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1 Bevezetés

A sejtek anyagcsere (metabolikus) folyamatainak szabalyozasa fontos szerepet jatszik
a bioldgiai valtozasok bioenergetikai hatterének biztositasdban. A legkiilonb6zobb
betegségek, igy a daganatbiologiai folyamatok megértéséhez is hozzéjarulhat, adott
korképek metabolikus aktivitas-valtozasainak feltérképezése (1). Az elmult fél
évszazadban az onko- és szupresszor génmutaciok szerepének vizsgalata — a technikai
fejlodések, koztik a human genom projekt eredményeként is — oriasi lendiiletet €s
hangsulyt kapott. Parhuzamosan a célzott kezelések térnyerésével egyre szélesebb kdrben
kutatott a terdpiaval szembeni rezisztenciamechanizmusok megértése, amiben a
mikrokdrnyezet, a tumorheterogenitds genetikai jellegzetességeinek vizsgalata mellett, a

daganatok metabolikus utvonal véltozasainak megismerése is sziikséges.

1.1 A daganatok anyagcsere valtozasai a tumorndvekedésben

A gorog metabole szo eredetileg valtozast jelent. A mai orvosbioldgiai értelmezés
szerint a metabolizmus — anyagcsere — olyan komplex reakciok, illetve folyamatok
Osszessége, amelyek egyensulyt teremtenek a felépitd (anabolikus) és lebontod
(katabolikus) folyamatok kozott, mikdzben biztositjak az energiat és épitdelemeket a
sejtek, a szervezet novekedéséhez és fenntartasdhoz. A lebontd folyamatok az oxigén
jelenléte, felhasznaldsa szempontjabol is megkiilonboztethetdek. Eukariota sejtekben a
citratciklus és oxidativ foszforilacio (OXPHOS) a mitokondriumban zajlik, de szamos
egy¢b folyamat (pl. glikolizis, fehérje-, lipidbontas stb.) is segiti a bioenergetikai
egyensuly fenntartasdhoz a sziikséges ATP és/vagy felépitéelemek biztositasat. Ekozben
egyéb kofaktorok ¢és szubsztratok (pl. NADH, NADPH, acetil- és metilcsoport) is
termelddnek, ezek az elébbiek mellett epigenetikai modositasokhoz, a génszabalyozas
valtozasaihoz is sziikségesek. A tumorsejteknek ATP ¢és bioszintetikus prekurzor
molekula igényiik mellett, a megemelkedett reaktiv oxigén gyok (ROS) képzddést is
kompenzalni kell, ez a tumorsejtek tulélésében szintén rendkiviil fontos (2).

A tumorsejtek jellegzetességei kozott a  kontrollt vesztett ndvekedéssel
Osszefliggésben egyre tobb tényezdt ismertiink meg. Hanahan és Weinberg legutdbb
2011-ben egészitette ki ezeket a jellegzetességeket tobbek kozott a daganatsejtek

11
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megvaltozott bioenergetikai sajatossagaival (1. abra) (3, 4). Eredetiik, genetikai és
szOvettani heterogenitasuk ellenére a tumorok altaldnosan hasonl6d anyagcsereutvonal-
atrendezddésekkel rendelkeznek. Ugyanakkor, az alapvetd metabolikus folyamatok
aktivitasanak aranya még egy tumorban — az adott tumorszovet kiilonbozo teriiletein is —
kiilonbozé  lehet  (sejt  mikrokornyezete, tapanyag-, novekedési  faktor-,

oxigénellatottsagtol fiiggden) (5).

Hiperaktiv
proliferaciés Novekedésgatlok
szignalok elkeriilése
Energetikai
folvamatok s Daganat ellenes
szabalyozisi ¥ immunvilasz
zavara @ "*. “ elkeriilése
s
..-:-. \,
Sejthalsllal “.:.,."\ o
szembeni @ ..3 L Replikativ
ellenallas . “‘.‘ immortalitas

Genom 2 ; % Tumort

instabilitas, "\, .& m /" timogaté

mutaciok N Ny - gyulladas
\ |

L

Metasztazis

Angiogenezis e
aktivacio

1. abra. A Hanahan és Weinberg altal meghatirozott legfontosabb tumorsejt
jellegzetességek. 2011-ben a korabban megadott jellegzetességek (korlatlan osztddas,
apoptézis gatlasa, sejtndovekedést gatld hatasok kikeriilése, proliferacio fenntartasa,
angiogenezis fokozasa, invazios és attétképzé képesség) mellé négy tovabbi is keriilt,
ezek: tumorellenes immunvalasz elkeriilése, tumort tamogaté gyulladasok, genom

instabilitas és mutaciok, energetikai folyamatok atprogramozasa). ((3) alapjan)

A gliikozhasznositds Utvonalai biokémiai tanulmanyainkbol is jol ismertek, a
citoplazmaban zajl6 glikolizis 1épései utan a legjobb hatékonysaggal a mitokondriumban,
a citromsavcikluson (TCA) és OXPHOS-on keresztiil nyer energiat a sejt. Oxigén
hidnyadban vagy akar pszeudohipoxia (daganatok szabalyozdsi zavarai miatt oxigén
jelenlétében is) esetén a glikolizis laktattermelés mellett is képes energiat biztositani (6).
Energetikailag kedvezdbb a TCA-OXPHOS tutvonal (36 mol ATP), mint a tejsavas
glikolizis (2 mol ATP) (6), azonban utobbi szazszor gyorsabban zajlik le (7). Igy adott
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helyzetben ez a kedvezdtlenebb hatasfoktl folyamat akar novekedési/alkalmazkodasi
elonyt is jelenthet a sejteknek. A mikrokornyezetnek és a sejt aktualis allapotanak (8) (pl.
tapanyag-, vagy oxigénellatottsag) is meghatarozo szerepe van abban, hogy a sejtek
glikolitikus vagy inkabb OXPHOS fenotipustak (9) az adott szovetben. Valtozo
koriilmények mellett a metabolikus heterogenitas (valtozatossag), a kiilonbozo sejtek
metabolikus kapcsoltsaga, szimbiozisa (adott teriiletek a tumoron beliil optimalizalva
hasznositjak a rendelkezésre allo bioenergetikai forrasokat; pl. egyik régidban termel6do
laktat egy oxigenizalt részén a tumornak hasznosulhat) nagymértékben segiti a
tumorszdvet novekedését, a sejtek talélését. Jol ismert, hogy a sejt stressz hatasok (pl.
novekedési faktorok hidnya vagy utvonalak gatlasa) mellett kompenzal, igy biztositja
karosodaskor, akar magas glikolitikus aktivitast is jelenthet (10). A daganat névekedéskor
azonban a felépit6 folyamatoknak jut f6 szerep, osztodaskor az utodsejteknek sziikségiik
van 0j nukleinsavak, fehérjék, membranok, sejtalkotok felépitésére. A glikolizis, a
mitokondrialis anyagcsere-folyamatok, a csonka citratkor (Id. késdbb) fontos helyet
foglalnak el a tumorsejteket felépité folyamatokban. A kiilonb6z6 anyagcsere koztes
termékek (metabolitok), mint az acetil-KoA vagy gliik6z, aminosavak bontasabol
szarmazo egyéb termékek nemcsak a zsirsav-, lipid-, fehérjeszintézisben, de a fehérje,

hiszton acetilacioban vagy DNS metilacioban is részt vehetnek (11).

