GLUTI1) és a
glikolizisben résztvevdé enzimek (hexokindz, foszfofruktokindaz) expresszidja
megndvekszik, citrat-ciklus miikodése megvaltozik (,,csonka” citratkor), modosul a
zsirsav szintézis (ATP-citrat-lidz expresszio fokozasa, karnitin-palmitoil-transzferaz
expresszio csOkkenése), amely folyamatok a képz0dd kémiai energia mellett, a
kiilonbozé intermediereken keresztiill hozzajarulnak szdmos bioszintetikus igény
kielégitéséhez [93, 96]. Az mTORCI szerepe a fehérje szintézis szabalyozasaban keriilt

elészor jellemzésre, a késObbiekben azonban kozponti szerepe az anabolikus és a
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katabolikus folyamatok egyensulyanak fenntartdsdban is felismerésre ¢és egyre
pontosabb leirasra keriilt [111, 112].

Az S6K1 aktivalasat az mTOR a 389-as treonin foszforilacidjaval segiti. Az S6K az
S6 riboszomalis protein foszforilaciojaval segiti a transzlacidé folyamatait, de a CAD
(karbamoilfoszfataz  szintetiz  2;  aszpartat-transzkarbamilaz;  dihidro-orotaz)
foszforilacidjan keresztiil tamogatja a pirimidin szintézis néhany 1épését is. Az S6K1
aktivitasa hozzajarul a SREBP (sterol regulatory elements binding protein 1-2) fehérjék
aktivalasahoz is, ami transzkripcios faktorként fokozza a lipid biogenezisben (zsirsavak,
koleszterin és NADPH szintézise) és a nukleotid szintézisben (pentoz-foszfat-ut
fokozasa) szerepet jatszo fehérjék génexpresszidjat [96, 113]. Az mTORC1 komplex
elobbitdl fliggetleniil a lipint (foszfatidsav-foszfataz) foszforilacioval inaktivalja, igy
tovabb fokozza az SREBP transzkripcidos hatdsait. Az mTORCI1 aktivitasat az
intracellularis aminosav koncentracid képes befolydsolni RaG GTP-az szabalyozok

Az mTORCI a lebonto folyamatok gatlasaval is segiti a sejtek novekedését, példaul
megfeleld tapanyag-ellatottsdg esetén gatolja az autofagidt, az autofigia iniciacios
komplexben (ATG1/ULK inicidciés komplex) taldlhatd6 ULK1 (autophagy initiating
kinase) ¢s az ATG13 fehérjék foszforlilasan keresztiil [106]. Az éhezéskor az ATG13
foszforilacios szintje elobbiek miatt csokken, de ilyen allapotban az AMPK mTOR
fiiggetleniil foszforilalja az ULK1-et is (S317-en), segitve az autofagia mechanizmusat
[106, 115].

Az mTORCI1 és mTORC2 tobbféle mechanizmuson (pl. transzkripcids faktorokon,
illetve a fehérje szintézis riboszomalis folyamatain) keresztiil szabalyozhatja a c-MYC
expressziojat [96]. A c-MYC fokozza a glikolizis és a glutaminolizis folyamataban
résztvevé enzimek/transzporterek expressziojat (pl. gliikdz transzporterek, LDH-A,
glutamin-transzporter, glutaminaz enzim) [116, 117].

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy mig az mTORC1-komplex szabalyozé szerepe
elsésorban a glikolizis fokozasaban, nukleinsavak, lipidek és fehérjék bioszintézisében
kulcsfontossagt, addig az mTORC2 els6sorban az Akt Ser473-as foszforilacidjan
keresztiil jarul hozza bizonyos metabolikus folyamatok szabalyozasahoz (pl.

gliilkoneogenezis gatlasa) [100, 118].
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Nem véletlen, hogy az mTOR komplexek szabalyozasi zavarainak szerepét a
daganatok mellett szdmos betegség koztiik az inzulinrezisztencia, az Alzheimer kor és a

Parkinson kor kialakulasaban is egyre tobb adat timogatja [100, 108].

1.7.3. mTOR gatlék

Az mTOR inhibitor (mTORC1 gatlo) rapamycint el6szor — T sejt aktivaciot blokkold
hatdsaira alapozva — immunszuppressziv szerként torzskonyvezték 1999-ben
(szervtranszplantdcid). A rapamycin tumorndvekedést gatlo hatasat mar a 80-as években
felismerték tobb human sejtvonal in vitro vizsgalataban, majd 2002-ben irtak le in situ
direkt daganatndvekedést gatld hatdsait vesetranszplantalt beteg poszttranszplanticios
tumoranak kezelése kdzben [119]. Ezt kovetéen szamos vizsgalat indult, melyeknek
végeredményeként néhany évvel késobb torzskonyvezték az elsé rapaldgot onkoldgiai
kezelésben. Farmakokinetikai okokbol (oldékonysag és stabilitds) a rapamycin
szarmazékok (rapalogok) fejlesztése utan kezdték alkalmazni a temsirolimust és az
everolimust. A rapamycin és a Szarmazékait az elsé generacios mTOR inhibitorok kdzé
soroljuk [119, 120].

A rapamycin az FKBP-12 immunofillin fehérjével képez komplexet, mely kotédik az
mTORCI1 kindz FRB doménjéhez, ezzel inaktivalja az mTOR komplexet és gatolja az
altala szabalyozott folyamatokat: S6 kindz aktivaciot teljes mértékben, mig ezzel
szemben a 4E-BP1 foszforilaciot csak kismértékben [121, 122, 123].

A temsirolimus és az everolimus a rapamycin észterei, melyek ,,prodrug” formajaban
keriilnek alkalmazasra. Az FDA (Food and Drug Administration) 2007-ben, ill. 2009-
ben engedélyezte a két hatéanyagot eldrehaladott vilagos sejtes vesecarcinoma
kezelésére, majd az European Medicines Agency (EMA) kdpenysejtes lymphomakban.
Jelenleg az everolimus exemastannal (aromataz gatlo) kombindlva a menopauza utani,
hormonreceptor  pozitiv, HER2 negativ emlGcarcinomaban  masodvonalban
alkalmazhat6 szer. Az everolimust endometrium daganatokban, glioblastomakban, akut
myeloid leukémiak és sarcomak egyes tipusaiban masod- vagy harmad vonalbeli
szerként alkalmazzak [119, 123]. Szamos klinikai fazisvizsgalatot végeztek, végeznek
rapalogokkal tobb mas daganattipusban, példaul elérehaladott gyomorrakban, nem

kissejtes tiidorakban és hepatocellularis carcinomaban is [124, 125].

37



DOI:10.14753/SE.2019.2271

A rapalogok a konvenciondlis kemoterapids szerekhez képest kevesebb
mellékhatassal rendelkeznek. Ilyen mellékhatds a pneumonitis (paciensek kozel 10%-
aban), fertézésekre vald hajlam megndvekedése (immunszuppressziv hatds miatt),
borkiiitések, hiperlipidémia, hiperglikémia és stomatitis. Utobbi a betegek felére
jellemz6 és gliikkokortikoidokkal mérsékelhetd [126, 127].

Az elsOgeneracios rapalogok onmagukban kismértékli gatlé hatast mutattak szolid
daganatokban. A gydgyszerfejlesztések utan megjelentek az 1wjgeneracios mTOR
inhibitorok, melyek mindkét mTOR komplex aktivitasat, illetve a PI3K/AKT/mTOR
utvonal mas kindz aktivitdstt fehérjéit is, mint példaul a PI3K aktivitdsat is
csokkenthetik. Ezek kis molekulasulyl, az utvonalban szereplé kinazok katalitikus
alegységét gatlo vegyiiletek. Mindkét mTOR komplex aktivitasat gatlo szerek példaul a
PP242 (Torkinib), INK128, OSI027, amelyek hatdsa ATP kompeticids hatason alapul.
A PP242 hatékonyan csokkenti a 4E-BP1 foszforilaciojat, amire a rapal6gok nem, vagy
csak kismértékben képesek [119, 123]. A PP242-t klinikai vizsgalatokban, hematoldgiai
(myeloma multiplex) és szolid daganatokban (prosztata carcinoma, endometrium rak)
tesztelik jelenleg. Mivel az mTOR fehérje FAT, FATC és kinaz doménjei konzervaltak,
felismerték, hogy a PI3K inhibitorok nemcsak a PI3K fehérjéhez, de az mTOR kinazhoz
is kotnek, igy egyszerre — mas PI3K-ok mellett — képesek mindkét mTOR komplex
gatlasara. Ilyen gatlok az NVP-BEZ235, a XL765 és a GSK2126458, melyekkel szolid
(pl. glioblastoma) és hematologiai (lymphoma) malignus daganatokban folyik Kklinikai
vizsgalat (11. abra) [119, 128, 129].

A leglijabb, harmadik generacios mTOR inhibitornak tekintik a Rapalink-1-et, amit
az mTOR gatlo kezelésben kialakuld rezisztencia kikiiszobolésére fejlesztettek ki. A
hatéanyagot a rapamycin és az MLN0128 ATP kompetitiv inhibitor konjugalasaval
alakitottak ki. Egyeldre terapia rezisztens glioblastomakon vizsgaljak hatasat [119, 130].

Az 1Ujabb generacios mTOR gatlok hatranya, hogy joval tobb mellékhatdssal
jarhatnak, mint a rapalogok. Toxicitas problémak Iéphetnek fel, amely miatt a kezelés
felfliggesztésre keriilhet, éppen ezért a mellékhatasok folyamatos monitorozasa és

kezelése sziikséges [130, 131].
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PI3K

|

T Kett8s PI3K/mTOR
mTORC1 gatlok gatlok
* rapamycin » NVP-BEZ235
* everolimus _l mTORC1 I—. GDC-0980 _l mTORC2
* temsirolimus » PKI-587
* ridaforolimus —_— . XL765 —

mTORC1/C2 gatlok
* PP242

* CC223

* INK128

* 0s1-027

* Palomid 529

11. abra. mTOR gatlok: mTORC1 inhibitorok, duil PI3K/mTOR gatlok és
mTORC1/mTORC2 gatlé hatasu vegyiiletek és tamadaspontjaik (forras: [132]
alapjan készitett abra). mTORCL inhibitor a rapamycin, everolimus, ridaforolimus és
temsirolimus. A PI3K és mTOR komplexeket egyarant gatlo, dual inhibitorok példaul a
NVP-BEZ235 és GDC-0980. Az mTORC1 és mTORC2 katalitikus doménjét gatld
hatasu vegylilet példaul az PP242, CC23 és INK128 hatéanyagok.
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2. CELKITUZESEK

A malignus tumorok egyik fontos jellemzdje, hogy a talélés és a proliferacio érdekében
képesek megvaltoztatni anyagcseréjiiket. Munkdmban kiilonb6zé tumorsejtek
metabolikus valtozasait (metabolikus profiljat), szubsztrat hasznositasat, illetve ezekkel
Osszefiiggésben az mTOR aktivitds valtozasait vizsgaltam, céljaim a kovetkezdek
voltak:

a. Eltéré szubsztrat hasznositasu sejtvonalak mint in vitro modellek segitségével
metabolikus jellemzésre alkalmas analitikai és egyéb modszerek - bioenergetikali
profil meghatarozasok beéllitasa

b. Az izocitrat-dehidrogenaz 1 enzim (IDH1) mutans HT-1080 fibrosarcoma sejtek
2-hidroxiglutarat (2-HG) onkometabolit-termelésének vizsgalata

- tomegspektrometriai modszerek kidolgozasa, fejlesztése
- az IDH mutaci6 és az mTOR aktivitds valtozas kapcsolatanak
vizsgalata

c. mTOR gatlo kezelések metabolikus és onkometabolit-termelést befolyasolod
hatasainak vizsgalata in vitro és in vivo kisérletekben

d. vad és mutans IDH1 fehérjét overexpresszalo glioma sejtvonal par, illetve mas
glioma sejtvonalak tobb szempontt 6sszehasonlitd vizsgalata

- tumor novekedési sajatossagok €s metabolikus jellemzdk (metabolikus
profil és szubsztrat hasznositas, onkometabolit-termelés forrasanak)

tanulmanyozasa in vitro és betegek biopszias mintaiban in situ
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3. MODSZEREK

3.1. Vizsgalt in vitro, in vivo modellek és human szovetek

3.1.1. Sejt- és szovettenyésztés — in vitro vizsgalatok

Anyagcsere-vizsgalatainkban az alabbi human tumorsejtvonalakat hasznaltuk: HT-
1080, fibrosarcoma; Oscort, osteosarcoma; MDA-MB231, BT-474, ZR-75.1 emld
carcinomak; HepG2, hepatocellularis carcinoma; U937 akut myeloid leukaemia; A-
2058, melanoma; U251 MG, U87 MG, U373 MG glioma sejtvonalak. Az IDH1
mutacié tanulmanyozasara mutans IDH1 R132H-t overeszpresszalo U251 MG glioma
sejtvonalat hasznaltunk, amit Dr. William Leenders-t61 (Radboud University Medical
Center, Nijmegen, Hollandia) kaptunk [133]. A sejtvonalak — az U373 MG glioma
sejtvonal (amit prof. Dr. Safrany Géza bocsatott rendelkezésiinkre) kivételével — az
American Type Tissue Culture (ATCC) bankbol szarmaznak.

A sejtek tenyésztéséhez az ATCC adatlapoknak megfelel6 médiumokat (RPMI
1640/DMEM high glucose) hasznaltuk 10% f6talis borju savé (hd inaktivalt FBS,
Merck-Sigma Aldrich) és 0,5% gentamycin (Sandoz) vagy 100 Ul/ml penicillin-
streptomycin (Merck-Sigma Aldrich) antibiotikumok mellett.

A sejteket 37°C-on, 5%-0s CO: koncentracié mellett tenyésztettiik. Az adherens
sejteket 2-4 naponta passzaltuk (tripszin-EDTA — Merck-Sigma Aldrich).
Vizsgalatainkhoz T25, T75 tenyészt6flaskakat vagy 6-, 24-, illetve 72-lyuku plate-eket
hasznaltunk a sejtvonaltol, a kisérlet tipusatdl, az inkubdcios idejétdl és a sejtszam
igényétdl fliggden. A vizsgalatokban az alkalmazott technikdktdl és a sejt proliferacios

tulajdonsagaitdl fiiggden 2000-600.000 sejtszamokkal inditottuk az adott kisérletet.

3.1.2. Kezeldszerek, inhibitorok, metabolitok és biologiai hatasaik vizsgalata

In vitro kisérleteinkben mTOR komplex gatlokat, valamint olyan hatéanyagokat
tanulmanyoztunk, amelyek inhibitorai a sejtek energia-, és anyagcsere-folyamatainak pl.
a glutaminolizis vagy a mutans IDH1 enzimnek. Az alkalmazott mTOR inhibitorok:
rapamycin C1 gatlé (0,1-200 ng/ml, Merck-Sigma Aldrich); PP242 C1/C2 inhibitor (1
uM, Tocris, R&D Systems); NVP-BEZ235 — kettés PI3K és mTORC1 és C2 inhibitor
(1 uM, Cayman); valamint glutaminolizis inhibitorokat: BPTES (10-20 uM Merck-
Sigma Aldrich), ill. Zaprinast (1-100-300 uM Merck-Sigma Aldrich).
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Metabolithatasok rovid tava (24h-72h) vizsgalataban D-2-hidroxiglutarat natrium
sojat (0,5 mM ¢és 4 mM Merck-Sigma Aldrich) és GABA-t (5 mM, Merck-Sigma
Aldrich) alkalmaztunk. Kisérleteinkben standard kemoterapias szerként doxorubicint
(50 ng/ml, Merck-Sigma Aldrich) és temozolomidot (100-300 uM, Merck-Sigma
Aldrich) hasznaltunk. A hatéanyagoknal az alkalmazott dézist az irodalmi adatok
alapjan valasztottuk ki, de szdmos esetben vizsgaltuk a dozist és idofiiggést is (pl.
rapamycin, PP242, NVP-Bez235). Ahol oldészerként DMSO-t hasznaltunk a
hatoanyagok feloldasara, ott a kontroll tenyésztéedényekhez a maximalisan alkalmazott
oldoszermennyiséget adtuk hozza. Az inkubacids idok az adott kisérlettdl fliggéen 1-72
h-ig valtoztak. Kisérleteink soran elészor megvartuk a sejtek letapadasat (az adherens
sejteknél), ezt kovetden médiumot cseréltiink és hozzdadtuk a vizsgidlni kivant

kezelOszert.