1.1.1 A tumorsejtek anyagcsere-valtozasai

1.1.1.1 Fokozott gliikbzhasznositas és a Warburg-effektus

Az 1920-as években Otto Warburg figyelte meg és irta le elséként, hogy a normal
sejtekhez képest tumor sejtek sokkal tobb gliikozt hasznalnak. Daganatos és ép majszovet
Osszehasonlitd vizsgalatakor a daganatos szdvet tizszer intenzivebb gliikoz anyagcserét
mutatott alacsonyabb oxigén felvétel és fokozott tejsav (laktat) termelés mellett (12, 13).
Warburg a tumorok életképességének gliikozfliggését is jellemezte (12). A folyamatot, a
tejsavas glikolizist leirdja utan nevezziikk Warburg-effektusnak, lényege, hogy a
rendelkezésre allo oxigén mennyiségétdl fiiggetleniil a tumorsejtek tobbsége a piruvatot

energiatermelés mellett egy gyors 1épésben tejsavva alakitja (2. abra) (14). llyenkor 1 mol
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gliikkozbol az intracellularis tejsav szint emelkedéssel parhuzamosan Iényegesen kevesebb
ATP Kkeletkezik, gyorsasaga miatt azonban a tumorsejtek eldnyben részesithetik
(egységnyi id0 alatt tobb ATP eldallitasa). A keletkezd tejsavat a monokarboxilat
transzporterek (MCT) szallitjak az extracellularis térbe, ahol mikrokornyezeti hatasai is

hozzéjarulnak a tumorndvekedéshez (9).

Normal sejtek/differencialt sejtek Tumorsejtek/proliferalo sejtek

+02 -02
+/- 02

gliikoz gliikoz gliikoz
piruvat piruvat piruvat

85%

/ l e l \

laktat laktat
v
co2 laktat co2
Oxidativ foszforilacio Anaerob glikolizis Aerob glikolizis (Warburg-effektus)

2. abra. Warburg-effektus bioenergetikai kovetkezménye. A gliik6z hasznositas
lehetséges eltérései jol oxigenizalt, anaerob kornyezetben, illetve intenziven oszt6do

sejtekben, koztiik tumorsejtekben. ((6) alapjan)

A savas mikrokornyezet segiti a matrix metalloprotedzok aktivalodasat és kiillonb6zo
szoveti elemek lebontasat. Fokozza a fibroblaszt sejtek VEGF termelését, az endotél
sejtek VEGFR2 expressziojat, ezen keresztiil segiti a tumorban zajlé angiogenezist.
Laktat hatdsara bizonyos kemokinek és citokinek (pl. IL8, CXC-k és receptoraik)

fokozott termelése, illetve a savas mikrokdrnyezet gatolja a citotoxikus T-, illetve NK-

rrrrrr

------

szoveti és sejtes atrendez0déseknek kedveznek, amelyek nemcsak a tumorndvekedést, de
az invaziv tumorsejtek megjelenését €s keringésbe 1épését, végsdsorban a rezisztens

sejtklonok talélését, metasztazisok kialakulasat segitik (3. abra) (15).
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3. abra. A tejsavtermelés, az extracellularis pH emelkedés tumornovekedést segito
hatasai. A tejsavas acidozis mikrokdrnyezeti hatdsai a szoveti kornyezetben a
matrixelemek lebontdsaval, a kiilonbozo sejtek gyulladasos és érképzést befolyasold
faktorainak termelddésével. segitik az immunszupressziv kornyezet kialakuldsat, a

daganatnovekedést és az invaziot is. ((15) alapjan)

A tumorsejtek gliikkoz-felvételét, igy pl. a glikéz transzporterek (GLUT)
kifejezddését, szdmos génregulacids valtozas, koztiik tobbféle onkogén aktivacio is
tamogatja. A glikolizissel dsszefiiggésben pl. a MYC, RAS, AMPK, HIF-1, PI3K, AKT,
TP53 gének hiperaktivitasat figyelték meg (13, 14, 16, 17). A GLUT csaladnak 13 tagja
kozil a GLUTI1, a GLUT3, a GLUT4 és a GLUT6 fokozott termelését mutattak ki
daganatsejtekben (18). Tumoros sejtekben tapanyagmegvonaskor fokozodik a GLUTI
kifejezddése és akar apoptozis rezisztencia is kialakulhat, mig erre a normal sejtek nem
képesek, igy elpusztulnak (18). A GLUTI1 expresszio, ill. gliikozfelvétel fokozodast a
képalkoto diagnosztikdban a tumorndvekedés, illetve a metasztazisok monitorozdsara
hasznalja a 18-as fluor izotdppal jelolt dezoxiglukoz felvételét jelz6 FDG-PET-CT. A
gliikozfelvételt kovetden enzimek sora vesz részt a bioenergetikai hasznositasban, ezek
mind potencialis célpontjai terapias gatloszerek fejlesztésének (4. abra). A gliikéz
foszforilacioban szerepet jatszo hexokinaz-2 (HK2) és szamos mas glikolitikus enzim
(PKM2, PFK2, LDHA) is emelkedett expressziot mutat a gyorsan proliferaloé tumorokban
(19, 20). A glikolizis és a Warburg-effektus szabalyozasat jelenleg egyre jobban ismerjiik

15



DOI:10.14753/SE.2020.2419

(13, 16, 17, 21), mara a glikolizis gatloszer fejlesztések és a dietetikus/életmodvaltozasok
is kitiintetett figyelmet kaptak a legkiilonb6z6bb terapias vizsgalatokban (22).

glitkoz laktat

M(T1 MCT4

gliikoz
ATP laktat
HK
ADPDI' S—
glitkoz-6-P —._G6PDH__ ——»PPP
GPL
fruktoz-6-P
_PFK
—
fruktoz-1,6-PP NAD+ fumarat
ATP
D$ 3@ a-ketoglutarat 10
gllcerlnalde%]lp( 3-P+dihidroxiaceton-P NADH —
+

INADP
GAPDH 1
- CZNADH+H NAD
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2ADP D PGK \
2ATP 1 — ol |l _
g||lg oxalacetat ‘K\N AD+
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4. abra. A glikolizis, a Warburg-effektus legfontosabb lépései és helyiik a
tumorsejtek bioenergetikai egyensulyat fenntarté metabolikus folyamatokban. A
glikolizis és a Warburg-effektus 1épései piros nyillal vannak kiemelve a feltiintetett
vazlatos ¢€s leegyszerlisitett metabolikus halézatban (a részletesebb magyarazat a

szovegben talalhato).

1.1.1.2 A glutaminolizis szerepe a tumoranyagcserében

A glutamin a legnagyobb mennyiségben el6forduld nem esszencidlis aminosav a
vérplazméban. Mennyisége a szovetekben jelentdsen csokkenhet ¢és igy akar
esszencialissa is valhat gyors novekedés vagy bizonyos betegségek esetében. A
proliferalo sejtek fokozott glutaminigénye kozismert. A glutamin szerepe az anyagcsere-
folyamatokban kettds, a fehérje- és nukleotidszintézisnek, az N- és O-glikolizacidonak is
fontos eleme, de a lebontasakor keletkezd termékek bioenergetikai (glutamat) és

transzaminaz szubsztratok is lehetnek (23).
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A glutamin felvételéhez megfeleld transzporterekre (pl. SLC1AS, SLC7AS), majd
lebontasahoz glutaminaz (GLS) enzimre van sziikség. A glutamin-glutamat atalakulast
vese-tipusu (GLS) vagy maj-tipust (GLS2) glutaminaz enzimek segitik, ezek kinetikai
tulajdonsagainkban, és fehérjeszerkezetiikben, szdveti eloszlasukban is kiilonboznek
egymastol (24). A GLS génr6l harom (KGA — kidney glutaminase, GAC — glutaminase
C, GAM - glutaminase M), mig a GLS2-r6l két kiilonb6zé izoforma (LGA — liver
glutaminase, GAB — glutaminase B) keletkezhet. Ezek koziil a GAM nem rendelkezik
katalitikus aktivitassal, mig altaldban a GAC fehérje nagy mennyisége jellemzi a
tumorsejteket (24, 25). A tumorndvekedésben a GLS-nek és a GLS2-nek ellenkezd
szerepe van. Mig a c-Myc transzkripcids faktor szabalyozasa alatt 4116 GLS expresszioja
a tumorndvekedéssel ¢és agresszivitassal, addig a P53 szabalyozott GLS2 a
tumorndvekedés gatlasaval fligg 6ssze (24-26). A GLS aktivitas fokozodasat leirtak mar
rossz progndzisu melanoma, agy-, maj- és tiidétumorokban (25, 27, 28). A GLS2 fehérje
taltermelésének szerepét megfigyelték a Racl, illetve a PI3K/Akt uitvonal gatlasaban, ami
Osszefliggést mutatott a betegek hosszabb thlélésével és az adott daganat migracios,
invazios és attétképzo képességének csokkenésével is (27, 29).

A glutamat, fehérje- vagy nukleinsav beépiilést kovetd lebontas utan vagy direkt
modon a-ketoglutarat (o-KG) atalakulast kovetdéen hasznosulhat. Az o-KG legalabb
kétiranyt hasznosuldsa lehetséges: a) a citratkoron at a mitokondrialis oxidacioban
hozzajarulhat a normal sejtek (pl. lymphocytak, fibroblasztok, bélhamsejtek),
daganatsejtek ATP termeléséhez (30), b) vagy reverz uton izocitrat-citrat atalakulason
keresztiil tamogathatja a zsirsav-, lipidszintézist (5. abra). A tumorsejtek megnovekvo
energiasziikségletének és felépitd folyamatainak biztositasa egyes esetekben (féleg in
vitro) glutamin-fiiggdség kialakulasahoz is vezet (21, 31, 32). Jelentés, a daganatsejtek
esetében is sokszor nélkiilozhetetlen szerepe van az endogén antioxidans hatasu glutamat
tartalmt glutathione tripeptidnek (GSH) is, ami a sejteket az oxidativ stresszhatdsokkal
szemben védi (30, 33). Természetesen a sejt redox egyensulyanak fenntartasaban a GSH
mellett a NADPH szint is kulcsfontossagu (30, 33). Mindezeket figyelembe véve, a
glutaminolizis daganatterapias célpont lehet, az elmult évtizedben a GLS inhibitorok

tesztelése tobb faziskisérletben is megjelent (34).
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5. abra. A glutaminolizis, a glutaminhasznositas, a TCA ciklus és a lipidanyagcsere
legfontosabb lépései és helyiik a tumorsejtek bioenergetikai egyensilyat fenntarté
metabolikus folyamatokban. A glutaminolizis 1épései és a glutamatfelhasznalas egyes
lehetdségei, a TCA ciklus folyamatai és kapcsolata az OXPHOS-szal, a lipidanyagcsere
a dolgozatban is vizsgalt folyamatai és leegyszeriisitett helye a vazlatos metabolikus
haldézatban (a részletesebb magyarazat a szovegben talalhato, a kordbban nem szerepld
roviditések: a-KGDH — a-KG dehidrogenaz, SCS —szukcinat szintaz, MDH — malat
dehidrogenaz, CS — citrat szintaz, ACLY — ATP-citrat lidaz, ACSS2 — Acetil-koenzimA

szintetaz 2, SCD1 — sztearol koenzimA deszaturaz 1), *onkometabolit.

1.1.1.3 A citromsavciklus (Szentgyorgyi-Krebs ciklus) és az oxidativ foszforilacio

aktivitasvaltozasai tumorsejtekben

A tumorszovetekben bioenergetikai sziikségletek kiszolgalasa sok esetben a sejtek
anyagcsere-utvonalainak gyors atrendezddését igényli. Warburg eredeti hipotézise
szerint a fokozott glikolizis mitokondrialis diszfunkcioval magyarazhatdé, ami azt

sugallja, hogy a tumorsejtek ATP-t kizarolag a glikolizisbdl allitanak el6 (35). Az elmult
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évtizedek eredményei bebizonyitottak, hogy eldbbi a legtobb daganat esetében nem igaz
(36). S6t azt is igazoltak, hogy egyes tumorsejtek még atmeneti ideig sem képesek talélni
OXPHOS nélkiil (37). Idealis allapot a tumorsejtek szamara, ha a kornyezethez, a
novekedési igényekhez alkalmazkodva a Warburg glikolizis és az OXPHOS
mechanizmusok egyenstlyban vannak és egyarant elérhetéek (5. abra).

Elébbiekhez a citromsavciklus koztestermékeinek folyamatos potlasa sziikséges, ami
tobb iranybodl is lehetséges pl. glikolizisbdl, glutaminolizisbdl, piruvat karboxilacidobol
vagy zsirsav-oxidaciobol. Bizonyos esetekben, a piruvat alacsony szintje mellett, a
piruvat beléphet a ,,csonka” citratkorbe, ahol citrat termelédik, majd a metabolitok
kiaramlanak a citromsavciklusbol (kataplerozis). Ezek utan a citoplazmaban (acetil-KoA-
an keresztiil) részt vesznek kiilonb6z6 folyamatokban, pl. a membranképzédésben (38).
Ilyenkor a sejt glutaminforrasbol is képes betdlteni a citromsavciklust (anaplerozis) (39),
de fehérjék és mas szénhidratok is oxidalodhatnak, mikdzben ATP és citromsavciklus
koztestermékek keletkeznek (40). Energiasziikség idején reduktiv karboxilacidban, pl. a
zsirsavak oxidacidja is képes a citromsavciklus feltdltésére, igy szolgaltatva
,izemanyagot” az ATP szintézishez, mikézben a termelt NADPH + H* hozzajarul a
redox egyensuly fenntartasahoz is (41). Az egyensulyi reakciokban egyéb szubsztratok
pl. laktat (reverz Warburg hatas), ketontestek és aminosavak is oxidalodhatnak (42),
biztositva a sejtek szamara extrém korilmények kozott is a nagyfoku bioenergetikai
alkalmazkodast.