3.1.3. Proliferacio és apoptozis vizsgalata

Alamar blue teszttel végeztilk. Az Alamar blue oldatot (resazurin, Thermo Fisher
Scientific) 10 pg/ml végsé koncentracidban hasznaltuk, a 96-lyuka plate-ken 4 oran
keresztiil. A metabolikusan aktiv sejtek atalakitjak a reagenst, igy a festék szine a sejtek
proliferaciojatol fliggéen valtozik. Fluoriméterrel hatdroztuk meg a mintdk
fluoreszencia értékeit (570-590 nm, Ascent szoftver; Fluoroskan Ascent FL,
Labsystems). Az eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek %-aban adtuk meg.

Az apoptotikus sejtek szazalékos aranyat aramlasi citometridval hatdroztuk meg
csoportunk korabban kdzolt modszere alapjan [134]. Az egysejt szuszpenzios mintakat
(tripszin-EDTA-val, mint passzalaskor) 70% etanolban fixaltuk, majd -20°C-on
taroltuk. A méréseket megel6zden lugos extrakciot (200 mM NaxHPOg4, pH 7,4), RNaz
(1 ng/100 pul; Merck-Sigma Aldrich) emésztést és propidium-jodid festést (10 pg/ml,
Merck-Sigma Aldrich) végeztiink. Mintanként 10-20.000 eseményt mértiink FL2, FSC
tartomanyban aramlasi citométerrel (BD Biosciences), majd az adatokat Winlist (Verity

Software House) programmal értékeltiik ki.
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3.1.4. Xenograft modell létrehozasa HT-1080 fibrosarcoma sejtekkel — in vivo
vizsgalatok

8-10 hetes, 20-23 g-os SCID egerekbe subcutan 2 x 10° HT-1080 tumorsejtet
oltottunk. A tumorok tovabbi egerekbe vald atoltdsa utan a tapinthaté tumorok
megjelenését kovetden kezdtik meg a kezeléseket. A kezelt csoport 3 mg/egér
testtomeg (kg) mennyiségii rapamycint (Rapamune 1 mg/ml, Wyeth Europa) kapott heti
harom alkalommal hdrom hétig szajon at (per 0s) szonddzassal. A kontroll csoport
fiziologias sooldatot kapott. A testtomeget és a tumor méretét rendszeresen mértiikk. A
tumortérfogatot az alabbi képlet alapjan hataroztuk meg: 1/6 % (2 % rovidebb
atmér6 + hosszabb atméro) /3).

A kisérlet végén a tumorok tomegét mértiikk, majd 4%-os formalinban fixaltuk.
Minden tumor egy kis részét (80-180 mg tumor) folyékony nitrogénbe is
lefagyasztottuk és -80°C-on taroltuk az LC-MS mérésig. A formalin-fixalt mintakbol
paraffinba agyazott blokkok, majd metszetek késziiltek az immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz. Az in vivo vizsgalatokat intézetiink allathdzanak PEI/001/2457-6/2015,
ill. PEI/001/1733-2/2015 azonositdju engedélyeinek megfeleléen végeztiik.

3.1.5. Szoveti multiblokk (TMA) készitése human glioma biopszias mintakbol — in
situ vizsgalatok

Human vizsgalatainkhoz 47 glioma biopszidas mintabol szoveti multiblokkokat
(TMA) készitettiink. Eseteink megoszlasa: astrocytoma n=14, oligodendroglioma n=14,
glioblastoma n=19; nem: n6 n=23, férfi n=24; WHO gradus: Il n=9, 11l n=19, IV n=19;
IDH1 R132H mutacid - pozitiv n=32, negativ n=15 szerint. Kontrollként az agy harom

kiilonbz0 régidjabol szarmazo teriiletet, tovabba veseszovetet hasznaltunk [135].

3.2. Expressziés és mutacios vizsgalatok

3.2.1. Western blot vizsgalatok

A sejtekbdl szarmazd mintdk fehérje expressziojat Western blot technikéval
vizsgaltuk. A sejteket SDS mintapufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl,
1% NP40; 1 mM PMSF; 10 mM NaF; 0,5 mM néatrium-vanadat; 10 mM proteinaz

koktél és 10% glicerol) lizaltuk, majd 20 perc vortexelés utan jégen inkubaltuk.
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Centrifugalast (15.000 g, 20 perc) kovetden a feliiluszo fehérjetartalmat Bradford
modszerrel fotométerrel mértiik. Egyenlé mennyiségi — 15-20 pg — fehérjét 2-
merkaptoetanol Laemli puffer (BioRad) 1:20 elegyével 5 percig forraltuk (GLUT1
kimutatasakor ezt a 1épést az antitest gyartoi leirasanak megfelel6en elhagytuk), majd 8-
12,5%-0s SDS gélen futtattuk. PVDF membrannal (BioRad) nedves blottolast, majd
5%-0s tejporos (PBS-ben oldott tejpor) (BioRad) blokkolast végeztiink. Ezt kdvetden
4°C-on éjszakan at az alabbi ellenanyagokkal inkubaltunk: anti-foszfo-mTOR (Ser2448,
1:1000, #2971; Cell Signaling Technology — CST), anti-foszfo-S6 (Ser 235/236,
1:1000, #2211; CST), anti-Rictor (1:1000, #2140; CST), anti-Raptor (1:500, #89603;
Novus), anti-mTOR (1:1000, #2938; CST), anti-S6 (1:1000, #2317; CST), anti-laktat-
dehidrogenaz A (1:1000, #3582; CST), anti-glutaminaz (1:1000; #156876; Abcam),
anti-GLUTL1 (1:1000, #652; Abcam), anti-B-F1-ATPaz (1:2000, #14370; Abcam), anti-
GAPDH (1:2500, mca2427; Serotec), anti-pan-Akt (1:1000, #2920; CST), anti-foszfo-
(Ser473)-Akt 1 (1:2000, #4060; CST), anti-foszfofruktokinaz-P (1:1000, #8164,
Abcam), anti-hexokinaz-2 (1:1000, #2867; CST) anti-ASCT2 (1:2000, #A304-353A,;
Bethyl), anti-szukcinat szemialdehid-dehidrogendz — SSADH (1:1000, #129017;
Abcam) és anti-GABA transzporter 1 (1:500, #426; Abcam). Az el6hivashoz Vectastain
Elite ABC masodlagos el6hivo kitet (Vector) és kemilumineszcens (ECL,
Thermosfisher) rendszert; KODAK Image Station 4000 MM (Eastman Kodak) vagy C-
Digit kemilumineszcens eléhivo késziiléket hasznaltuk. Loading kontrollként anti-f-
aktin monoklonalis egér els6dleges (#A228; Merck-Sigma Aldrich) és tormaperoxidaz
(HRP) konjugalt anti-egér IgG-vel (CST) masodlagos ellenanyaggal is végeztiink

reakciot.

3.2.2. Immuncitokémiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az IDH1 RI132H mutéaciot hordozé U251 MG glioma sejtekben a mutaciot
immuncitokémiai festéssel igazoltuk. A cytospin lemezeket citocentrifugélas (500 rpm,
5 perc) utan formalinban fixaltuk, majd a diagnosztikai protokoll szerint anti-human
IDH1 R132H (1:80, HO9 clone; Dianova) festés késziilt.

A human glioma TMA és HT-1080 xenograft tumorszovetébdl szarmazo metszeteket
deparaffinaltuk, majd endogén peroxiddz blokkolast kovetéen 0,01 M-os natrium-citrat

(pH 6) pufferben elektromos kuktaval feltartuk. A metszeteket 16szérumos (3%)
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pufferben blokkoltuk és inkubaltuk elsédleges ellenanyaggal 4°C-on egész ¢éjszakan at.
HT-1080 xenograft mintakon anti-p-S6 (1:100, #2211; CST), anti-p-mTOR (1:100,
#2971; CST), anti-glutaminaz (1:200, #156876; Abcam) and anti-LDH-A (1:400,
#3582; CST) ellenanyagokat; mig TMA vizsgalatokban anti-SSADH (1:500, #129017;
Abcam) ellenanyagot alkalmaztunk. A reakcio detektalasahoz Novolink (Novocastra)
rendszert hasznaltunk, DAB/hidrogén-peroxid kromogén/szubsztrat elohivo rendszerrel.
Hattérfestésként hematoxilin festést hasznaltunk [136].

A human biopszias mintdk 3DHistech Panoramic Viewer program segitségével H
(,,histo”)-score szerint (0-300-as skalan) értékeltik két fliggetlen patologus
szemikvantitiv analizise alapjan. A H-score értékeket a festddés intenzitds értékébdl (0,
1+, 2+ vagy 3+) és a pozitivan festddo sejtek szazalékdnak szorzatabol szamitottuk. A
végsd H-score értékeket az egy csoportba tartozo mintak 4tlagabol adtuk meg. A humén
TMA vizsgalatban az SSADH expressziot alacsonynak (H-score 0-149) vagy magasnak
(H-score 150-300) definialtuk.

3.2.3. IDH mutacio igazolasa Sanger szekvenalassal

IDH1 és IDH2 gén mutacidinak vizsgalatdban a DNS-t izolaltunk rutin DNS izolalo
kittel (Roche), majd polimeraz lancreakcioban amplifikaltuk a megfeleld DNS
szakaszokat (AmpliTaqGold Master Mix) az alabbi primerek segitségével: IDH1 4.

exonjara tervezett primerek (forward: AAAACTTTGCTTCTAATTTTTCTCTTT,
reverz. ACATACAAGTTGGAAATTTCTGG); IDH2 4. exonjara tervezett primerek
(forward: TCTAGACTCTACTGCCTTCCTC, reverz:

GTCAGTGGATCCCCTCTCCA). Az amplifikacio utan tisztitast (ExoSAP-IT kit —
Affimetrix) kovetéen a direkt szekvenalast (BigDye 3Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Genetic Analyser 3500 — Applied BioSystem) a Molekularis

Onkohematologia Laborban végezték.
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3.3. Anyagcsere-folyamatok vizsgalatai

3.3.1. Tumorsejtek szubsztrat oxidacidjanak vizsgalata 1“C-jelzett acetat és glitkoz
tapanyaggal

A vizsgélathoz hasznalt tumorsejteket specidlis, energiaszubsztrat szegény (gliikoz,
glutamin és acetdt mentes) DMEM D5030 médiumba helyeztilk. Médiumcsere utan
tumorsejteket 0,2 pCi/ml natrium-[1-1C]-acetattal vagy [1-1*C]-gliikdzzal inkubaltuk.
Az é4ramlasi kamraban ezt kovetden meghataroztuk az azonos légkori nyomadssal
athalado CO2 mentes levegdbe a sejtek altal kilélegzett CO> radioaktivitasat (12. abra);
a kamra falahoz illesztett alacsonyabb nyomast gyiijtékamraba iranyitott CO2-0t egy
alkalikus filter kartya (MTA Izotdp Intézet Zrt. biztositotta) fogta fel. Az egy oras sejtes
vizsgalatokban a médiumban oldott CO2-0t citromsavval 60°C-on tovabbi inkubalassal
szabaditottuk fel és igy kotottik az alkalikus kartyan. A kartya radioaktivitasat, a

betitések szamat ikercsatornas Geiger-Miiller szdmlaloval hataroztuk meg.
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12. 4bra. “C-jelolt gliikéz és acetat energetikai szubsztratok utini CO2 termelés
fébb utvonalainak vazlata. *C-jelzett energiaszubsztratokbol az abran bemutatott

bioenergetikai folyamatokban keletkezé *CO; radioaktivitisdbol meghatirozhatd a
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szubsztratfelhasznalds hatékonysaga. A CO: keletkezésének fobb Iehetdségei a
sejtekben: A) gliikoz-6-foszfat (G-6-P) direkt oxidaciojabol a pentdz-foszfat-titon a 6-
foszfogliikonat-dehidrogendz enzim Xkatalizisével; B) a piruvat acetil-KoA-va valo
dekarboxilez6désével piruvat-dehidrogenaz enzimkomplexszel; C) a citrat-ciklusban az
izocitrat-dehidrogenaz és az o-ketoglutarat-dehidrogendz reakcidjaban. F-1,6-BP:

fruktdz-1,6-biszfoszfat

3.3.2. Metabolitok extrakcidja, majd mennyiségiik meghatarozasa
tomegspektrometriai modszerekkel

A glikolizis és a citratkdr metabolitjait, valamint az onkometabolitokat a sejtekbol
extrahdltuk. Az extrakciot szubkonfluens sejtekbdl és xenograft tumorszdvetbdl —
szovetek esetében folyékony nitrogénben vald poritasa utan — végeztiik 4°C-on. Az
extrakcio soran elGszor a sejteket folyékony nitrogénnel fagyasztottuk (,,quenching”),
majd metanol-kloroform-viz (9:1:1) oldattal lizaltuk. A sejtlizatumbol centrifugalassal
készitettiik a feliiluszot és felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A kovetkezd metabolitokat hataroztuk meg kvantitativan: laktat, citrat, szukcinat,
malat, fumarat és 2-hidroxiglutarat 1-10-50-100-200 uM standard higitasi sorok
felhasznalasaval (standard torzsoldatok készitéséhez sziikséges anyagokat a Merck-
segitségével ng/1 millid sejtre vagy ng/10 mg szovetre vonatkoztatva adtam meg.
Vizsgalatainkban tobb LC-MS modszer hasznélatara és fejlesztésére nyilt lehetdségiink,
ahol a metabolit extrakcios eljarasok mindegyikben azonosak voltak.

Az elsé mérésekben Dr. Szoboszlai Norbert és munkatarsai altal beallitott LC-MS
analizist alkalmaztuk. A mérést az MTA-TTK Tomegspektrometriai Osztalyan végezték
(Waters Acquity folyadékkromatograf és Waters Micromass Quattro Micro
tomegspektrométer — Waters Corporation, Milford MA, USA) porozus grafit oszlopos
(Hypercarb — Thermo Fisher Scientific) elvalasztassal, metanol viz eluenssel és
hangyasavval (utobbit mint elektronikus modosité alkalmaztuk) tortént, amely soran
negativ elektrospray ionizalést, analizatorként pedig tripla kvadrupolt alkalmaztunk. A
mérés folyamata MRM (,,multiple reaction monitoring”) modban tortént [137].