Elébbi forrasok a citromsavcikluson keresztiil a mitokondrium matrixban NADH +
H*-t és FADH-t termelnek, majd a belsd mitokondrialis membran jol ismert (43)
elektron-transzportlanc komplexein (komplex I — NADH dehidrogenaz, 111 — CoQH2-
citokrom C reduktdz és IV — citokrém C oxidéz) a terminalis oxidacioban CO2 és H20
kilépés mellett ATP-t allitanak elé (44). Bizonyos enzimmutaciok (citrat-szintaz,
akonitaz (45), fumarat-hidrataz (46), szukcinat-dehidrogenaz (47) és izocitrat-
dehidrogenaz (48)) a citromsavciklus, az OXPHOS miikddési egyensulyat stlyosan
megzavarhatjak. Az enzimfunkciok kiesését (pl. fumarat-hidratdz, szukcinat-
dehidrogenaz) vagy funkcionyerését (pl. izocitrat-dehidrogenaz) okozhatjak, amelyeknek
kovetkezményeként egyes metabolitok koéros mennyiségben halmozodhatnak fel. A
fumarat, a szukcinat szint emelkedése és a D-2-hidroxiglutarat (2-HG) megjelenése pl.

olyan génregulacios zavarokhoz (metilacio, acetilacio), ill. HIFlo stabilizaciohoz
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vezethet, amelyek a laktat tumorndvekedést segité hatasaihoz hasonléan novekedési
elényt biztositanak a tumorsejteknek. Az el6bbi mennyiségében vagy szerkezetében
megvaltozott anyagcsere koztestermékek, amelyek segitik a tumorndvekedést, az
onkometabolitok.

A nyugvo sejtek, igy az dssejtek metabolikus aktivitdsa ismerten alacsonyabb, mint a
proliferalé vagy funkciondld szoveti sejteké, a sziikséges bioenergetikai hatteriiket
elsésorban az OXPHOS biztositja. Az eddigi irodalmi adatok nem egységesek, de a
tumordssejtekre is inkabb OXPHOS fenotipus jellemz6 (49). Ezeket az OXHPOS
fenotipusu tumordssejteket, ,,dormant” sejteket, illetve reaktivaciojukat hozzak
Osszefliggésbe a késobbi progresszioval, a megjelend terapiarezisztenciaval a legtobb

rossz prognézist daganatban (50).

1.1.1.4 Fontosabb zsirsav anyagcsere-valtozasok jelentdsége daganatokban

Szamos az energiaeldallitassal és -tarolassal vagy a sejtmembran létrehozéasaval és
mitkodésével kapcsolatos folyamatban (51), akar jelatviteli folyamatokban és bizonyos
gének aktivalasaban is részt vesznek a lipidek, zsirsavak, szfingolipidek, szterollipidek,
glicerolipidek és glicero-foszfolipidek. Ezekben a folyamatokban kulcsfontossagliak a
zsirsavak, amelyeket egyetlen acetil-KoA lanchosszabitassal a zsirsav-szintaz (FAS) hoz
létre (51, 52). A létrejott telitett és telitetlen zsirsavakat a legkiilonb6z6bb modon
hasznalhatja fel (pl. B-oxidacion energianyerés, membranfelépités), illetve raktarozhatja
a sejt, a szervezet. Adott helyzetekben a sejt raktarozott, sajat anyagait — a zsirsavakat és
a koleszterolt — lebonthatja, majd anyagcsere koztestermékként felhasznalhatja
novekedés és osztodas kozben (53-55).

A zsirsav bioszintézis egyik kozponti iranyitdja az SREBP transzkripcios faktor (56).
Mas szabalyozo faktorokkal egyiitt hangolja 0ssze a zsirsavak felépitéséhez sziikséges
enzimek egyiittmiikodését (pl. acetil-KoA-liaz, a FAS és a deszaturazok) (57). A B-
oxidaci6 ¢és a zsirsavszintézis szabdlyozasaban, fokozasaban szamos onkogén
transzkripcios faktor, Gtvonal (c-Myc, MYCN, MYCL, B-katenin) vesz részt (58). A B-
katenin onkogén szerepét a nem Warburg fenotipusu zsirsavfiiggd ndvekedési

hepatocellularis carcinoma sejtekben bizonyitottak az elmult években. (59). Jol ismert az
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is, hogy a magas szabad zsirsavszint gatolja a GLUT4-fliggé gliikozfelvételt (60) vagy a
hipertrofizalt zsirszovet fokozott TNFa termelése indukélja a szisztémas gyulladasos
folyamatokat a tumor kornyezetében (61). Egyre jobban ismert és feltart az elhizas, a
diabétesz €s a metabolikus szindroma — mint lipidmetabolizmust is érint6 ,,kéros”
allapotok — daganatkialakulast segité Osszefiiggése és hatasa (61). A zsirsavszintézis
sebességmeghatarozd enzime az acetil-KOA vagy KoOA karboxildz (ACC), igy
expresszioja ¢és aktivitasa fontos a carcinogenezis folyamatiban. Preklinikiai
modellkisérletekben igazoltak, hogy tiid6 carcinoma sejtek novekedéséhez és tuléléséhez
elengedhetetlen (62). A zsirsavanyagcsere egy masik fontos enzime a carnitin-
palmitoltranszferaz (CPT1A), amely a lipidszintézissel ellentétes folyamatokban jatszik
fontos szerepet. A mitokondrium kiils6 membranjaban aktivalodott zsirsavak a
mitokondrium belsé membranba jutasat segitik, ami a p-oxidacio feltétele. Erdekes, hogy
a CPTI1A overexpresszid is gyakori a legkiilonb6zébb daganatok progressziojaban (pl.
eml6-, gyomor-, prosztata-, tidddaganatokban, lymphomékban, myelomakban), mig az
expresszid csendesitése egyértelmiien gatolja a B-oxidacio folyamatait (63). Daganatok
esetében a CPTIA fokozott termelése és aktivitasa inkabb a lipidlebontd (lipolitikus),
mint lipidszintetikus folyamatokkal all Gsszefliggésben. A lipidanyagcsere dinamikus
alkalmazkodasa a daganatos progresszioban fontos tényezd; a sejtek talélési és
proliferacios igényeinek megfelelden biztositja a sejtek metabolikus alkalmazkodasat,
plaszticitasat (63). A lipidanyagcsere-gatlok varhat6 eredményei kombinacios terapiaban
azzal is Osszefligghetnek, hogy mar egy tényez6 gatlasa is a lipidmetabolizmus bonyolult

szabalyozasaban a sejtek metabolikus alkalmazkodasat blokkolhatja (64).

1.1.2 Metabolikus heterogenitas ¢és adaptaciéos mechanizmusok a daganatok

novekedésében, progresszidjaban

Az eldzéekben attekintett anyagcsere-Utvonalak eltolddéasai, aranyvaltozésai
kiilonb6zé metabolikus fenotipusokat hatarozhatnak meg. Azok a sejtek, amelyek
képtelenek alkalmazkodni a megvaltozott bioenergetikai feltételekhez, atmeneti
proliferaciogatlast kovetden nekrdzis, apoptdzis vagy egyéb mechanizmusok utjan
elpusztulnak. Azok a sejtek azonban, amelyek metabolikusan is gyorsan alkalmazkodnak

(rugalmasak, metabolikus plaszticitasuk jelentds) eldnyre tesznek szert a kornyezd
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sejtekkel szemben. Ilyen esetekben vagy az adott utvonalak elemeinek expresszioja,
aktivitdsa n0 meg igen gyorsan, vagy a sejtek mar alapesetben is rendelkeznek tobbféle,
gyorsan aktivalhaté meglévo Utvonal elemeivel a metabolikus halozatban. A legljabb
vizsgalatok szerint utobbi tobb utvonal gyors elérési lehetségével rendelkezo sejtek, az
un. hibrid metabolikus fenotipusu sejtek csoportjat alkotjak. Ezek egy idében jelentds
aerob glikolizis ¢s OXHPOS aktivitassal vagy akar mas bioenergetikai folyamatok (pl.
autofagia, glutaminolizis, protein €s egyéb mas aminosavak lebontasa) gyors aktivalasara,
a citromsavciklus sokiranyt koztestermék feltoltésére képes kapacitasokkal rendelkeznek
(65).

A novekvo szolid daganat hipoxias magja, a véraramba keriilés, az epithelialis-
mesenchymalis atalakulas (EMT) és a kolonizalt mikrokornyezethez valo alkalmazkodas
mind olyan valtozas a tumorsejtek ¢életében, ami metabolikus adaptécio nélkiil nem mehet
végbe. Ez a tipusu alkalmazkodoképesség (plaszticitas) elengedhetetlen a tumorsejtekben
(66). Az alkalmazkodas soran megjelend tulajdonsagok egymast kolcsondsen
befolyasolhatjak, és Osszefliiggnek kiilonb6z6 onko- és szupresszorgének (MYC, TP53,
PTEN, TSC1/2) (67, 68) vagy jelatviteli utvonalak (PI3K/mTOR/Akt, Ras) (69, 70)
szabalyozatlan talmtkodésével is. A HIFla egyik legjobban ismert hatasa az, hogy
indukalja az angiogenezist VEGF termelésen keresztiil, magas szintje szdmos, tovabbi
jelentds metabolikus atrendezddést is eredményez: noveli pl. a glikolizis szamos fontos
enzimének, koztiik a HK2-nek a kifejez6dését, fokozza a gliikdz receptorok expresszidjat,
a glikéz- és a glutaminfelvételt, a glutaminolizist, a csonka citratkdr alapa
zsirsavszintézist (71). Ez a kompenzacio olyan bioenergetikai teremthet meg a sejtek
szamara, ami eldsegiti tovabb ndvekedéstiket és tul¢lésiiket.

Téapanyaghiany megfelel6 vérellatas mellett is felléphet, ilyenkor csokken az ATP-
termelés és aktivalodik a sejtek energiaszintjének 6re, az AMP aktivalt protein kindz
(AMPK) (72). Az AMPK foszforilalt allapotban a lebont6 folyamatokat tamogatja (73),
noveli a gliikdz- és a zsirsavfelvételt, valamint a glutamin citratciklusba valo betoltését is
(74). Gatolja az mTOR-aktivitast, a gliikoneogenezist, a glikogénraktarozast (75), illetve
aktivalja a P53-at (76) is. Az mTOR-aktivitas csokkenésével parhuzamosan beinditja a
lizoszoma-biogenezist és az autofagiat, igy a tumorsejtek alacsonyabb metabolikus
aktivitasi szinten is talélhetnek. A tumorsejtekben a magas HIFla szint inkabb a

glikolizist tamogatja, mig az AMPK az OXPHOS-t (65, 77).
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A tumorsejtek migracioja, véraramba jutdsa, invazidja, attétképzése a malignitas
fontos jellegzetességei, a bekovetkez6 EMT atalakulasok (78) is hatassal lehet a sejtek
anyagcseréjére, metabolikus fenotipusara. Eddigi irodalmi adatok alapjan ezek az EMT
kozben bekodvetkezd metabolikus valtozasok sejttipus fiiggdek. Egyes tumorsejtekben a
glikolitikus flux, a GLUTS3, a glutaminolizis, a GLS1 szint emelkedik meg (79), mig mas
sejtekben a glikolizis és parhuzamosan az OXPHOS lesz aktivabb, a zsirsavszintézis
aktivitasa pedig csokken (80). Arra is van példa, hogy metabolikus valtozas indukal
EMT-t; fokozott CD36-on keresztiili zsirsavfelvétel vagy pszeudohipoxia, illetve akar
indukalt glikolizis is beindithatja bizonyos tumorsejtek esetében az EMT-t (81, 82). A
véraramban keringd tumorsejtekre leginkabb az OXPHOS ¢és a kiegyensulyozott redoxi
allapot fenntartasa jellemz6 (83). A metasztatikus sejteknek a kolonizalt teriilet
mikrokdrnyezetétél fiiggden njbol véltoznia kell. Erdekes, hogy a majba metasztatizalo
sejtek inkabb Warburg fenotipustak (tejsavas glikolizis) (84), ami a csontattétek esetében
is jellemz6ébb (85). Ugyanakkor az agyi- és a tiidometasztazisokban a citratciklus
milkodése jelentésebb, az agydanatok esetében pl. a gamma-amino-vajsav (GABA)
metabolikus hasznositasa (84, 86), mig tiidéattétek esetén a glutaminhasznositas allhat a

hattérben (87).

1.1.3 Metabolikus tamadaspontok, a daganatsejtek anyagcseréjét befolyasold
hatéanyagok ¢és célpontjaik, jol ismert szerek metabolikus off-target hatasai

A Warburg-effektus ujrafelfedezése Ota egyre nagyobb figyelmet kaptak a
glikolizisgatld fejlesztések. A célfehérjék a tumorsejtekben nagyobb mennyiségben
¢s/vagy magasabb aktivitassal eléforduld glikolizis enzimek lehetnek (88), igy: glikoz
transzporterek (phloretin, WZB117) vagy MCT-k (Cinnamate, AZD3965), HK2 (2-
deoxi-D-gliikdz, lonidamine), GAPDH (3-brompiruvat, koningic acid), LDHA (oxamat),
vagy PDK (dikloracetat) (6. abra). A gliikéz transzporter-gatlok szelektiv, kis
molekulastlytl inhibitorok, amelyek a gliikkozfelvétel gatlasan keresztiil energiahianyt,
majd sejthalalt okoznak (89). A WZB117, egy bisz-hidroxi-benzonat vegyiilet, gyors,
szelektiv és irreverzibilis GLUT1-gatlast okoz. A WZB117 ciszplatinnal és paclitaxellel
kombinacioban is szinergetikus hatasokat mutatott tiido- és emlddaganatos sejteknél in

vitro és in vivo (89). Sajnalatos azonban, hogy a gliik6z transzporter-gatlok gyakran mar
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a fazis I-es kisérletekben nem toleralhatdé mellékhatasokat okoznak (pl. miokardialis
infarktus, tiidégyulladas, 1égzési elégtelenség, nyaki verGér elzarddas) (88). A
tumorsejtekben a glikolizis egyik sebességmeghatiarozd enzime a nagy mennyiségben
megjelené HK2, gatléival — Lonidamin (indol szarmazék) és a 2-dezoxi-glikoz (2-DG
kompetitiv antimetabolit) —, a klinikai faziskisérletek még folynak. A Lonidamin biztato
eredményeket mutatott doxorubicinnel kombinacidéban (90), a 2DG azonban toxikusan
magas dozishasznalatot igényel (91). Az eddigi legsikeresebb vizsgalatok a GAPDH-
gatlo koninginsav (GAPDH aktiv oldalhoz kot) (92), és a piruvat analog 3-brompiruvat
(3BP) (93) (GAPDH-t és a HK-t egyszerre gatolja) kezelések voltak. 2016-ban azonban
leallitottak minden glikolizisgatlo fazisvizsgalatot, mivel tobb beteg belehalt a toxikus
mellékhatasokba (94). Lehetségként a glikolitikus fenotipust sejtek esetében laktat- és
piruvattranszport, illetve az MCT-k gatlasa (AZD3965 és Cinnamate fazisvizsgalatban)
(15) maradt, illetve a glikolizis gatlasa indirekten mas kezelések bystander hatasaval is
megvaldsulhat, pl. az mTOR-gatlok (1d. késobb) (95).