Egy masik alkalmazott moddszerben Jaitz és munkatarsai altal leirt méréseket

végeztiink, amelyben modositasokat tettiink [138]. A metabolitokat szarmazékképzéses
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modszerrel vizsgaltuk. Kozvetleniil a mérés el6tt a mintakat 40°C-on fokon szarazra
paroltuk, melyeket trimetilklorszilan és 3-nitrobenzil alkohol 3:5 aranyu elegyével
(Merck-Sigma Aldrich) ultrahanggal razattuk, majd 70°C-on inkubalas utan 0,2 M-0s
ammonium-hidrogénkarbonattal allitottuk le a szarmazékképzéses reakciot. A mérést az
MTA-TTK Tomegspektrometriai  Osztalyan mértilk, az eldbbiekben leirtak
megfelelden. Szadrmazékképzés utan az alabbi tomegszamokat kaptuk: laktat 243,
szukcinat 406, malat 422, fumarat 404, 2-hidroxiglutarat 436, citrat 612.

A harmadik moédszerben Perkin-Elmer Flexar FX10 ultra-performance
folyadékkromatografot Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométerrel alkalmaztunk. A
forditott fazisu kromatografias elvalasztast Phenomenex Luna Omega C18 oszloppal
végeztiik, (Gen-Lab, Budapest). Eluensként 0,1% hangyasavat tartalmazé vizet (A) és
metanolt (B) hasznaltunk gradiens programmal. Az oszlop hdmérsékletét a kisérlet ideje
alatt 35°C-on tartottuk. A tomegspektrométer negativ elektrospray ionizacidval

miikodott. A mérést MRM modban végeztiik.

3.3.3. Szubsztrat hasznositas vizsgalata LC-MS-sel 13C stabil izotopjeldlés utan

Annak meghatarozasara, hogy a kiillonboz6 tumorsejtek mely bioenergetikai
szubsztratot hasznositjak bioenergetikai folyamataikban stabil izotop jeldléses technikat
alkalmaztunk. Kisérleteinkben a mar leirt elokészitési eljarassal extrahaltuk, majd az
LC-MS médszerrel mértiik a metabolitok koncentraciojat és a 3C atomok beépiilésének
mértekét a kiilonbozo intermedierekbe.

Vizsgalatainkban a jeldlésekhez 10 mM U-13C-gliikoz, illetve 4 mM U-3C-glutamin
vagy 10 mM 2-13C-acetat (Cambridge Isotope) szubsztratokat adtunk szubkonfluens
tenyészetekhez DMEM D5030 tapfolyadékba keverve, a jel6lés egy oran at tartott 37°C-
on 5% CO: termosztatban [137, 139]. A 24 o6ras jeloléses vizsgalatainkban mindig
DMEM D5030 médiumot alkalmaztunk, de tekintettel a hosszi inkubacids idotartamra,
adott jelolt szubsztrat mellett 10% savoét, antibiotikumot és jeldlésnél jeldletlen L-

glutamint (4 mM) és/vagy D-gliikozt (10 mM) is hasznaltunk.

3.3.4. Oxigénfogyasztas és extracellularis acidifikacié mérése Seahorse technikaval

A glioma sejtvonalak (U251 MG, U87 MG, U373 MG) oxigénfogyasztisat,

extracellularis savasodasat és szubsztrat oxidacidjat Seahorse modszerrel vizsgaltuk.
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Valés idejii oxigénfogyasztasi rata (,,0Xygen consumption rate” — OCR) és
extracellularis acidifikacios rata (,,extracellular acidification rate” — ECAR) szimultan
mérése Seahorse XF96 Analyzer késziilékkel (Agilent Technologies) tortént [140-142].
Az OCR a mitokondrialis aktivitassal, az ECAR a sejtek glikolitikus tevékenységével
aranyos.

A glioma sejteket 24 o6raval a mérés elott 96-0s Seahorse plate-re helyeztiik sajat
teljes médiumaikban. A mérés kezdetekor a médiumot DMEM D5030 (pH 7,4)
tapfolyadékra cseréltiik. Az alap OCR és ECAR értékeket XF96 Analyzer Software
segitségével hataroztuk meg 1-1,5 6ra inkubacids idé utan. Ezt kdvetden az alabbi
energiaszubsztratok oxidaciojat mértiik pH 7,4-en: glikkéz 10 mM, glutamin 25 mM,
citrat 5 mM, GABA 5 mM, laktat 5 mM, malat 10 mM, acetdt 10 mM ¢és glutamat 5
mM. A szubsztratok oxidacids vizsgalata soran metabolikus
inhibitorokat/modulatorokat injektaltunk a sejtekhez a mitokondrialis és glikolitikus
funckiok részletesebb tanulmanyozasahoz (oligomycin 2 uM — 1égzési lanc komplex V
gatlod; 2,4-dinitrofenol - DNP 100 uM — mitokondrialis szétkapcsold szer és antimycin

A —1égzési lanc komplex III gatlo + rotenon 1-1 uM — 1égzési lanc komplex I gatlo).

3.4. Statisztikai analizis

.....

kiszamitasra. Minden kisérletben legalabb 3 fiiggetlen bioldgia mintabdl indultunk ki az
alkalmazott modszertdl fiiggéen. Az in vitro és in vivo kezelések soran kétmintas t-
probaval és egyszempontos variancia-analizissel (ANOVA post-hoc Tukey’s teszt)
szamoltuk ki a szignifikancia értékeket (p<0.05). A szdmitasokat IBM SPSS Software
(version 22, SPSS Incorporation), valamint PAST v3.05 programmal (PAST letolthet
szoftver http://folk.uio.no) végeztiik. A human glioma biopszids mintdk nem-
parametrikus H-score eredményei és a klinikopatologiai paraméterek Osszefliggéseinek
statisztikai analizisére Mann-Whitney U és Kruskal-Wallis teszteket alkalmaztuk,
ugyancsak az SPPS szotfvercsomagbol. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értéket
tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Bioenergetikai vizsgalatok in vitro sejtvonalakban

4.1.1. Kiilonb6z6é tumor sejtvonalak *C-gliikoz és -acetat szubsztrat
hasznositasanak jellemzése

Tapanyaghianyos médiumban 1-*C-gliik6z és 1-1*C-acetat szubsztratok hozzaadisa
utan keletkezd (1égzési) *CO, mennyiségét hasonlitottuk Ossze kiilonbozé human
tumorsejtvonalakban és fibroblastokban. A tumorsejtekben a gliikkoz oxidacidja a
glikolizisben, pentdz-foszfat-uit elsd szakaszaban és a mitokondriumban (citratkor,
oxidativ foszforilacid) is torténhet, acetatbél azonban elsdsorban a mitokondridlis
oxidacio soran keletkezik CO». A vizsgalt sejtvonalak nagyobb része (4 esetben a 7-bél;
a glikozt jelentésebb mértékben oxidalta, mint az acetatot (13. abra). A hét
tumorsejtvonal glitkdz oxidald képessége kisebb egyedi kiilonbségeket mutatott (~2000-
13000 beiités/250 s/1 millio sejt), mig jelentds eltérést tapasztaltunk az acetat
oxidacidban (~700-18000 beiités/250 s/1 millid sejt). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
glilkdz/acetdt oxidaci6 hanyadosban mutatkozd, a sejtvonalakat jellemzd
kiilonbségekért elsdsorban a tumorsejtek eltérd acetat hasznositasa, az ezzel dsszefiiggd
mitokondrialis funkciok eltérései allhatnak. A legnagyobb kiilonbséget a két szubsztrat
oxidaciojanak aranyaban a HT-1080 fibrosarcoma és a ZR-75.1 emlécarcinoma
sejteknél tapasztaltunk, ezért részletes bioenergetikai Osszehasonlitdé vizsgalatokat

végeztiink ebben a két sejtvonalban.
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13. abra. Human tumorsejtvonalak és izolalt normal human sejtek CO:2 termelése
1-%C-jelolt gliikézbol és 1-*C-Na-acetatbél in vitro. HT-1080: fibrosarcoma
(human); Oscort, osteosarcoma (human); MDA-MB231, BT-474, ZR-75.1,
emlécarcinomak (humén); HepG2, hepatocellularis carcinoma (human); U937,

monocytas leukaemia (human); ill. fibroblastok (human).

4.1.2. Bioenergetikai utvonalakban fontos enzimek, transzporterek
expressziojanak jellemzése

A gliikéz/acetat oxidacids aranyok tovabbi tanulmanyozdsa soran az
energiatermelésben, anyagcserében résztvevd enzimek expresszidjat vizsgaltuk meg a
HT-1080 és ZR-75.1 sejtvonalakon. A GLUTI1 (gliikoz transzporter 1) szallitd fehérje
expresszidja mindkét sejtben magasnak bizonyult. A gliikkdz-6-foszfat-dehidrogenaz
(G6PDH), glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) és B-F1-ATPaz korabbi
mRNS expresszio (a real-time PCR adatok nem keriilnek bemutatasra — Dr. Fullar
Alexandra eredményei) vizsgalata alapjan felmeriilt, hogy a két sejt elobbi eltéréseinek
hatterében el6bbi enzimek expresszids kiilonbségei allhatnak. A B-F1-ATPaz fehérje
mennyiségi kiilonbségeit sikertilt fehérje szinten is igazolni, a ZR-75.1 sejtek magasabb
B-F1-ATPaz expresszioval rendelkeznek, mint a HT-1080 sejtek. A GAPDH és B-F1-
ATPaz fehérje expresszié aranya a glikolizis és az oxidativ foszforilacié aranyara
utalhat ebben a vizsgalatban, és alatamasztja a HT-1080 magasabb glikolitikus
aktivitdsat az ZR-75.1 tumorsejtekhez képest. Utobbi sejtekben a magas -F1-ATPaz
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expresszid a mitokondridlis oxidacids folyamatok és a citratkor jelentds (a HT-1080-

énal mindenképpen jelentdsebb) funkcidit mutatjak (14. abra).
HT-1080 ZR-75.1

GLUT1 (~55 kDa)

B-F1-ATP4z (54 kDa)

SR @S CAPDH (36 kDa)

—— W (-gktin (44 kDa)

14. abra. Bioenergetikai folyamatok egyes enzimeinek expresszié vizsgalata
Western blottal HT-1080 és ZR-75.1 sejtvonalakban. A glikoz transzporter 1
(GLUT1) és GAPDH enzimek (glikolitikus), valamint a B-F1-ATPéaz (oxidativ
foszforilacioban részt vevd) jelentds expresszidjanak kimutatdsa és mennyiségének

Osszehasonlito vizsgalata a két eltéré metabolikus aktivitasu sejtvonalban.

4.1.3. Gliikoz hasznositas vizsgalata *C-jelolt gliikoz jelolést koveté LC-MS
méréssel

DMEM D5030 gliikéz- és glutamin mentes tapfolyadékban 1 é6raig U-1C-gliikoz
mellett tartott sejtek intracelluldris metabolit mennyiségét ¢és a meghatarozott
metabolitok (TCA metabolitok és a laktat) 13C jelolédésének mértékét hataroztuk meg
LC-MS médszerrel. A 13C jelolt szénatomok beépiilésének mértéke, a sejt adott
bioenergetikai  folyamatainak intenzitdsaval aranyosan valtozik: a HT-1080
fibrosarcoma sejtekben a gliikozbol szdrmazo *C atomok elsésorban a laktatban és a
gliikk6z-6-foszfatban jelentek meg, a TCA intermedierekben kevésbé. Gliikozbol a
malatba 2-3 3C atom beépiilését figyeltiik meg a HT-1080 sejtekben, mig a ZR-75.1
sejtekben 4 3C-et is. Ezek alapjan a HT-1080 sejtek a gliikozt a TCA ciklusban kevésbé
hasznositjak, mint a ZR-75.1 sejtek. E16bbi kiilonbség szemléltetésére, a glikolizis és az
oxidativ foszforilacid aranyanak jellemzéséhez a sejtek intracellularis *C-laktat/*3C-

malat aranyat adtuk meg. Ez a HT-1080 sejtekben 13,74, mig a ZR-75.1-ben 1,17 volt,

52



DOI:10.14753/SE.2019.2271

ami a HT-1080 sejtek jelentds glikolitikus eltolodasat mutatja. A 13. abran bemutatott
sejtvonalak koziil a ZR-75.1-hez hasonldan jelentOs acetat hasznositdssal rendelkez6
U937 sejtekben eldbbihez hasonld alacsony °C-laktat/**C-malat aranyt (0,87)
mutattunk Ki. Adataink azt mutatjak, hogy ezzel a vizsgalattal a magas mitokondrialis
oxidacioval rendelkez0 sejtek, illetve a sejtek glikolitikus-TCA oxidacios eltolodasai jol

jellemezhetdk.

4.1.4. Citratkor miikodésének vizsgalata °C-jelolt acetattal

Az acetil-KoA masodik szénatomja az, amely a citratkorbe belépve akar tobb
ciklusban épiilnet be a citratba, igy a 2-*C-acetit alkalmazisiaval a citratkori
metabolitokba beépiild acetat szubsztrat forrasokbol szarmazo °C-atomok sorsat
kovethetjilk nyomon. Ezzel a modszerrel az adott id6 alatt beépiil6 és a citratban vagy
tovabbi TCA metabolitokban feldasuldo (egyre nagyobb aranyban megjelend
tobbszordsen jeldlt *C-atom tartalmi metabolitok) jeldlések mennyisége és a jeldlt
metabolitok aranyanak emelkedése utalhat a citrat-ciklus intenziv miikodésére. A
sejteket DMEM D5030 médiumban egy 6raig jeldltiik, majd meghataroztuk a jeldletlen
(csak 2C atomokat tartalmazo citratot) és a 3C-mal (akar tobbszorosen) jelolt (1-6
jelolés lehetséges) intracellularis citrat mennyiségét LC-MS-sel. HT-1080 fibrosarcoma
sejtekben 1-2 beépiilést figyeltiink meg, mig a ZR-75.1 emlécarcinoma sejteknél 6 °C-
mal jelolt citratot is detektaltunk. Ezek az eredményeink megerdsitik a gliikoz jeldlés
alapjan feltételezett intenziv mitokondralis miikodést a ZR-75.1 sejtekben; illetve annak
hianyat, valamilyen mitokondrialis funkci6 karosodasat a HT-1080 sejtekben. Az U937
monocytas leukaemia sejtekben elvégzett hasonld vizsgalatainkban 1-5 3C beépiiléssel
az Osszes citrat 88%-a jeldlédott (jeldletlen 11%; 1x 3C - 19%, 2x 3C - 24%, 3x 13C -
24%, 4x BC - 19%, ill. 5x 3C - 3%), ami szintén igazolta a ZR-75.1 és U937 sejtek

bioenergetikai hasonlosagat (15. a. abra).

4.1.5. Gliikoz és acetat szubsztrat hatasa az adenilat energiatoltésre

Kisérleteinkben gliikoz és acetat jelenlétében és hidnyaban is vizsgaltuk az adenilat
energiatoltést (AEC) a HT-1080 és a ZR-75.1 sejtvonalakban, DMEM D5030
médiumban (gliikkoz-, glutamin- és savomentes koriillmények). Az adenilat energiatoltés

a sejtek kémiai energia tartalmat mutatja (AEC=ATP + 0,5 ADP/ATP + ADP + AMP).
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Tapanyag dis médiumban tartott sejtekhez (AEC=0,75-0,85) viszonyitva D5030
DMEM médiumban csokkent értékeket mértiink, ez a csokkenés a HT-1080 sejtekben
fokozottabb volt (0,38), mint a ZR-75.1 sejtekben (0,54). Ehezés mellett a HT-1080
sejtekben a hozzaadott gliikkdéz, mig a ZR-75.1 sejtekben a hozzaadott acetat emelte a
mérheté AEC értéket. Ezek az adatok is alatamasztjak, hogy a HT-1080 gliikkozt mint
szubsztratot hasznositja nagyobb mértékben (az acetatot kevésbé), ellentétben a ZR-
75.1 sejtekkel, ahol a szubsztrat hasznositas joval kiegyenstlyozottabb, s6t az acetat

hasznositas jelent6sebb (15. b.-C. abra).