A citromravciklus  feltoltésében, az aminosavanyagcserében és a
zsirsavszintézisben fontos szerepe van a glutaminmetabolizmusnak. A legrégebbi klinikai
kisérletben megjelent—mindkét GLS izoformat gatlé inhibitor a 6-diazo-5-0xo-L-
norleucine (L-DON), nem elégséges szelektivitasa és mellékhatasai miatt volt sikertelen
(96). A GLS két izoformajat gatolja a bisz-2-(5-fenilacetamid-1, 2, 4-tiadizol-2-il) etil
szulfid (BPTES) és a dibenzofenantriridin-968 is, el6bbi inkdbb a GLS, mig utdbbi
mindkét izoformat egyforman gatolja (24, 96). A BPTES minimalis toxicitasu ugyan, de
nem a GLS aktiv centrumahoz két, igy nem kompetitiv hatasu, ennek ellenére mar tobb
daganatban leirtak tumor novekedés csokkentd hatasat (97). Az allosztrérikus GLS
inhibitor, a dibenzofenantriridin-968, a KGA ¢és GAC aktivitasat is gatolja,
tumornovekedést gatld hatasat szintén igazoltak (25, 98). Kevésbé toxikus
glutaminazgatld komponens a 2-(piridin-2-il)-N-(5-(4-(6-(2-(3-(trifluorometoxi) fenil)
acetamid) piridazin-3-il) butil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il) acetamid (CB-839) (97), el6bbieknél
sokkal hatasosabb, mert a KGA és GAC izoenzimek aktivitasat jobban gatolja.
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6. abra. Metabolikus gatlészerek és tamadaspontjaik osszefoglalasa. A legfontosabb
terapidsan is célozhatd metabolikus enzimeket és transzportereket zold szinnel, mig a

kiilonbzo gatloszereket piros szinnel emeltiik ki a folyamatokban.

A mitokondrium bioenergetikai funkcidgatlasanak két {6 kutatdsi irdnya van: a
mitokondrialis proteinszintézis, illetve az OXPHOS folyamatanak gatlasa. El6bbiben a
tetraciklin tipust antibiotikumok rendkiviil hatasosak. Példaul a tigecycline 6nmagaban
¢s imatinibbel kombinalva toxikus a kronikus myeloid leukémia ssejtekben is in vitro és
in vivo modellekben (99). Az elsé klinikai tesztek emlddaganatos betegekben

doxycycline-nel (két hétig alkalmazva a mitétet megel6zbéen), szignifikansan
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csokkentették az aldehid-dehidrogenaz (ALDH) 1 és CD44 dssejtmarkerek expressziojat
a tumorszovetben (100). Az eredmények arra utalnak, hogy a tetraciklinek a
tumordssejtek anyagcseréjét képesek gatolni (101). Az OXPHOS, komplex 1 gatlo
biguanid anti-diabetikus metformin és phenformin az AMPK-t aktivalja, gatolja a
mitokondrialis ETC komplex I-et (OXPHOS géatlas és ATP szint csokkenés), az mTOR
kinazt és a HIF1a-t (102) is. Metabolikus gatlo hatasa Gsszetett — a klinikai eredmények
elsésorban a mellékhatasok miatt ellentmondasosak ezekben az esetekben. A komplex |
gatlo fenofibrat szintén biztatdé tumorndvekedés-gatld hatasat is igazoltak (103). Mas
nem-daganatellenes szerek off-target hatasai, példaul a komplex II gatlé E-vitamin analog
a-tokoferil-szukcinat és a ionidamin daganat novekedés gatld hatasai is felmeriilnek
(103). A komplex III és IV gatldo malaria ellenes atovaquone (103) ¢s a tobb komplexet
(I, IL, IV) is gatl6 vaskelator a VLX600 (104) vizsgalata is zajlik. Egyes magas-affinitast
OXPHOS-gatlok mar klinikai vizsgalatokba kertiltek (BAY87-2243 (105), IACS-010759
(106), ME-344 (107)), mig mas, az elektrontranszport lancot indirekt moédon gatld
kezeléseket  (venetoclax)  preklinikai  vizsgalatokban  glutaminolizisgatlokkal
kombinacioban tesztelnek (108). Ezen eredmények szerint az FOF1 ATP-szintaz gatld
Gboxin ,,bioenergetikai katasztrofat” okoz a sejtekben (109).

Tobb potencidlis lipidanyagcserében érintett target vizsgélata zajlik. Az exogén
zsirsavfelvétel gatlasaban a CD36 igéretes célpont (110), de az SREBP-1 transzkripcios
faktor mint kdzponti szabalyozo gatlasa nem jart eredménnyel (111). A FASN-nek tobb
inhibitora (C75, cerulenin, orlisztat) preklinikai vizsgalatokban bizonyitotta
tumorndvekedést gatlo hatasat, de egyes esetekben parhuzamosan a sejtek attétképzésével
Osszefiiggd sajatossagai jelentek meg €s a metasztazisképzeés fokozodott a kezelésekben
(112, 113). Az ACLY aktivitasat gatlo inhibitorok is elérhetdek, azonban ezeknek egyéb
off-target hatasai nehezitik jovobeli felhasznalasukat (114). Igéretes, a B-oxidacio (115)
elsd sebességmeghatarozo 1épésében szerepet jatszo CPT1A-gatld etomoxir varhato
hatasa, mert mellékhatas profilja kedvezébb (116).

Az autofigia tumorsejtek tulélését befolyasold hatasai egyre nagyobb figyelmet
kapnak. Nem véletlen, hogy az autofagiat indukalo és gatlo kezelGszerek hatasanak
vizsgalata is egyre tobb tanulmanyban jelenik meg, pl. a jol ismert autofagiagatld és

malariaellenes chloroquine kemoterapias kombinacioi (117).
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A metabolikus gatlészerek kombinalasa a hagyomanyos kezelésekkel (akéar kemo-,
akar sugar- vagy célzott terapias kezelések) vagy akar tobb metabolikus inhibitor
kombinalt hatdsanak vizsgalata segitheti terapia rezisztencia attorését. Olyan, mar
torzskonyvezett protokollokat is ismeriink, ahol a hatds hatterében a metabolikus
adaptacio (118, 119) az egyik target. Bizonyos eredmények alatamasztjak, hogy az
OXPHOS fokozddasa dsszefligg a terapia rezisztenciadval, illetve, egyes tumorsejtek
érzékenyithetdk zsirsavoxidacio, OXPHOS és/vagy mitokondrialis fehérjeszintézist gatlo
kezeléssel (120). Tobb anyagcsere-utvonal egylittes gatlasa pl. a metformin vagy
phenformin glikolizisgatlé kombinacidja akar nem vart sikereket is hozhatnak. Mindezek
felhivjak a figyelmet a metabolikus karakterizalas jelentdségére és a metabolikus

gatloszerek lehetséges alkalmazasara a jovoben.

1.2 mTOR jeatviteli utvonal szerepe a daganatok anyagcseréjében

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) kinaz mint jelatviteli halozati csomopont
Osszegezve a sejt allapotardl €s kornyezetérdl érkezo informacidkat (sejtek energia-, és
tapanyag-ellatottsagat, a novekedési és kornyezeti faktor receptorok utvonalainak
aktivitasat), a sejt aktudlis allapotdnak megfelelden szabdlyozza a sejtproliferacio, a
fehérjeszintézis és a tulélés folyamatait. A kindz szerkezete evolucidsan konzervalt,
eddigi ismereteink szerint a legtobb eukariotaban két eltéré proteinkomplexben lehet
jelen, ezek az mTORCI1 és az mTORC2. A jol ismert mTOR szabalyozott funkciok
mellett a komplexek szerepe anabolikus, illetve katabolikus folyamatokban, a tapanyag
felhalmozasban, az autofdgidban és a sejtanyagcsere egyensulyanak fenntartasaban is

egyre jobban jellemzett (7. dbra).
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7. abra. Az mTORCI1 és C2 komplexek legjobban ismert szabalyozé hatasai. A két

crer

aktivitasukat befolyasol6 tényezok. ((121) alapjan)

1.2.1 Az mTOR kinaz és komplexei: mMTORC1 és mMTORC2

Az mTOR kinaz funkcidinak, szabdlyozasi szerepének megértését és vizsgalatat
egyarant neheziti, hogy két komplexe kozott strukturalis, funkcionalis €s inhibitorokkal
szembeni érzékenység kiilonbségek is vannak; jelenlegi gatloiknak specifikussaga nem
egyértelmil, valdszintileg a két komplex egymast befolyasold hatdsai miatt. Az mTOR
funkci6 zavarainak jelentdségét alatdmasztja, hogy a jelatviteli haldzat kozponti részeként
a komplexek tobb olyan fehérjével és jelatviteli ttvonallal is kapcsolatban allnak,
amelyeknek mutacioi (pl. PI3K, TSC1/2, PTEN stb.) és nem megfeleld miikodése gyakori
daganatokban, illetve egyéb korfolyamatokban (121).

Az mTOR génrdl (I-es kromoszoma) atirdédo 289 kDa mTOR szerin/treonin kinaz
kozponti eleme a két eltérd szerkezetli, szerepli és inhibitor érzékenységli mTORCI és

C2 komplexnek (122).
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8. abra. Az mTOR fehérje doménjei és alegységei. Az mTORCI1 (A;) és C2 (B;)
komplex alegységei és szabalyoz6i (mTORC1 - mTOR kindz, RAPTOR, mLSTS,
FKBP12, DEPTOR, PRAS40,; mTORC2 - mTOR kinaz, RICTOR, mLSTS, mSINI,
PROTOR1/2, DEPTOR) ¢és az mTOR kinaz fehérje domén szerkezete (narancssarga)
(HEAT: Huntington, elongacids faktor 3, PR65/A; FAT: FRAP, ATM, TRRAP; FRB:
FKBP12-rapamycin-kot6; FATC: FRAP-ATM-TRRAP-C-terminal). ((121) alapjan)

Az mTOR fehérjét (8. abra) jellegzetes HEAT-ismétlodések, FAT (FRAP, ATM és
TRRAP), KD (kinaz domén), FRB (FKBP12-rapamycin kotd) és a FATC (FAT C-vég)
domének (122, 123) alkotjak. Az mTORCI1 és C2 komplex tovabbi kdzos elemének az
mLST8-nak a komplexek stabilitasaban van szerepe (124-126), mig kozds negativ
regulatora a komplexnek a DEPTOR fehérje (127). A RAPTOR az mTORC1
karakterisztikus vazfehérjéje (128, 129), az mTORCI1 komplex végleges, specialis
szerkezetének kialakitasaban van szerepe. Biztositja, hogy az mTOR kinaz fehérje FRB
régioja az FKBP12, illetve FKBP12-rapamycin szdmara hozzaférhetd legyen. A
RAPTOR segiti annak a szerkezetnek a kialakuldsat is, ami megfeleld térbeli helyzetbe
hozza az mTOR kinaz domént és célfehérjék szerin, threonin aminosavait, pl. a PRAS40-
et (40 kDa prolin-gazdag Akt szubsztrat) (127, 130). Az mTORC2 vazfehérjéje a
RAPTOR helyett a RICTOR, egyéb fehérjék még az mTORC2 komplexben: a
PROTORI1/2 ¢és az mSIN1 (122, 131, 132). Az mTORC2-ben az mTOR kinaz FRB
doménje a komplex belsd részében taldlhato, igy az FKBP12-rapamycin nem képes
kotédni az mTORC2 komplexhez, ez teszi ellendllova a rovidtava rapamycin kezeléssel
szemben. Egyes eredmények szerint a hosszutavu rapamycin kezelés indirekt modon
képes gatolni az mTORC2 aktivitasat, az mTORC1 komplex hatasainak mTORC2
komplex funkcidkhoz sziikséges hatdsain keresztiil, de ehhez hosszabb kezelés
szlikséges. Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a C2 komplex elemeinek termeléséhez és

a komplex dsszeszereléséhez mTORCI aktivitas kell (133, 134).
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1.2.2 Az mTOR komplexek aktivitdsanak valtozéasai, daganatbiologiai jellegzetességei

Az mTOR komplexek a jelatviteli haldzat tobb utvonalaval kozvetlen kapcsolatban
allnak (9. abra). Az Rheb és Rag GTP-azok nemcsak aktivaljak (9. abra) (135), de sejten
beliili elhelyezkedését is meghatarozzak az mTORC1-nek. Tapanyag- (aminosavak,
gliik6z) ¢s energiadus kornyezetben az aktivalt Rag heterodimer, a citoplazmébol a
lizoszoma felszinéhez horgonyozza az mTORCI1-et, amit az aktiv Rheb igy aktivalni
képes (136). Az Rheb gatlasaért a novekedési faktor itvonalak szabalyozasa alatt allo
TSC1/2 komplex felel6s (137), GTP-az fehérjeként a Rheb aktiv (GTP-ko6tott) és inkativ
(GDP-kotott) allapota kozotti valtozasokat kontrollalja a novekedési faktorok, PISK/Akt
utvonal aktivitasanak fliggvényében (138). Az Akt foszforilalja, gatolja a TSC2-t (pl.
inzulin hatas, IGF-1-IGFIR szignal), ekkor a TSCI/TSC2 fehérjék elvalnak a
lizoszémalis Rheb-mTORC1 komplext6l, a gatlast megsziintetve (139, 140). Ezen a
ponton szamos mas jelatviteli utvonal is aktivalhatja az mTORCI1-et, pl. a RAS tirozin
kinaz utvonal tagjai (ERK, RSK) (141, 142), a Wnt és a TNF jelatviteli utvonal (143).
Negativ feedback mechanizmus az mTORC1 komplex szabdlyozasaban az mTORCI jol
ismert targetjén, az S6K1 aktivacidjan keresztiil valosul meg. A foszfo-S6K1 foszforilalja
az IRS-1-et, ami gatolja a PI3K-Akt utvonalat (130). Az mTOR kinaz aktivitasat
szabalyozd egyéb hatdsok kozott jol ismert a sejtek gliikoz és ATP szintje, elobbiek
hianya aktivélja a sejt energia szenzorat, az AMPK-t. Az AMPK kozvetleniil a RAPTOR
foszforilalasaval, valamint kdzvetetten a TSC2-n keresztiil gatolja az mTORC1-et (144).
Az aminosavak mennyiségi valtozasai is befolyasoljak az mTORCI aktivitasat, a leucin
¢s az arginin nélkillozhetetlenek hozza (145). A Rag GTP-azok aktivitasanak
szabalyozasaban a GATORI1-GATOR?2 citoplazmatikus aminosav érzékelé komplex,
alacsony aminosavszint esetén hidrolizalja a RagA/B kotott GTP-t, igy géatolva az
mTORCI1 kotését (146). Metionin és  S-adenozilmetionin (SAM) hianya, SAM
szenzorként (SAMTOR) a GATORI1 koétésével gatolja az mTORCI1-et (147). A glutamin
szabalyozd hatdsa még pontosan nem ismert, de az eddig adatok szerint ez a hatas Rag-
fiiggetlen (148).