100% =]
a. 3%
. 11% e
90% | 1% 19% M citrat (M+6)

80% 1 |how citrat (M+5)
70% | . citrat (M+4)
60% citrat (M+3)
50% citrat (M+2)
40% citrat (M+1)
30% W citrat jeldletlen
20%
10%
0%

teljes citrat pool (%)

b. HT-1080 HT-1080 ZR-75.1 . ZR-75.1

[
[¥o]
w
~

0,9 0,9
w 08
~ 07
QL 06 T
=§ 0,5

0,3
0,7 1
06 |

05 -
04 -
03 -
02 -
01 -

@ 0,3 |
@) |
= 0,1

at

H
adenilat energiatéltés (AEC)

adeni

D5030 D5030 + D5030 + D5030 D5030 + D5030 +
médium gliikéz acetat médium glukdz acetat

15. 4bra. C atomok citriatban torténé beépiilése 2-13C-acetat-jelolést kovetéen
HT-1080, ZR-75.1 és U937 sejtekben (a.), ill. gliikéz és acetat szubsztrat hatasa az
adenilat energiatoltésre HT-1080 (b.) és ZR-75.1 sejteken (c.). 10 mM 2-13C-
acetattal (DMEM D5030 médiumban) inkubaltuk a sejteket egy oOraig, majd az
intracellularis metabolitokat extrahdltuk, a kiilonbozé tomegszamu szénizotépot (2C
és/vagy 3C) tartalmazo metabolitok mennyiségi meghatarozasat, a 1*C atomok citratba
épilését hataroztuk meg LC-MS-sel. A HT-1080 tumorsejtekben csak 1-2, az U937
sejtekben 5, mig a ZR-75.1 sejtekben akar 6 1*C-atom beépiilését detektaltuk a citratban

(a). Gliikoz és acetat hozzdadédsa utan, azok hidnyaban €s a két szubsztrat kombinalt
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alkalmazésaval vizsgéltuk az adenilat energiatoltést (AEC), amely a sejtek energia
kapacitasat mutatja meg (AEC=ATP + 0,5 ADP/ ATP + ADP + AMP) a HT-1080 (b.)
és ZR-75.1 (c.) sejtvonalban, DMEM D5030 médiumban.

4.1.6. A vizsgalt bioenergetikai utvonalak lehetséges szabalyozoi

A HT-1080 ¢s a ZR-75.1 sejtek Osszehasonlitdsakor az energia-anyagcsere
szabalyozasaban is kiemelt jelentéségli mTOR komplexek szerepét is tanulmanyoztuk.
Az mTORCI1 és az mTORC2 komplexek elemeit és aktivitasukat jellemzé fehérjék
expresszidjat vizsgaltuk. A HT-1080 sejtekben magas p-mTOR, p-S6 és relative
alacsony Rictor expresszio volt kimutathatd, ami az mTORC1 komplex mennyiségének
¢s aktivitasanak dominanciajara utal. A ZR-75.1 sejtekben magas p-mTOR, alacsony p-
S6 és magas Rictor expresszio volt jellemzd, ami elméletileg alacsonyabb mTORC1 és
magas mTORC2 aktivitassal hozhatd Osszefiiggésbe. Akt expresszios kiilonbségek a
sejtek kozott nem voltak, de a p-szerin473-Akt mennyisége szignifikansan magasabb
volt ZR-75.1 sejtekben, ami a mar emlitett magas mTORC?2 aktivitasra utalhat (16.

abra).

#  H-mTOR (289 kDa)

| p-S6 (32 kDa)
= sssess  Rictor (~200 kDa)
G ® ki (~56-60 kDa)

v ‘ p-(ser473)-Akt ( 56 kDa)

-‘ B-aktin (42 kDa)

16. abra. mTORC1 és C2 komplex mennyiségét és aktivitasat jellemzo fehérjék
expressziojanak osszehasonlitasa Western blottal HT-1080 és ZR-75.1 sejtekben.

p-mTOR: aktiv mTOR kindz; p-S6: foszforilalt riboszomalis S6 - MTORC1
aktivitasaval Osszefliggd fehérje; Rictor: mTORC2 specifikus struktirfehérje; p-
(serd473)-Akt: mTORC2 komplex aktivitasanak marker fehérjéje. Az mTORCI
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aktivitasara utal a nagy mennyiségii p-mTOR és pS6 mellett az alacsony Rictor
expresszid és a p-(serd473)-Akt relativ alacsony mennyisége (HT-1080 sejtek). Mig a
ZR-75.1 sejtekben magas p-mTOR ¢és Rictor expressziot tapasztaltunk, ami az
mTORC2 komplex nagyobb mennyiségére utal, tovabba a parhuzamosan szintén nagy
mennyiségii p-(ser473-Akt) és az alacsony p-S6 expresszio viszont a C2 komplex

magasabb, illetve az mTORCI1 relativ alacsony aktivitdsanak a jele.

4.2. 2-hidroxiglutarat termelés és az mTOR aktivitas kapcsolata

4.2.1. HT-1080 fibrosarcoma sejtek 2-hidroxiglutarat onkometabolit-termelése

A metabolikus karakterizalasa soran megallapitottuk, hogy HT-1080 fibrosarcoma
sejtek jelentds glikolitikus aktivitast és karosodott mitokondrialis funkcidkat mutatnak.
A mitokondrialis karosodast tamasztjak ala a HT-1080 sejtvonal xenograftjanak
mitokondriumok figyelhet6k meg (17. abra). Ezzel szemben a ZR-75.1 sejtek mintaibol
készilt elektronmikroszkopos felvételek a normal sejtekéhez hasonld, ép struktiraju
mitokondriumokat mutatnak. LC-MS metabolit koncentracidé mérések kozben egy
korabban nem azonositott nagy intenzitasi csucsot figyeltink meg a HT-1080
fibrosarcoma sejtek kromatogramjan. A cstGcs a 2-hidroxiglutarat onkometabolit
sejtbeni felhalmozodasanak jele (~18 nmol/10° sejt). A kimutatott 2-hidroxiglutarat
onkometabolit-termelés ~ hatterében ~ Sanger  szekvenalassal, a  Molekularis
Onkohematologia Labor segitségével igazoltuk a heterozigota IDH1 R132H missense,

funkcionyeréses mutaciot.
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17. abra. Karosodott morfolégiaju mitokondriumok a HT-1080 fibrosarcoma
sejtben a normal sejtek és a ZR-75.1 emlécarcinoma normal morfolégiaji
mitokondriumai (nyilak) mellett. Az elektronmikroszkopos felvételeket Dr. Paku

Sandor készitette.

Vizsgaltuk a 2-hidroxiglutarat onkometabolit bioenergetikai forrasat is. Egy-egy *C-
jelolt szubsztrat (U-C-glikéz, 2-*C-acetat, U-3C-glutamin) jelenlétében DMEM
D5030 médiumban inkubaltuk a sejteket. Az LC-MS méréssel meghataroztuk 2-
hidroxiglutaratban megjelend *C szénatomokkal jeldlt onkometabolitok %-os aranyat.
Egy oras jeldlés/inkubalas utin HT-1080 sejtekben 2-13C-acetatbol szarmazd beépiilést
nem figyeltiink meg, mig gliikozbol a teljes 2-HG pool kdzel 6%-a valt jeloltté és
nemcsak egy, hanem két jelolt szénatomos 2-HG molekuldkat is kimutattunk (M+1 és
M+2). U-3C-glutamin jel6lés utan a teljes 2-HG pool 16%-a volt jelslt (M+5). Ezek
alapjan a 2-HG f0 forrdsa a HT-1080 sejtekben a glutamin (az altalunk vizsgalt
szubsztratok koziil) (18. abra).
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18. abra. A 2-HG onkometabolit lehetséges bioenergetikai forrasai HT-1080
fibrosarcoma sejtekben LC-MS mérések alapjan. U-13C-gliikéz (a.) ill. U-1C-
glutamin (b.) beépiilései a teljes 2-HG ,,pool” szazalékaban megadva, 60 perces jelolés
utan. M+1/2/3/5: 1/2/3,ill. 5 13Cjelélés‘[ tartalmazo 2-HG molekula.

4.2.2. Rapamycin mTOR aktivitas gatlé hatasai (proliferacios és fehérje szintii
vizsgalatok) HT-1080 sejtekben

A tovabbiakban tanulmadnyoztuk a hyperglikolitikus fenotipus, karosodott
mitokondrialis mikodés, 2-HG onkometabolit-termelés és magas mTORCI1 aktivitas
kozotti  Osszefiiggést a HT-1080 sejtekben. 10-50-200 ng/ml rapamycin kezelés
proliferacio gatld hatésait is teszteltiik, végiil 50 ng/ml dozist valasztottuk ki a tovabbi
kisérletekhez. Alamar blue teszt €és sejtszamoldsos vizsgalataink is igazoltdk a
rapamycin id6fiiggd proliferacio gatlo hatasat HT-1080 sejtekben (19. a. abra). 24-72
oras rapamycin kezelés utan a HT-1080 sejtekben aramlési citometridval szignifikans
apoptotikus valtozasokat azonban nem tapasztaltunk, a spontan apoptozis mértéke a
kezelt sejtekben nem emelkedett.

A rapamycin kezelés utan a p-S6 és a p-mTOR mennyiségének csokkenését Western
blottal igazoltuk, a két fehérje mennyiségében ~85%-o0s csokkenést mutattunk ki
(denzitometralt eredmények) valtozatlan S6 és mTOR expresszid mellett. A rapamycin
kezelés hatasaként az mTORC1 komplex karakterisztikus vazfehérjéjének (Raptor)

expressziod csokkenését is tapasztaltuk (19. b. abra).
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19. abra. Az mTORCI1 gaitlé6 rapamycin hatisai a proliferaciora és az mTOR

proliferacié (Alamar blue assay)

o

komplexek aktivitasaval kapcsolatos fehérjékre in vitro HT-1080 sejtekben
(Western blot). A rapamycin id6fiiggd (0-72 h) és dozisfiiggd (10-200 ng/ml) hatasai
Alamar blue proliferacios teszttel (a.). 48 oras rapamycin (50 ng/ml) kezelésre
csokkentette az mTOR kinaz, Raptor, pS6 expressziot (b.). Ko=kontroll,

Rapa=rapamycin.

4.2.3. Rapamycin kezelés, az mTORCI1 aktivitas laktat és 2-HG onkometabolit-
termelést befolyasolo hatasa

LC-MS méréseink eredményei szerint a 72 oOras in Vvitro rapamycin kezelés
szignifikansan csokkentette az intracellularis laktat és a 2-HG mennyiségét a HT-1080
sejtekben. Megfigyeltiik tovabba mas citratkori intermedierek (citrat, malat, szukcinat)
mennyiségének nem szignifikans valtozasait is. 48 ora rapamycin kezelés utan a sejteket
1 6raig DMEM D5030 médiumhoz adott U-*C-gliik6zzal vagy U-13C-glutaminnal is
jeldltiik és vizsgaltuk a 2-HG, illetve a laktat mennyiségét, valamint a beépiils *C
szénatomok megjelenését az onkometabolitokban (a 3C-jeldlést nem tartalmazod
(jeloletlen) és a 3C-jeldlt metabolitok mennyiségét is meghatiroztuk). U-PC-gliikéz
jelolést kovetden a jeldletlen laktat mennyisége kozel 50%-ra csokkent, jeldlt laktatot
pedig nem tudtunk kimutatni a rapamycin kezelt sejtekben. Megfigyeltiikk, hogy a
rapamycin kezelt U-13C-gliik6z jelolt sejtekben a jeldletlen és jeldlt 2-HG (M+1, M+2)
mennyisége is csokkent. U-3C-glutamin jeldlést kovetden azonban az elébbinél

szignifikansan jelentdsebb valtozast figyeltiink meg a jeloletlen (75%-kal csokkent) és a
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jelslt (M+5) 2-HG mennyiségében a rapamycin kezelt HT-1080 sejtekben. U-1*C-

glutamin vizsgalati koriillményeink mellett a laktatot nem jelolte (20. abra).
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3 c
$E 1
Z80s
£ o 06 - *
%3
8B 504 -
20
5302 -
2
0
kontroll rapamycin
laktat nmol/108 sejt
dsszes 3506+1,59 | 1507+1,56*
M+0 29,58 + 1,59 15,07 + 1,56 *
M+3 5,48+0,57 0,00 *
b. c
1,2 1,2
- [
s E x @
»3 17 L5 17
2 s g o
8 23
c 208 zZ© 08
€ 0 c o
[ .g a =
E w06 - E £ o06
(G- w £
T3 04 * x "E 0.4
G g2 |
] ;_l; Tu' L.’ *
1] _ - m 4
3 402 5% 0,2 i
0 0 T
kontroll rapamycin kontroll rapamycin
2-HG nmol/108 sejt 2-HG nmol/106 sejt
Osszes 19,14+ 1,08 4,67 +1,47* dsszes 16,13 + 0,86 2,76 +0,76*
M-+0 18,00+ 1,08 4,34+1,A47% M+0 13,9+ 0,86 2,31+0,76%
M+1 0,57 +0,34 0,21+0,19 M4+5 2,23+0,72 0,44 + 0,40*
M+2 0,39 + 0,04 0,08 + 0,06*
M+3 0,18+ 0,04 0,03 +0,03*

20. abra. 48 éra rapamycin kezelés csokkenti a gliikozbol képzodé tejsav (a), 2-HG
(b), illetve a glutaminbol keletkezé 2-HG (c) mennyiségét HT-1080 sejtekben (*3C-
szubsztrat jeloléses vizsgalatokban). A grafikonokon az Gsszes metabolit mennyisége
(jelolt + jeloletlen) a kontrollhoz (kezeletlen) viszonyitott relativ értékekkel szerepel. A
grafikonok alatt a tablazatokban a részletes adatok taldlhatdak nM/1 millid sejt
értekekben megadva. A metabolitok mennyiségét LC-MS modszerrel hatdroztuk meg.

p<0,05 * szignifikans valtozasok.
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4.2.4. mTORCL1 aktivitas 2-HG és laktat onkometabolit-termelést csokkento
hatasanak hattere

Ismert az mTORC1 komplex szabalyozd szerepe a glikolizis és a glutaminolizis
folyamatdban. A rapamycin kezelés LDH-A (sejtek laktdt termelésében
kulcsfontossagu) ¢és glutamindz (glutamin hasznositasban fontos enzim) enzim
expressziot gatldo hatasait aramlasi citometriaval és Western blottal igazoltuk 48 h
rapamycin kezelés utan. A glutamindz aktivitdas gatlo BPTES és Zaprinast a
rapamycinhez hasonléan szignifikdnsan csokkenti a 2-HG szintet HT-1080 sejtekben
[143]. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a BPTES és Zaprinast szignifikansan
elébbiekhez képest azonban szignifikdnsan nagyobb mértékii proliferacio gatld hatést
mutatott in vitro, mint a glutaminaz gatlok; a rapamycin és a Zaprinast egyiittes
alkalmazasakor pedig nem figyeltiink meg additiv hatast a proliferacié gatlasban.

Mas mTOR inhibitor vegyiiletek hasonld hatasat is vizsgaltuk, a PP242 mTORCI1 és
MTORC2 inhibitor HT-1080 sejtek a proliferaciojat ~40%-kal csokkentette,
szignifikdnsan nagyobb mértékben, mint a rapamycin. Kisérleteinkben a 2-HG és a
laktat mennyiségében is ki tudtuk mutatni az mTOR, mTORCI1 gatlassal dsszefliggo,
hasonld mértékii onkometabolit-termelést gatldo hatasait. Ezek az eredmények
megerdsitik a rapamycin laktat és 2-HG termelést csokkentd hatasait, az mTOR
transzlacios, glutaminaz és LDH-A-expresszid szabalyozasan keresztiili 2-HG ¢és laktat

termelést érinté metabolikus hatasait (21. b. abra).
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21. abra. Az mTOR gatlok (NTORC1 — rapamycin, mTORC1 és C2 — PP242)
laktat-dehidrogenaz-A ¢és glutaminaz expressziot, illetve mTOR gatlok és
glutaminaz gatlok (Zaprinast ¢és BPTES) 2-HG termelést, valamint
sejtproliferaciét befolyasolé hatasai HT-1080 sejtekben. A kezelések a proliferacio
gatld hatas (Alamar blue assay) mellett a 2-HG termelést (kontrollhoz viszonyitott
relativ értékek — LC-MS mérés) is gatoljak, hasonléan a glutaminaz gatlokhoz
(Zaprinast — 100 uM; BPTES — 10 uM) (a.). 48 6ras rapamycin (50 ng/ml), ill. PP242 (1
uM) kezelés csokkenti az LDH-A és glutaminaz expressziot (Western blot) (b.).

A rapamycin laktat és 2-HG termelést csokkentd hatdsat mas, sejtvonalakban is
teszteltik. ZR-75.1 sejteket, és két Hodgkin-lymphoma sejtvonalat (DEV, KMH?2) is
vizsgaltunk. A ZR-75.1 sejtekben a rapamycin kezelés hatasara az intracellularis laktat
koncentracid 65%-ra csokkent, mig a DEV és a KMH?2 sejtek esetében kisebb mértékii
csokkenést figyeltiink (DEV 75%-ra, KMH2 85%-ra). 2-HG onkometabolitot termeld
sejtvonal a HT-1080-on kiviil a vizsgalat ezen szakaszaban nem allt rendelkezésiinkre.
Endogén IDH mutécioval rendelkezd glioma sejtvonalat nem is sikertilt beszerezniink.
llyen sejtvonalak nem léteznek, stabilizdlni nem sikeriilt mutins sejtvonalakat, csak
rovid ideig vagy xenograftban lehet ezeket fenntartani. Késdbbiek soran Dr. William
Leenders (Radboud University, Hollandia) rendelkezésiinkre bocsatotta genetikailag
modositott U251 MG astrocytoma sejtvonalat. Egy vad és IDH1 mutans (IDH1 R132H

fehérjét overeszpresszalo) U251 MG sejtvonal part — mutans sejtvonalban a mutans
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fehérjét immunhisztokémiai festéssel igazoltuk ¢és LC-MS méréseinkben is
nagymennyiségii 2-HG-ot mutattunk ki ezekben a sejtekben. Ebben a mutans
sejtvonalban is igazoltuk a rapamycin mTORCI1 aktivitast (p-S6 expresszio csokkenés),
enyhe proliferacio géatld (20%-os gatld hatés), és 2-HG termelést csokkentd hatdsat
(kontroll 75%-a). Az U251 MG IDH1 vad, illetve mutans sejtvonal parban a glutaminaz
expresszid ebben a két sejtvonalban is szignifikansan csokkent rapamycin kezelést

kovetden 48 oraval, a proliferacidhoz hasonloan.

4.2.5. Rapamycin in vivo hatasai HT-1080 xenograft modellben (tumornévekedés,
szoveti laktat és 2-HG mennyiségek vizsgalata)

HT-1080 tumorsejteket SCID egerek talpaba oltottuk. A tapinthaté tumorok
megjelenése utan az allatokat Rapamune-nal kezeltilk. A kisérletben a rapamycin a
tumorndvekedését csokkentette in vivo is, a kisérlet végén a kezelt tumorok tomege
szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz képest. Folyékony nitrogénben
fagyasztott szovetmintdkban a Rapamune kezelt szovetekben a laktat és a 2-HG
mennyiségének csokkenését igazoltuk LC-MS méréseink segitségével. In vivo
eredményeink az in vitro-hoz hasonléan igazoltak a rapamycin tumornévekedést galto,

laktat és 2-HG termelés csokkentd hatasait (22. abra).
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22. abra. Rapamycin (Rapamune) in vivo tumornovekedést (a-b), laktat (c), illetve
2-HG (d) termelést gatlé hatasa SCID egerekbe oltott HT-1080 xenograftokban 3
héttel a kezelés (3mg/ttkg - 3 x hetente) utan. A kontroll és a rapamycin kezelt allatok
tumorainak novekedését kovettiik a mért tumortérfogat valtozasok alapjan (a.), illetve a
kisérlet végén mért tumorok tomegének atlagat (b.), valamint a tumorszévetben mért
laktat (c.) és 2-HG (d.) nmol/10 mg tumorszdvetre szamitott mennyiségét abrazoltuk. *:

p<0,05

4.3. Glioma sejvonalak bioenergetikai tulajdonsagainak vizsgalata az IDH1 vad és
mutans sejtvonalak osszehasonlitasa

4.3.1. Glioma sejtvonalak alaplégzésében, glikolitikus aktivitasaban kimutathato
kiillonbségek

A vizsgalatainkban humdn glioméas tumorszdvetbdl stabilizalt, sejtbankokban
elérhetd harom glioma sejtvonal (U251 MG, U87 MG ¢és U373 MQG) alaplégzésének
Seahorse vizsgélataban szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki. A legalacsonyabb alap
oxigénfogyasztast az U87 MG sejtekben, mig a legmagasabbat az U373 MG sejtekben
figyeltiink meg (DMEM D5030 tdpanyag hidnyos médiumban), az elébbi kiilonbségek
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ellenére azonban a bazalis extracellularis savasodasban (ECAR) — alap tejsavtermel6
glikolitikus aktivitasban — a vizsgalt sejtek szignifikansan nem tértek el. A sejtek
metabolikus és metabolikus adaptacios kiilonbségeire utalnak azonban azok az
eredményeink, amelyekben a magasabb glilkoz hasznositasi képesség, ill.
mitokondrialis gatlast kovetéen a gliikkdz hasznositds a legalacsonyabb alaplégzésii
sejtekben (U87 MG) az alap oxigénfogyasztassal mutatott forditott Osszefliggést. A
sejtek egyedi bioenergetikai jellemzdi glutamin oxidacids kiilonbségeikben is
kimutathatok voltak: az U251 MG sejtek rendelkeztek a legjelentésebb glutamin
oxidacios képességgel. A sejtek bioenergetikai kiilonbségei pedig a sejtek in vitro
proliferacios jellemzdivel (DMEM high glucose + 10% FBS médiumban) osszefiiggést
mutattak — a legnagyobb proliferacios aktivitasa a gliikdzt jol hasznositani képes, és
ezzel parhuzamosan magas alap oxidacios kapacitassal rendelkez6 U373 MG sejteknek

volt (23. abra).
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23. abra. Alaplégzés (a.), extracellularis savasodas (ECAR) (b.) vizsgalata Seahorse
méréssel, ill. proliferacios gorbék (c.) U251 MG, U87 MG és U373 MG glioma
sejtvonalakon. A sejtek alaplégzését és ECAR értékét DMEM D5030 médiumban
mértiik (a.); az ECAR méréseknél 10 mM gliikoz, illetve ezt kdvetden 2 uM oligomycin
hozzaadasa utan is meghataroztuk a médium pH valtozasat, ami a glikolizis, a tejsav
keletkezés ¢és az extracellularis megjelenés mértékét mutatja (b.). A sejtvonalak
proliferacios jellemzdit normal tenyésztési koriilmények mellett teljes médiumban

hasonlitottuk 0ssze, Alamar blue assay segitségével (c.). *: p<0,05

4.3.2. Az IDH1 mutans sejtekben, a 2-HG termeléssel parhuzamosan a sejtek
alaplégzése magasabb, mig a glikolitikus kapacitasa csokkent

Vizsgaltuk a gliomakban leggyakrabban el6forduld IDH1 mutaci6 — R132H —
alapanyagcserét és szubsztrat hasznositast befolyasolo hatasait is. Rendelkezésiinkre allt
az U251 MG IDH1 vad tipusu (U251 wt a tovabbiakban) és annak IDH1 R132H mutans
fehérjét overexpresszald parja (U251 IDH1m a tovabbiakban). Ezekkel, illetve a 72
oran at D-2-HG-tal kezelt U251 wt sejtekkel (4 mM D-2-HG elékezelés) dsszehasonlito
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vizsgélatokat végeztink. Az IDHIm ¢és a 2-HG kezelt vad tipusu U251 sejtek is
szignifikdnsan emelkedett oxigénfogyasztast mutattak az U251 wt sejtekhez képest.
Ezzel parhuzamosan szignifikansan csokkent az alap glikolitikus aktivitis és a sejtek
gliikoz hasznositd képessége, glikolitikus kapacitdsa is; még mitokondrialis gatlok
hasznalata mellett sem emelkedett a glikolizis mértéke a vizsgalt mutans és 2-HG kezelt
sejtekben annyira, mint az U251 wt sejtek esetében. Megallapitottuk, hogy az IDH
mutacio, ill. a 2-HG kezelés befolyasolja az anyagcsere folyamatokat jellemzo
metabolikus enzimek expresszios szintjét (Western blot). Az alacsonyabb alaplégzéssel
Osszefliggésben a vartnak megfeleld alacsonyabb B-F1-ATPaz expressziot igazoltunk az
U251 wt sejtekben. A glikolizisben kulcsfontossaghi enzimek koziil a pedig a HK2 és a
PFKP mutatott csokkent expresszidt az IDH1 mutans sejtekben a vad tipusu sejtekhez
képest (24. abra).
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24. abra. Alaplégzés (a.) és extracellularis acidifikacio (ECAR) (b.) vizsgalata
Seahorse méréssel, illetve az ezekkel osszefiiggé fehérjék expresszidja (c.) U251 wt,
U251 IDH1m U251 wt 2-HG kezelt glioma sejtvonalakon. Az alap metabolikus
kiilonbségekkel Osszefliggést mutatott a glikolizis enzimek (hexokindz 2 — HK2 — és
foszfofruktokinaz-P — PFKP) és az oxidativ foszforilacioban fontos B-F1-ATPaz

expresszioja (Western blot). p*<0,05.

crer

lassabban proliferdlnak, mint a nem mutdnsak — a dupldazodasi idejiik egy oraval
hosszabbnak bizonyult, sejtszamolassal és Alamar blue teszttel készitett proliferacios

gorbék esetében is. A 72 oras D-2-HG (4 mM) kezelés szignifikdnsan nem valtoztatta

crcr
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25. abra. Az U251 wt, U251 IDH1m és U251 2-HG kezelt glioma sejtvonalak
proliferaciéjanak vizsgalata. Teljes médiumban (DMEM high glucose, 10% FBS)
azonos sejtszammal (2500 sejt/100 pl) parhuzamos vizsgéalatban meghatarozott

crer

(D-2-HG - 4 mM) kezelt, illetve U251 IDH1m sejtvonalakban. *p<0,05

4.3.3. Intracellularis metabolit koncentraciok és a 2-hidroxiglutarat forrasanak
vizsgalata IDH1 wt illetve mutans gliomasejtekben

A metabolikus kiilonbségeket a két sejtvonal (az U251 wt és U251 IDHIm), illetve a
2-HG kezelt vad tipusu sejtek kozott a sejtek intracellularis metabolit tartalma is
mutatta. LC-MS mérésekkel igazoltuk az IDH1 mutans sejtekben felhalmozodo 2-HG
jelenlétét, illetve bizonyitottuk, hogy a médiumhoz adott 2-HG a vad tipust sejtekben a
mutans kezeletlen sejtekhez hasonlé intracellularis koncentracio értékkel jelent meg.
Elébbiek mellett az aKG szint és a TCA metabolitok szintjének emelkedését is
igazoltuk mind az IDH1 mutans, mind a 2-HG kezelt sejtekben is. Elobbiek mellett az
IDH1 mutans sejtekben a vad tipusu sejtekhez képest szignifikdnsan alacsonyabb
glutamat szintet tapasztaltunk. A 2-HG kezelés hatasara pedig a vad tipusu sejtekben

emelkedett a glutamat mennyisége (26. abra).
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26. abra. Az U251 wt, U251 IDHIm és U251 2-HG kezelt (4 mM, 72 h) glioma
sejtvonalak intracelluliaris metabolit mennyiségeinek meghatarozasa LC-MS

moédszerrel. aKG: a-ketoglutarat. n.d: nem detektalt. *p<0,05

Az IDH1 mutans sejtekben *C-jelslt szubsztratokkal (U-*C-glutamin, U-C-gliikoz
és 2-13C-acetat) vizsgiltuk a 2-HG forrasat. Igazoltuk, hogy a glutamin, az acetat
bioszintetikus hasznositasahoz sziikséges transzporterek, enzimek (ASCT2 — glutamin
transzporter, GLS — glutaminaz, ACSS2 — acetil-KoA szintetaz 2) az U251 sejtben jelen
vannak.

Rovid tava (1 6ras) jelolést kovetdé LC-MS vizsgalataink eredményei azt mutatjak,
hogy a 2-HG forrasa lehet a gliikoz és a glutamin, az acetat azonban nem. Hosszu tava
jelolés (24 ora) utdn egyértelmiien igazoltuk, hogy a keletkez6 2-HG {6 forrdsa a

glutamin (a teljes 2-HG pool 88%-a jel616dott U-13C-glutamin szubsztrat adasa utan) és
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ez jol korreldl a mutans sejtekben megemelkedd glutaminaz és glutamin transzporter
(ASCT2) mennyiségével. Azt tapasztaltuk, hogy 24 oras U-C-glutamin jelolést
kovetéen M+5 tomegszamu jelolés mutathato ki az intracelluléris 2-HG 62%-aban, mig
M+3 tomegszamu jellés tovabbi 17%-ban. Ez arra utal, hogy a 2-HG elsdsorban
glutamat-aKG-2-HG utvonalon kozvetleniil képzddik. Az M+3 jelolés jelentds
szazalékos aranya viszont azt mutatja, hogy a citrat-ciklusban aKG-n keresztiil is
képzddhet 2-HG. 24 oras vizsgalatainkban azonban azt is Kimutattuk, hogy a 2-HG
szarmazhat gliikozbol és acetatbol is csak joval kisebb mértékben. U-*C-gliikoz jelolés
utan teljes 2-HG pool 15,95%-a, mig 2-13C- acetat jelolés utan teljes 2-HG pool 15,7%-
a tartalmazott jelolést (27. abra).

b. e s
U-13C-glutamin jelélés (2-HG) U-BC-gliikéz jelslés (2-HG) 2-3C-acetdt jeldlés (2-HG)
o 100 o 100 - o 100 843
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27. 4bra. A 2-HG bioenergetikai forrasainak vizsgalata U-13C-glutamin (a), U-3C-
gliik6z (b), és 2-13C-acetat () szubsztrat *C beépiilésének LC-MS mérésével 24 h
utan U251 IDH1m sejtekben. A jeldlésekben hasznalt szubsztratok: 10 mM U-13C-
gliikéz; 4 mM L-glutamin + 4 mM U-*C-glutamin; ill. 10 mM 2-!3C-acetat 10% FBS
mellett. M+0: jeldletlen 2-HG, M+1/2/3/5: 1/2/3/4 vagy 5 13C jelolést tartalmazé 2-HG

molekula.
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4.3.4. Az IDH1 muticid, az intracellularis 2-HG és a bioenergetikai szubsztratok
oxidaciojaban kimutathato kiilonbségek osszefiiggései U251 glioma sejtekben

Az IDH mutans és vad sejtek bioenergetikai szubsztrat oxidacids kiilonbségeit,
oxigénfogyasztasi kiilonbségeiket Seahorse méréssel hataroztuk meg. A glikoz
oxidacioban nem tapasztaltunk kiilonbséget, és hasonld oxigénfogyasztast figyeltiink
meg a citrat, az acetat és a laktat esetében is. Az IDH1 mutans sejtekben azonban a
glutamin, a glutamat, ill. a malat szignifikdnsan alacsonyabb oxidacigjat tapasztaltuk.
Elébbiek mellett, GABA hozzaadasa szignifikansan, kozel 20%-kal emelte az U251 wt
sejtek oxigénfogyasztasat, mig U251 IDH1m sejtekben ez az emelkedés nem jelent
meg. Azt is kimutattuk, hogy a vad tipusu sejtek GABA oxidacios képességét a 2-HG
kezelés szignifikansan csokkenti (28. abra).

A Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org) adatbazis alapjan az U251
MG sejtvonal nem rendelkezik GABA receptor, illetve a kiilonb6z6 GABA receptor
alegységek (GABRA 1-6, GABRB 1-3, GABRR 1-3, GABRE ¢és GABRQ) mRNS
expresszidjaval. Az U251 wt sejtekben kimutatott oxigénfogyasztas emelkedés ezek

alapjan fliggetlen a GABA receptor medialt folyamatoktol.
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28. abra. Kiilonbo6z6 szubsztratok oxidaciéja U251 wt és U251 IDH1m (a.), illetve
2-HG kezelt U251 wt (b.) glioma sejtekben Seahorse modszerrel mérve 72 h utan.
Glikoz (10 mM), glutamin (2,5 mM), citrat (5 mM), GABA (5 mM), acetat (10 mM),
malat (10 mM), laktat (5 mM), glutamat (5 mM) szubsztratok (a), ill. glutamin és
GABA hatasara (b). Oxigénfogyasztas az alaplégzés %-aban van feltiintetve. *p<0,05.

A glutamin bioenergetikai hasznositasa, oxidacidja csak az U251 wt sejtvonalat
jellemezte, a mutans sejtekben ez nem volt megfigyelhetd; a 2-HG kezelt sejtekben
pedig szignifikdnsan alacsonyabb volt a kezeletlen sejtekhez képest.

A GABA bioenergetikai hasznositasaban, oxidaciojaban fontos szerepet jatsz6 enzim
a szukcinat szemialdehid-dehidrogendz (SSADH) magas expressziojat igazoltuk az
U251 glioma sejtekben, ami alatamaszthat6 a Human Protein Atlas mRNA
adatbazisanak adataival, amely szerint az U251 sejtvonalra magas SSADH mRNS
expresszio jellemzd. Western blot vizsgalatainkban az IDH1 mutans U251 és a 72 6raig

2-HG-tal kezelt U251 sejtekben az SSADH expresszio alacsonyabb, mint a vad tipusu
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kezeletlenekben. Jelentésebb  kiilonbségeket a GABA transzporter (GATI)
expresszioban is megfigyeltiink a kezeletlen wt, a 2-HG kezelt ¢s az U251 IDH1m
sejtekben. Mas altalunk vizsgalt glioma sejtvonalakban, mint az U373 MG és U87 MG
sem SSADH expresszio, ssm GABA oxidacié nem volt detektalhato (29. abra).

U251wt wt+2-HG IDH1Im

4
‘l - - SSADH (53 kDa)

- " ASCT2 (60-70 kDa)
— -—
—

- - .! glutamindz (73 kDa)
—

ACSS2 (78 kDa)

GNP (WS @ 3ooktin (44 kDa)

29. abra. Az energiaszubsztratok oxidaciojaval, hasznositasaval osszefiiggo
transzporterek és enzimek expresszioja U251 wt, U251 IDH1Im és U251 wt 2-HG
kezelt glioma sejtvonalakban. A GABA anyagcserében résztvevé GABA transzporter
1 (GAT1) ¢és szukcinat szemialdehid-dehidrogendaz (SSADH); a glutamin
hasznositasaban résztvevd glutamin transzporter (ASCT2) és glutamindz; valamint
acetat hasznositasaban szerepet jatszo acetil-KoA szintetaz 2 (ACSS2) expresszidjanak

vizsgalata Western blottal.

4.3.5. Rovid és hosszi tavi GABA kezelés proliferacios hatasa vad és IDH1 mutans
U251 sejtekben

A GABA proliferaciot befolydsolo hatésait rovid tava (72 ora) és hosszu tavu (3,5
hét) kisérletekben U251 wt és IDHIm sejtekben vizsgaltuk. GABA, 2-HG, ¢és
GABA+2-HG hosszu tava kezelések utan kimutattuk, hogy a GABA hozzaadasa

crcr

crer

fokozta, de kevésbé, mint a vad tipust sejtekét.
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4.4. SSADH expresszio vizsgalata human biopszias glioma mintakon

SSADH expressziot human glioma biopszids mintdkon is vizsgaltuk
immunhisztokémiai moddszerrel. Kontrollként peritumoralis normal agyszovetet
(cerebrum ¢és cerebellum) és veseszovetet is haszndltunk az. A peritumoralis cerebrum
magas SSADH expresszidjat (H-score > 150) figyeltiik meg a kortikalis régioban,
viszont az astrocyta sejtek alacsony vagy kozepes mértékben (H-score <150)
expresszaltdk az SSADH fehérjét. A kisagyi szovetben kozepes-magas SSADH
expressziot tapasztaltunk a Purkinje-sejtekben.

A humén glioma mintdk (47 glioma human biopszids mintat vizsgaltunk) 97%-a
magas SSADH expressziot mutatott, mely a vizsgalt klinikopatologiai paraméterekkel
(kor, nem, tumor tipusa, gradusa vagy IDH1 mutacios statusz) kimutathatd szignifikans
Osszefliggést nem mutatott a szinte minden esetben jellemzé fokozott expresszié miatt

(30. 4bra).
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30. abra. A szukcinat szemialdehid-dehidrogenaz (SSADH) expresszio vizsgalata
immunhisztokémiai festéssel human glioma biopsziakban. Az SSADH a tumorok
97%-4ban magas expressziot mutatott, ez a fokozott expresszid a tumorok tipusaval és
az IDH1 mutécios statuszdval nem mutatott Osszefiiggést (a.). A glioma altipusok
reprezentativ  immunhisztokémiai  festése  (b.) AC: astrocytoma, OD:

oligodendroglioma, GBM: primer glioblastoma. Nagyitas: 200X
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5. MEGBESZELES

5.1. Bioenergetikai folyamatok vizsgalatara alkalmas in vitro médszerek

Vizsgalataink igazoltak feltevésiinket, miszerint a gliikozbol ¢és az acetatbol
felszabadulé CO2 mennyiségének Osszehasonlitdsa igéretes moddszer a tumorsejtek,
valamint a tumorok gazdaszervezetre gyakorolt bioenergetikai mechanizmusanak
tanulmanyozasaban. A gliikdz és az acetat a glikolizis, illetve a mitokondrialis oxidativ
foszforilacid jellegzetes energiaforrasa. A két energiaforrds hasznositasanak
parhuzamos 0Osszehasonlitd vizsgalata segitségével az in vitro sejtvonalak dominans
energetikai mechanizmusa - glikolizis ¢és oxidativ foszforilacid6 aranya -—
megkozelithetd.

A daganatok fokozott gliikoz felvételének vizsgélata napjainkban része a képalkoto
diagnosztikai eljarasoknak (PET-CT alkalmazas). Warburg kozel egy évszazada irta le a
tumorsejtek fokozott glikoz felvételét, fokozott tejsavtermeléssel kapcsolatos
megallapitasait [12, 13]. Tobb évtizedes tudoményos vitat kovetden igazolodott
elmélete, megallapitottdk, hogy a daganatok tobbségében valoban emelkedik a
tejsavtermelés [18]. Parhuzamosan a mitokondridlis enzimek génmutacidinak
tumorbiologiai szerepe is jellemzésre keriilt, egyre tobb onkogének (pl. Ras, MYC,
AKT) kozremiikodését ismerjiik meg a gliikdoz anyagcsere atprogramozasaban,
szabalyozasaban [7]. A tumorok metabolikus valtozasainak vizsgélata, a human
tumorok metabolikus jellemzése azonban rutinszerlien alkalmazhaté vizsgalati
modszerek és eljarasok hianyaban még csak az elmult években kezdddott.

A tumorsejtek megvaltozott anyagcseréje a malignus fenotipus jellemzdje, ezért
egyre tobb vizsgalat célja a tumorsejtek bioenergetikai profiljanak jellemezésére
alkalmas modszerek beallitasa, fejlesztése [20, 144, 145].

Egyre szélesebb korben elterjedd mddszer a stabil vagy radioaktiv szénizotop-jelolt
szubsztratok felhasznaldsa, a beépiild jelzett szén atomok utjanak kovetése a
tumorsejtek preferalt bioenergetikai utvonalainak feltérképezésében [138, 145, 146], bar
a terjedésnek a szubsztratok és a modszerek koltségigénye egyeldre jelentds gatakat
jelent a mindennapi kutatd gyakorlatban. A glikolizis és citromsavciklus miikodésére
vonatkozoan adott energiaforrasok/szubsztratok oxidaciojanak Osszevetésével is

juthatunk informaciokhoz.
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Acetat a zsirsavak lebontasabdl keletkezhet endogén vagy exogén maodon is (pl. a
majban termelddik és a vérarammal jut a sejtekhez), majd az acetil-KoA szintaz
segitségével acetil-KOA képzddik, ami a citromsavcikluson keresztiil is hasznosulhat.
[36, 64]. Az acetat ilyen oxidacidjanak jelent6ségére (mint alternativ bioenergetikali
szubsztrat) tobb munkacsoport is felhivta mar a figyelmet példaul primer glioblastomak,
ill. kiilonb6z6 tumorok agyi metasztazisai esetében. Az acetat hasznositasahoz acetil-
KoA szintetiz 2 enzim expresszido sziikséges, aminek magas szintje human
glioblastomakban a betegek rossz prognozisaval fliggott dssze [62, 63].

A tumorsejtek szubsztrat preferencidjanak, ezen keresztiil a hasznalt dominans
bioenergetikai utvonal vizsgalatahoz stabil és radioaktiv szénizotoppal jelolt gliikoz és
acetat szubsztrtokat alkalmaztunk. A BC atomok beépiilését kovettiik glikolitikus és
citromsav ciklus intermedierekbe LC-MS modszerrel. HT-1080 sejtekben csokkent
acetat hasznositast, valamint a 3C kismértékii malatba és citratba valo beépiilését
figyeltik meg, ami a citromsav ciklus kisebb aktivitdsara utalt. A HT-1080
fibrosarcoma sejtekben ez csokkent mitokondridlis aktivitdssal és megvaltozott
mitokondrialis morfologidval tarsult. Ezzel szemben a ZR-75.1. sejtekben mért
alacsonyabb laktat-malat ardnybol arra kovetkeztethetiink, hogy a fokozott glikolizis
mellett a mitokondridlis miikddés is kiegyensulyozott maradt. Ezeket az
eredményeinket megerdsitik az adenilat energiatoltéses (AEC) vizsgalatokban kapott
adatok is.

Szadmos metabolomikai tanulmany készilt — gaz-, folyadékkromatografias,
tomegspektrometrias vagy NMR vizsgalatokkal —, melyekben megemelkedett tejsav €s
csokkent citromsav ciklus metabolitok mennyiségét mérték huméan tumorszdévetben,
illetve daganatos betegek vérplazmajaban [147-149]. Fontos azonban, hogy a mai napig
nem létezik egységes analitikai eljards a metabolitok egyideji meghatarozasara,
tobbféle eljaras parhuzamos fejlesztése zajlik a kiilonb6z6 laborokban.

Glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) és a mitokondrialis 1égzési lanc
enzim B-F1-ATPaz expresszid vizsgalataban kapott eredményeink szerint a glikolizis és
oxidativ  foszforilacié ardnyanak jellemzésére a két enzim mennyiségének
meghatarozasa is hasznalhat6. Ezt megerésitik azok az adatok is, melyek szerint
emlddaganatokban a p-F1-ATPaz expresszido vizsgalata segitséget nyujthat a

tumorprogresszié monitorozasaban [148, 150].
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Osszegezve eredményeinket, a HT-1080 és a ZR-75.1 sejtek metabolikus
vizsgalataban tobbféle modszerrel hasonld eredményekre jutottunk, igy a kovetkezd
modszereket javasolhatjuk a dominans bioenergetikai folyamatok vizsgalatara (1.
tablazat):

a) “C vagy BC-jelzett gliikozbol és acetatbol szarmazo “CO, felszabadulds mérése,
illetve utobbi esetében a beépiilés aranyanak meghatarozasa,

b) glik6z és acetat hasznositas vizsgalatban az adenilat energiatoltés értékeinek
meghatarozasa, illetve a hasznositas aranyanak vizsgalata,

c) 13C-jeldlt laktat és malat ardany meghatarozas UC-gliikéz jeldlést kovetden;

d) citratba épiilt *C atomok szdménak, a kiilonbdzd tomegszami szénizotopokat
tartalmazoé citratok mennyiségének vizsgalata 2-13C-acetat jelolést kovetden;

e) GAPDH és B-F1-ATPaz fehérjék mennyiségének 6sszehasonlito vizsgalata.

1. Tablazat. A HT-1080 és a ZR-75.1 modell sejtvonalakon végzett bioenergetikali

modszerek eredményeinek Osszevetése.

Bioenergetikai vizsgalatok HT-1080 ZR-75.1
gliikozbol/acetatbol szarmazd *CO; felszabadulas 30,1 0,4
gliikoz ill. acetat szubsztrat felhasznalasa mellett mérhetd

. 1,39 0,88
AEC ardnya

_13 _ . r . s 1 7 .. ” 13 _~ . 4 13 _' .

U C gl}lkoz jelolést kovetd *°C-jelolt laktat/~C-jelolt 13,74 0.87*
malat ardnya
BC-acetat szubsztrat mellett a citratba épiilt *C atomok 12 16
szdma
GAPDH/ B-F1-ATPaz 2,22%* 0,87**

* molaris értékekbdl kalkulalt aranyok; ** B-aktinra normalizalt fehérje expressziok

aranya

5.2. Az mTOR jelut aktivitisanak szerepe a bioenergetikai folyamatok
szabalyozasaban

Az mTOR anyagcserét befolyasold és a sejtek tilélést szabalyozé szerepe jol ismert.
Az emelkedett mTOR aktivitds jelentdsége a malignus transzformécidban mar
elfogadott, fontos szerepe a proliferacioban, a ndvekedéshez sziikséges bioszintetikus

folyamatok Osszehangoldsdban is egyre jobban ismertté valt az utobbi idoben. Az
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mTOR komplexek aktivitasa szabdlyozza a glikolizist, a pentoz-foszfat-utat, a
glutaminolizist és a hypoxia indukalt faktor 1 altal szabéalyozott folyamatokat [82, 94].
Az mTORC2 komplex fehérjéit az endoplazmatikus retikulum szubkompartmentben, a
mitokondrium membranjahoz kototten is kimutattdk, szabdlyozd szerepét a
mitokondrialis energiatermel6 folyamatokban is leirtdk mar [151].

Vizsgalatainkban az mTORC1 és az mTORC2 komplexekre jellemzd fehérjék
expresszidos eredményei Osszefiiggést mutattak a metabolikus méréseinkben kapott
adatokkal. Ezek az mTORC1 és mTORC2 komplexek eltér6 metabolikus funkcioit
tamasztjak ala. Az ép mitokondridlis struktiraji és funkcioju ZR-75.1 sejtekben
csokkent mTORCI1 aktivitast, nagy mennyiségi mTORC2 komplexre utalo fehérje
expresszids mintazatot figyeltiink meg. Mig a magas glikolitikus aktivitast és
karosodott TCA ciklusa HT-1080 sejtekben mTORC1 komplex aktivitds dominanciat és
magas GLUT1 expressziot figyeltiink meg, amelyek alatamasztja az mTORC1 komplex
ismert szerepét a glikolizis szabalyozéasaban.

Megfigyeléseink alapjdn, a bemutatott moddszerek alkalmasak a tumorsejtek
metabolikus vizsgalatara, ezek eredményei segitséget nyujthatnak megfeleld
metabolikus gatloszerek tervezéséhez és/vagy felhasznalasahoz, igy az egyénre szabott

terapias beavatkozasokhoz.

5.3. Az mTORCI1 gatlé rapamycin kezelés csokkenti a laktat és a 2-HG termelést
IDH1 mutans HT-1080 sejtekben in vitro és in vivo

Tobb, a daganatsejtekben termel6d6 metabolitnak  szerepe lehet a
tumorprogresszioban példaul az epigenetikai szabalyozasaban, a jelatviteli haldzatok
aktivitds valtozasdban és ezekkel Osszefliggésben az anyagcsere megvaltoztatasaban
[152-156]. Szamos adat tamasztja ala, hogy az onkometabolitok megjelenésével
parhuzamosan megvaltozo aktivitdsu folyamatok (példaul epigenetikai valtozasok —
hipermetilacid), az mTOR szabdlyozott folyamatokkal is kapcsolatba hozhatok [44,
153, 157, 158].

A tumorsejtekre jellemz6 Warburg-effektusban termel6dé tejsav a mikrokornyezetbe
keriilve metabolikus szimbidzisban segitheti a tumorndvekedését, az oxidativ
tumorsejtek vagy stromasejtek hasznosithatjak bioenergetikai folyamataikban; emellett

a felhalmozodd tejsav gatld hatdst fejthet ki az immunsejtekre, valamint a matrix
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metalloprotedzok termelését is fokozza, igy eldsegiti a migracid és a metasztazis
folyamatat [27, 159]. Vizsgalatainkban igazoltuk az mTOR gatlo kezelések nemcsak in
vitro, hanem in vivo tejsavtermelést csokkentd hatasait. Az mTOR gatloknak az elébbin
keresztiil szerepe lehet tejsav tumorndvekedést tamogatd hatasainak mérséklésében in
vivo. Bar természetesen ennek az mTOR gatlok ismert immunszuppressziv szerepe
mellett, tumorimmunolégiai szempontbol kis jelentdsége lehet. Egyéb, pl. matrix
metalloproteazok gatlasanak, igy a tumorsejt invaziés ¢és az antimetasztatikus
hatasoknak lehet ebbdl a szempontbdl nagyobb jelentosége.

Eredményeink is igazoljak, hogy a laktat mellett az IDH mutans daganatsejtek
esetében az mTOR aktivitdsnak a 2-hidroxiglutarat termelésben szerepe van.
Kimutattuk, hogy az mTOR inhibitorok (mTORCI1 gatlé rapamycin, mTORC1/2
(laktat és 2-HG) termelését is in vitro és in vivo.

Eredményeink arra is felhivjak a figyelmet, hogy az mTOR aktivitas transzlacios
hatasa [44, 160] sziikséges a laktat-dehidrogendz A ¢és glutamindz fehérjék
termeléséhez, ezen keresztiil timogatja a tejsavas glikolizist és a glutaminolizist. Az
MTOR gatld kezelés az el6bbiek miatt is gatolja a glikolizist és a glutaminolizist.
Ismert, az is, hogy az mTORCI aktivitasa szamos tovabbi glikolitikus enzim
expressziojat szabalyozza [105, 161]. Munkankban azonban els6ként mi irtuk le, hogy
az mTOR hiperaktivitasnak az IDH mutans daganatok 2-hidroxiglutarat termelésében is
szerepe van. Leirtuk, hogy az mTOR gatlok csokkentik a glikolitikus laktat és az IDH1
mutacioval osszefiiggd 2-HG termelést.

Egyes kozlemények az mTOR aktivitas és az IDH1 mutacioval 6sszefliggd 2-HG
termelés kapcsolatdt mas, nem human modellekben is tanulméanyozva ellentmondasos
eredményeket mutatnak, ezekben a 2-HG mTOR aktivitast fokozo és gatlo hatasait is
leirtak (genetikailag modositott glioblastoma sejtek, ill. C. elegans kisérletek) [162,
163]. Az alkalmazott kisérletek modelljei és koriilményei (pl. kezelések idétartama és
moddja — jelentds, hogy hosszi tdvon adott mutdcidhoz alkalmazkodott szervezetet,
sejteket vagy pl. akut 2-HG kezelések hatasait vizsgaljuk) egyarant befolyasolhatta
ezeket az eredményeket.

Sajat vizsgalataink eredményei (endogén IDH1 mutéicioval rendelkezé6 HT-1080

fibrosarcoma sejtvonallal dolgoztunk) Carbonneau ¢és munkatarsai megfigyelését
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tamasztjak inkabb ala [163], amely szerint a 2-hidroxiglutarat kezelés (2-HG oktil-
észterét alkalmaztak) a sejtek mMTORC1 és mTORC?2 aktivitasat is egyardnt megemelte,
¢s a mutans IDHI1 R132H transzfekciot kovetden a mIDHI-et expresszal6o mTOR
aktivitdsa megemelkedett. Vizsgalataik szerint ennek hatterében a 2-HG KDM4A (a-
ketoglutarat dependens, Jumonji csaladba tartoz6 lizin-demetilaz — a DEPTOR, ami az
mTOR komplexek negativ szabalyozo6 fehérjéje) funkcidjanak gatlasa all. Elébbivel jol
korrelél, hogy az endogén heterozygota IDHI mutdns HT-1080 sejtekben, a mutaciod
kovetkeztében hossza ideje magas 2-HG szint mellett magas mTORCI1 aktivast
mutattunk ki, és a 2-HG termelés pedig mTORCI1 fliggének bizonyult. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a HT-1080 sejtvonal — mTORC1 dominanciaja, endogén IDHI
mutacidja és glikolitikus fenotipusa miatt — igéretes modell lehet az mTOR aktivitas és
az IDH1 mutacio6 kozotti osszefliggések vizsgalatara.

A rapalogok és mas mTOR gatlo hatast szerek daganatellenes hatasait emelkedett
mTOR aktivitast gliomdkban, akut myeloid leukémiaban és chondrosarcomaban mar
korabban leirtdk [164]. Tobb rapamycin szarmazékot ¢és kettdés mTOR inhibitort
alkalmaznak visszatérd ¢és terdpia rezisztens akut myeloid leukémids és gliomas
paciensek korében végzett klinikai fazis vizsgélatban is [165-167]. Eredményeinkhez
hasonloan, mas munkacsoportok is kimutattdk, hogy a glikolizis és a glutaminolizis
gatloszerek (pl. deoxigliikoz, ill. Zaprinast, BPTES) képesek csokkenteni a proliferaciot
in vitro korilmények kozott, viszont in vivo kisérletek kevésbé jelentds
tumorndvekedést gatlo hatast mutattak [152, 168, 169]. Allen és munkatarsai
kimutattak, hogy az mTOR gétlé rapamycin kombindldsa angiogenezis gatlo sunitinib-
el az oxidativ €s a nem oxidativ tumorsejtek metabolikus szimbidzisat gatolja. Ennek a
hatasnak a jovOben akar szerepe lehet olyan rezisztencia problémak attorésében is,
melyek a metabolikus szimbiozissal és heterogenitassal fiiggenek 6ssze [71]. Az mTOR
¢és a glikolizis vagy a glutaminolizis gatloszereknek alkalmazasa kombinacidban (pl.
kemoterapids szerekkel) esetleg tovabbi terapids eldnyoket is hozhat, természetesen a
varhato mellékhatasok figyelembevétele mellett.

Osszefoglalva a rapamycin (mTORC]1 inhibitor) jelentds tumorndvekedést gatld
hatast mutatott in vitro és in vivo endogén heterozygota IDH1 mutacidval rendelkez6
modelliinkben. Eredményeink szerint az mTOR gatloknak a proliferacio gatld hatasok

mellett mas, anyagcserét befolydsold hatasai (LDH-A és glutamindz expresszidjan
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keresztiil laktat és 2-HG termelés csokkenése) is lehetnek, kiilonosen a magas

glikolitikus aktivitast és IDH1 mutacioval rendelkez6 daganatokban (31. abra).

~

4+——— mTOR |—rapamycin

HT-1080 seijt

£
Se -
&
~

SZINTEZIS

/ NUKLEINSAV- PENTOZ-FOSZFAT-UT

. GLIKOLIZIS o
-

MIGRACIO
LDH-A

= > METASZTAZIS
) ' IMMUNSZUPRESSZIO

NOVEKEDES ES ¥

T
H
H
| o
-

PROLIFERACIO |
ANGIOGENEZIS
ZSIRSAV acetil-KoA 4 - citrat
SZINTEZIS
citrit e | mIDH1
‘.-%‘_ ciklus \am.’@o EPIEGENTIKAI MODOSITASOK
% / HIF-1a STABILIZALAS
"% N PROGRESSZIO
\ glutamat
’b. . g y
_—
[=]
=
E Gls «——mTOR |—— rapamycin
5
o

. glutamin
citoszol N

31. abra. A magas mTORCI1 aktivitasa HT-1080 sejtben a rapamycin csokkenti a

proliferaciot, valamint a laktat és 2-HG termelést (6sszefoglalé abra). A rapamycin
kezelés a laktat és 2-HG onkometabolit mennyiségét csokkentette IDH1 muténs
fibrosarcoma tumorsejtekben. Ennek hatterében az mTOR transzlacids hatasainak
(LDH-A ¢és glutaminaz enzim expresszid) gatlasa allhat. Az abran a tejsav és 2-HG

tumorprogressziot tamogat6 hatésait is feltiintettem.

5.4. Gliomakra jellemz6 alaplégzés, glikolizis, szubsztrat oxidacio és GABA
anyagcsere az IDH1 mutacioval 6sszefiiggésben

Az IDH mutacié kovetkezményeinek, jelenlétével Gsszefiiggd egyéb onkogenikus
jellegzetességeknek ¢és az IDH mutaciotol fliggetleniil bekdvetkezd anyagcsere-
valtozasoknak megkiilonboztethetdségének vizsgalatakor egy IDH vad tipusti glioma
sejtvonal és annak mutdns IDHI (R132H) fehérjét overexpresszald variansat
Osszehasonlitdo vizsgalatat végeztik el. A vizsgalatokban érintett bioenergetikai

folyamatokat a 32. abran foglaltam Gssze.
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32. abra. A glioma sejtekben tanulmanyozott bioenergetikai folyamatok
osszefoglalasa. Tanulmanyoztuk az anyagcserében résztvevd glikolizis, acetat
hasznositas, glutaminolizis és GABA metabolizmus enzimeit/transzportereit glioma
sejtekben. A glikolizisben részt vevo: GLUT]1 (gliikéz transzporter 1), HK2 (hexokinaz
2), PFKP (foszfofruktokinaz P) és LDH (laktat-dehidrogenaz); acetat hasznositasban
résztvevé: ACSS2 (acetil-KoA szintetdz 2); glutamin felvételben és atalakitasban
fontos: ASCT2 (glutamin transzporter) és Gls (glutaminaz); GABA oxidécioban,
metabolizmusban szerepet jatsz6: GAT1 (GABA transzporter 1), SSADH (szukcinat
szemialdehid-dehidrogendz). Az alabbi szubsztratok oxidacidjat vizsgaltuk: glikoz,
glutamin, acetdt, malat, citrat, laktat, GABA, glutaméit. OAC: oxaloacetat, SSA:

szukcinat szemialdehid.

Az IDHI mutacid, epigenetikai hatdsait jol ismerjiik [155, 170, 171], az IDH1
mutans és a vad sejtek bioenergetikai kiilonbségeir6l azonban kevesebbet tudunk. Az
bizonyos tumorok esetében a betegek tulélését befolyasold hatasardl sok kiilonbozo adat
all rendelkezésiinkre. Gliomakban és AML-ben a mutaci6 prognosztikai jelentdségének

kiilonbségei jol ismertek.
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Az IDHI1 vad és mutans U251 glioma sejtvonal Osszehasonlitd vizsgalataiban azt
tapasztaltuk, hogy az IDHI mutins sejtek alaplégzése (alap O2 fogyasztdsa)
szignifikansan magasabb, mint a vad tipusu sejteké. Kimutattuk, hogy a mitokondrialis
1égzés gatlasat kovetben a sejtek glikolitikus aktivitdsa nd, laktat termelés mint
metabolikus kompenzacid6 megjelenik a sejtekben. Elséként mutattuk ki, hogy a
magasabb alaplégzés az IDH mutacié kovetkeztében megjelend 2-HG termeléssel fiigg
Ossze, tovabba az in vitro 2-HG kezelés és a megjelend magas intracellularis 2-HG szint
az IDH1 mutans sejtekhez hasonld mértékre emelte a vad tipusi sejtek
oxigénfogyasztasat. A 2-HG kezelés utdn egyes TCA metabolitok (malat és a-
ketoglutarat) mennyisége is emelkedett, ez az akut 2-HG kezelés ismert kompetitiv
¢és/vagy alloszterikus gatlo hatasaira utal bizonyos TCA ciklus enzimek esetében [173].
Eredményeinket megerésitik azok a vizsgalatok, amelyekben CRISPR-Cas9 rendszerrel
genetikailag modositott IDH mutans HCT116 colon carcinoma sejtvonalban a vad
tipusu glioma sejtek Warburg-fenotipusaval szemben a mutans sejtek jelentés mértékii
oxidativ foszforilaciojat irtak le [172, 174].

A 2-HG kezelést kovetden kimutatott intracelluldris glutamat mennyiségének
csOkkenése az IDH1 muténs sejtekben a glutamin—glutamat—a-ketoglutarat (aKG)-2-HG
atalakulas folyamataval all 0sszefiiggésben. Az IDH1 mutans sejtekben magasabb a
glutamindz expresszio €s csokkent a glutamin oxidacios képesség. A sejtek a glutamint
elsésorban a 2-HG onkometabolit-termelésben hasznositjak, amit 24 o6ras U-1C-
glutamin jeloléses vizsgalatunk is alatdmasztott, bar eredményeink szerint az IDHI
mutans sejtek mas forrasokat (pl. gliikoz vagy acetat) is hasznalhatnak 2- hidroxiglutarat
termelésben. Eredményeinkhez hasonléan a korabbi MRI és mas spektrometriai
vizsgalatok is els@sorban a glutamin 2-HG forras szerepét hangsulyozzdk [175], de
felhivjak a figyelmet a gliik6z alacsony turnoverébdl keletkezd 2-HG jelentdségére is
gliomasejtekben. Tudomasunk szerint vizsgalatainkban el6szor irtuk le, hogy az acetat
is hozzéjarulhat a 2-HG termeléshez az IDH1 mutans daganatsejtekben, ami alapjan
megfontoland6, hogy az acetit nemcsak mint bioenergetikai szubsztrat, hanem mint
alternativ 2-HG forras is szerepet jatszhat a tumorsejtekben.

A vad tipusu és a mutans IDH1 sejtekben a kiilonb6z6, TCA ciklus feltdltését
szolgald szubsztratok oxidacidjat is megvizsgaltuk. A malat hozzaadasa emelte a sejtek

oxigén fogyasztasait. Nem tudtuk azonban alatamasztani azokat az in silico
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eredményeket, amelyek az LDH-B mRNS expresszios kiilonbségek alapjan magasabb
laktat oxidacidt valoszinisitettek az IDH mutans gliomaknal [174]. A sejtek laktat és
acetat oxidacidjaban nem figyeltiink meg szignifikéns kiilonbségeket.

A GABA-nak — mint neurotranszmitternek —, a GABA receptor miikodésnek is lehet
szerepe bizonyos, akiar nem idegrendszeri daganatok (pl. emlddaganatok)
kialakuldsédban, de erre vonatkozdéan az irodalomban ellentmondésos eredményeket
talalunk [176-181]. Kimutattuk, hogy a glutamin, a glutamat és a GABA jelentOs
alaplégzés fokozodast eredményez vad tipusu IDHI-gyel rendelkez6é U251 sejtekben
(kozel 20%-o0s emelkedés), de ez a ndvekedés a mutans IDH1 sejtek alaplégzésében
elmaradt. Ezek az eredményeink a glutamin és a GABA szubsztratok bioenergetikai
hasznosité folyamatainak jelentdségére utalnak a nem IDH mutans glioma sejtekben. In
vitro vizsgalatainkban a GABA — mint energiaszubsztrat — oxidacidjat és kapcsolatat az
SSADH expresszidjaval elséként mutattuk ki. Az SSADH-t expresszald U251 sejtvonal
hossszu tavi GABA kezelésének proliferaciot fokozé hatdsait is kimutattuk. Ezt a
GABA indukalt proliferacio fokozo hatast a kombinacidban adott 2-HG kezelés
azonban felfiiggesztette in vitro. Ezek az adatok, a vizsgalatainkban glioma sejtekben
elsdként kimutatott GABA oxidacids képesség, illetve a human glioma mintdk kozel
100%-aban kimutatott fokozott SSADH fehérje expresszi6 alatamasztja a glioma sejtek
GABA oxidaciora képes astrocyta eredetét. Eredményeink jelentdségét mutatja az a
friss tanulmany, amelyik a GHB (gamma hidroxibutirat — GABA anyagcsere egyik
intermedierje) akkumulaciora, ill. in vitro GHB kezeléssel 0Osszefiiggd SSADH
expresszio csOkkenés potencidlis szerepére hivja fel a figyelmet a kevésbé agressziv
IDH vad tipusu glioblastoma sejtekben [182]. A kozelmultban tobb kozlemény is
megjelent, amelyek a GABA tumorsejtek novekedését tamogatd potencidlis
bioenergetikai szubsztrat szerepének hatasait irjak le [183, 184, 185].

A human gliomak vizsgalata kozben Osszehasonlitottunk 3 originalis IDH vad
glioma sejtvonal (hasonld gradusu gliomak) bizonyos metabolikus sajatossagait €s
jelentds eltéréseket tapasztaltunk. Kisérleteink az in vitro glioma modellek jol ismert
korlataira is felhivjdk a figyelmet, a human mintak kézel 100%-at jellemz6 SSADH
expresszio csak az U251 sejtvonalban volt megfigyelhetd. Kimutattuk, hogy a glioma
sejtvonalak szubsztrat-oxidacios és glikolitikus képességei 0sszefiigghetnek az in vitro -

és igy feltételezhetGen in vivo — koriilmények kozott mutatott ndvekedésiik litemével is.
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Sajat eredményeinkhez hasonldéan szdmos maés daganat metabolikus jellemzésének
eredménye alatamasztja azt, hogy a tumorsejtek metabolikus adaptacios képességgel
hogy a tumorszovet metabolikus szimbidzisat érdemes vizsgalni a jovOben in Vivo
modellek és szoveti biopszias mintak segitségével 0j terapias megoldasok keresésekor
[4].

Malignus daganatokban a metabolikus utvonalak jellemzése, igy a glioma sejtek is in
vitro és in vivo metabolikus vizsgalatai segithetnek abban, hogy a metabolikus
bioenergetikai utvonalak kozotti eltolodasokat, atrendezddéseket megértsiik és
megfeleld, 1) terapids célpontokat hatdrozzunk meg ebben a jelenleg még gyakorlatilag

nem, vagy csak kivételes esetben gyogyithato daganattipusban.
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6. KOVETKEZTETESEK

Sejtek bioenergetikai és mTOR aktivitas jellemzésével kapcsolatos metabolikus

vizsgalatok:

1)

2)

3)

4)

Az LC-MS mérések alkalmasak a sejtek intracellularis metabolit koncentracio

viszonyainak; U-®C-gliikoz és a 2-13C-acetat jeldlést kovetden pedig a jeldlt

szénatomok metabolitokban megjelené szambeli és mennyiségi valtozasanak, a

daganatsejtek dominans anyagcsere utvonalainak jellemzésére.

a) A modellként vizsgalt ZR-75.1 eml6écarcinoma sejtvonalat jelentds acetat
hasznositd képesség €s a TCA ciklus fokozott aktivitasa;

b) miga HT-1080 fibrosacroma sejtvonalat inkabb a tejsavas glikolizis talsulya
¢s karosodott mitokondrialis funkciok jellemzik.

A 2-HG onkometabolit-termelés forrasa jol vizsgalhaté kiilonb6z6 stabil izotop

jelzett szubsztratok és LC-MS segitségével:

a) Az IDH1 mutans HT-1080, ill. glioma sejtekben a 2-HG termelés forrasa
elsésorban a glutamin;

b) de a glioma sejtekben az acetat is lehet, igy az acetat alternativ 2-HG
forrasként tamogathatja a tumorigenezist.

Az mTOR aktivitds OsSzefiiggést mutat a sejtek metabolikus aktivitasaval és

onkometabolit-termelésével.

a) A HT-1080 sejtek metabolikus jellegzetességei Osszefliggést mutatnak az
mTORCI1 aktivitas dominanciajaval, illetve heterozygota IDHI mutans
genotipusaval, 2-HG onkometabolit-termelésével.

b) A ZR-75.1 sejteket a kiegyensulyozott glikolitikus és mitokondralis
anyagcsere-folyamatok mellett magas mTORC2 komplex aktivitas jellemzi.

c) A HT-1080 sejtek mTORCI] inhibitor érzékenyek, a rapamycin in vitro és in
vivo proliferacio gatld hatasai mellett az onkometabolitok termelését is
csokkenti a HT-1080 tumorsejtekben és szovetekben.

A 2-HG ¢s laktat termelés mTORCI és ezzel 6sszefliggésben glutaminaz illetve

LDH-A aktivitas fiiggo.
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Gliomak bioenergetikai jellemzésének és szubsztrat-oxidaciéjanak, valamint IDH1

mutacioval 0sszefiiggd anyagcsere-valtozasainak vizsgalata:

1) A glioma sejtek egyedi szubsztrat oxidaciés és glikolitikus kapacitassal

rendelkeznek.

a)

b)

A hasonl6 gradust, nem IDH mutans glioma sejtvonalak alap oxidacids és
glikolitikus funkcioi eltérést mutatnak;

az IDH1 mutans glioma sejtvonal magasabb oxigénfogyasztassal ¢&s
alacsonyabb glikolitikus kapacitassal rendelkezik, mint originalis vad tipusu
parja;

Az SSADH expressziot mutatd nem IDH1 mutdns glioma sejtvonal a
GABA bioenergetikai hasznositdsara, oxidacidjara képes, mig az IDH1
mutans parja nem.

Az IDH1 mutacidval 0sszefiiggd 2-HG termelés gatolja a GABA oxidaciot;
az SSADH expressziot mutatd, nem IDHI mutians glioma sejtek
proliferaciojat GABA kezeléssel fokozni lehet, és ez 2-HG kombinalt

kezeléssel visszafordithato.

2) Az altalunk vizsgalt human glioma mintak tobb mint 90 %-at IDH1 mutécios

statusztol, nemtdl és kortdl fliggetlen magas SSADH fehérje expresszio jellemzi,

ami a GABA lehetséges bioenergetikai, metabolikus hasznositasara utal.
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7. OSSZEFOGLALAS

A malignus fenotipus jellemzdéje a tumorsejtek anyagcsere valtozdsa. Az mTOR
(mammalian target of rapamycin) kindz a jelatviteli halozat elemeként szabélyozza a
legkiilonbozobb sejtfunkciokat, koztik a glikolizis, glutaminolizis, a bioszintetikus
folyamatok ¢és az autofagia aktivitisat; hiperaktivitasa a legtobb daganatra jellemzo.
Human sejtvonalak anyagcsere valtozédsait (metabolikus profiljat), szubsztrat
hasznositasat, ezzel 6sszefiiggésben az mTOR aktivitadsvaltozasait vizsgaltam.
Metabolikus jellemzéshez analitikai modszerek, bioenergetikai profil meghatarozasok
beallitasat végeztem. mTOR gatld kezelések tumor ndvekedést, anyagcserét befolyasolo
hatasait tanulmanyoztuk in vitro és in vivo. Az IDH (izocitrat-dehidrogenaz) mutacio
bioenergetikai hatdsait mutdns és vad glioma sejtben vizsgaltam. Metabolitok,
onkometabolitok mennyiségét tomegspektrometriai modszerekkel, kiillonb6z6 enzimek
A HT-1080 fibrosarcoma sejtvonalra glikolitikus fenotipus, karosodott TCA ciklus,
IDH1 mutacid és magas mTORCI1 aktivitas jellemz0. Elobbiekkel ellentétben a jelentds
acetat hasznositd képességgel rendelkezd, ZR-75.1 emldécarcinoma sejtvonalra
kiegyenstlyozott glikolitikus, mitokondridlis funkciok és jelentds mTORC2 aktivitas
jellemzd. A rapamycin kezelés a HT-1080 sejtekben csokkenti a laktat és az IDHI
mutacioval osszefiiggd 2-HG (2-hidroxiglutarat) onkometabolitok termelését, a laktat-
dehidrogenaz-A ¢€s a glutamindz expresszio gatlasaval 6sszefliggésben.

IDH1 mutans és vad U251 glioma sejteket 0sszehasonlitva, az IDH1 mutdns U251
sejtek alacsonyabb glutamin, glutamat, malat és GABA (gamma-amino-vajsav)
oxidacios képességet mutattuk ki. A mutans sejtekben a 2-HG csokkenti a glutamin és a
GABA oxidaciot. Az U251 és mas vizsgalt glioma sejtvonalakban a GABA oxidacios
képesség 0Osszefliggést mutatott az SSADH (szukcindt szemialdehid-dehidrogenaz)
fehérje expresszidval. GABA jelenlétében az U251 sejtek novekedése fokozddott, ez
azonban 2-HG kezelés mellett elmaradt. Human glioma mintak jellemzésekor az esetek
tobb mint 90%-4aban IDH1 mutacios statusztol, nemtdl és kortol fiiggetlen fokozott
SSADH fehérje expressziot figyeltiink meg, ennek klinikai jelentdsége is lehet.

A tumorok hasonlé metabolikus profil vizsgéalata segitségével a jovOben tovabbi eddig
nem ismert metabolikus célpontok azonosithatok ¢és ezek segithetik a terapia

rezisztenciat attord, egyénre szabott terdpiak fejlesztését.
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8. SUMMARY
Altered cellular metabolism is a hallmark of cancer cells. mTOR (”mammalian target of

rapamycin”), as a part of the signalling network, regulates various cell functions; it has
regulatory role in glycolysis, glutaminolysis, biosynthetic processes and autophagy.
mTOR hyperactivity is characteristic for the majority of tumour cells. The metabolic
alterations (metabolic profile) and substrate utilisation of human cell lines in correlation
to mTOR activity were studied.

Certain analytical measurements and bioenergetic profile analyses were established for
metabolic characterisation. Different substrate utilising cell lines were applied in
metabolic characterisation. The anti-growth and metabolic effects of mTOR inhibitors
were studied in vitro/in vivo. The bioenergetic effects of the IDH (isocitrate
dehydrogenase) mutation were assessed in mutant and wild-type glioma cell line pair.
The amount of metabolites/oncometabolites was measured by mass-spectrometry, the
expression and activity of certain metabolic enzymes were studied using Western blot or
immunohistochemistry.

HT-1080 fibrosarcoma cell line has a glycolytic phenotype, damaged TCA cycle, IDH1
mutation and high mTORCL activity. On the other hand, ZR-75.1 breast cancer cell line
with acetate utilising capacity was characterised by balanced glycolytic-mitochondrial
functions and significant mTORC2 activity. Rapamycin treatment decreased the
production of lactate and the IDH mutation related 2-HG (2-hydroxyglutarate)
oncometabolite through translational effects (reducing lactate dehydrogenase A and
glutaminase expressions) in HT-1080 cells.

Comparative analyses of mutant and wild-type U251 glioma cells revealed that the
mutant cells have lower glutamine, glutamate, malate and GABA (gamma-aminobutyric
acid) oxidation capacity. 2-HG reduces glutamine and GABA oxidation in mutant U251
cells. GABA oxidation was correlated to SSADH (succinic semialdehyde
dehydrogenase) enzyme expression in U251 and other studied glioma cells. These have
higher proliferation rate in the presence of GABA, however, 2-HG treatment slowed
down their growth. SSADH protein overexpression was detected in ~ 90% of human
glioma samples unrelated to IDH1 mutation, gender or age which could have clinical
importance.

Performing such metabolic profile analyses could help to find further new metabolic

targets, break through therapy resistance and develop personalised treatments.
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Koszonet Dr. Patdcs Attilanak és Dr. Mészaros Katalinnak az LC-MS miiszer

biztositasaért és szakmai tanacsaikért.
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Ko6szonom Dr. William P. Leendersnek, hogy rendelkezésiinkre bocsajtotta az U251
MG glioma sejtvonal parokat.

Ko6szonom Dr. Tretter Laszlo professzor urnak és Dr. Horvath Gergonek a biokémiai
vizsgalatokat.

Koszonettel tartozom Dr. Bodor Csabanak, Dr. Kirdly Péter Attilanak és Dr. Gango
Ambrusnak a szekvenalasi munkakért.

Koszonet Dr. Paku Sandornak az elektronmikroszkopos felvételekért.

Ko6szonom Dr. Rajnai Hajnalkanak a patoldgiai kiértékelésben nyujtott segitségét.
Ko6szonom Sztodola Andrasnak az allatkisérletek kivitelezését.

Ko6szondm az 1. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet valamennyi munkatarsdnak
a sok segitséget és tamogatast.

Halas vagyok csaladom tagjainak, akik tdmogattak, hittek bennem ¢és tiirelemmel

kisérték eddigi munkémat, nélkiiliikk nem tarthatnék itt.
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