Hipoxia esetén, az oxigénfiiggd hidroxilazok aktivitdsa azonnal megszlnik,

eredményeként stabilizalodik a HIF 10, ez fokozza a REDDI1 termelést, felszabaditja TSC

30



DOI:10.14753/SE.2020.2419

komplexet, igy gatolva az mTORC1-et (149). Hasonl6 az elébbihez a DNS karosodasok,
sériilések mTORC1 gatlasaban leirt szabalyozé hatasa is. Ebben az ATM-p53 medialt
AMPKS, PTEN ¢és TSC2 fehérje expresszids valtozasoknak jut a legnagyobb szerep (9.
abra) (150).

Az mTORC?2 aktivitasat szabalyozd mechanizmusok az mTORCI1 szabalyozéasanal
kevésbé ismertek, elsddleges szabalyozéi a novekedési faktorok a PI3K utvonalon
keresztiil. Ismert, hogy az mSinl az mTORC2-n beliil inzulin hianyaban gatolja az
mTORC?2 aktivitasat (151). Az mSinl PIP3, a PI3K uatvonal, az inzulin vagy mas
novekedési szignal aktivaciojat kovetéen az mTORC2 és Akt plazmamembran kozeli
athelyezéséért felel, ez ad lehetéséget a kolcsonds foszforilaciora, aktivaciora (152).
Modellkisérletek alapjan ezekben a folyamatokban a kis GTP-azoknak (Racl, Rapl és
Ras) fontos szerepe van, kdtnek az mTORC2-hoz, és ezen keresztiil befolyasoljak a
kemotaxist és a novekedést (153). Kimutattak, pl. hogy az mTORC2-t, az mSin1 hatasara
mar a membrannal aktivalhatja a Ras-t (154). Mivel az mTORCI1 aktivitdsnak negativ
szabalyozdja az IRS gatlason keresztil az mTORCI1-S6K1 (negativ feedback), a
rapamycin mTORCI1 gatl6 hatasa kiiktatva az el6bbi gatlast fokozhatja PI3K/Akt Gtvonal
aktivaciojat ezen keresztiil az mTORC2-t is (155). Az mTORC2-fiiggé folyamatok is
magas energiaigényliek, igy az ATP szint csokkenése az AMPK-n keresztiil negativan
befolyasolja az mTORC?2 aktivitasat is (156).

Az mTOR kinaz aktivitas szabalyozasanak fontos tényezdje az ubiquitin proteaszéma
funkciovesztd mutacidit is Osszefliggésbe hoztak az mTOR hiperaktivitdssal egyes
tumortipusok esetében (157). Az mTOR, a PI3K/Akt/mTOR tengely részeként a
jelatviteli halozatban csomoponti szerepet jatszik, két komplexének szadmos target
fehérjéje, mechanizmusa ismert. A jol ismert onkogén jelatviteli zavarok tobbsége, pl. a
receptor tirozin kindzok koziil az EGFR, FGFR (158) a PIK3CA, RAS, Akt aktivalo
mutacioinak (159) vagy a negativ regulator tumor szupresszorok pl. PTEN vagy (TSC1/2)
funkcidvesztésének szerepe mar jellemzett az mTOR hiperaktivitdsban. Nem véletlen,
hogy az mTOR kinaz jelatvitel a normal szovetekhez képest fokozott aktivitdsu a
daganatok kozel 80%-aban, és ezzel hozzajarul az adott tumor névekedéséhez és a

tumorsejtek tuléléséhez (121).
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9. abra. Az mTORCI1 és C2 komplexek aktivitasat befolyasolo tényezék. Az mTOR
komplexek a jelatviteli halozat kdzponti elemeiként szamos jelatviteli tivonal, fehérje
pozitiv (zold szinnel jelzett) vagy negativ szabalyozo6 (piros szinnel jelzett) hatasa alatt

allnak. A szabalyoz6 folyamatok részletesebben a szovegben szerepelnek ((121) alapjan)

1.2.3 Az mTOR jelatviteli utvonal szerepe sejtfunkciok, elsésorban a metabolikus

folyamatok szabalyozasaban

Az mTOR komplexek szertedgazo jelatviteli kapcsolatai és target fehérjéinek
sokfélesége magyarazza kozponti funkcioit (10. dbra).

Az mTORCI1 célfehérjéi részt vesznek katabolikus és anabolikus folyamatok
szabalyozasaban (fehérje-, zsirsav-, nukleiotid- és ATP-szintézis, ill. az autofagia
gatlasa). Az mTORCI legjobban ismert funkcidja a fehérjeszintézis tdmogatasa az
eukariota iniciacios faktor 4E-ko6té fehérjék (4E-BP-K) és a p70 S6-kinaz 1 (S6K1)
foszforilacion keresztiil. A 4E-BP1 fehérje foszforilacidja megsziinteti a elF4E kotését,
igy a gatlas alol felszabadult inicidcios faktor elindithatja az 5°végrél az mRNS
transzlaciot (160). Az aktivalt S6-kinaz (S6K 1) foszforilalja, aktivalja a riboszomalis S6
fehérjét (S6) (161), az RNS polimeraz 1 és III-t (Pol I/11), felgyorsitja a transzlacio
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sebességét (162). S6K1 a fehérje szintézis folyamataban szabalyozza az mRNS érést is,
aktivalva a SKAR (S6K1 Aly/REF-like target) fehérjét. (163). Elobbi szabalyozasi
halozatnak, az mTORCI1-fliggd fehérje szintetikus apparatus biztositasaban van nagy
jelentdsége, ami szdmos onkogén fehérje szintézisekor sziikséges. Ezzel fligg 6ssze az

mTOR inhibitorok jol ismert proliferacio, tumorndvekedés gatld hatésa is, pl. ciklin D1
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10. abra. Az mTORC1 és C2 komplexek ismertebb a fejezetben targyalt target

fehérjéi és szabalyozo funkcioi.
Az mTOR komplexek a jelatviteli halozat kozponti elemeiként szamos sejtfunkciot
szabalyoznak, segitenek (zold szinnel jelzett) vagy gatolnak (piros szinnel jelzett). A

szabalyoz6 folyamatok részletesebben a szovegben szerepelnek. ((121) alapjan)

Az mTORCI az SREBP1/2 és PPARy transzkripcios faktorok aktivitdsanak
szabalyozasaval vesz részt az ij membranok szintézisét biztositd zsirsav- és lipidfelépitd
folyamatokban. Alacsony szterol szint mellett a SREBP-k az endoplazmatikus retikulum
membranrdl athelyezddnek a sejtmagba, ahol mTORCI aktivitds esetében, az mTOR
kinaz foszforilalja a lipin 1-et, majd a SREBP-k serkentik a de novo lipid és koleszterol
szintézist (165). Az mTORC1-nek a karbamil-foszfo-transzferaz (CAD), illetve a metil-
tetrahidro-folat-reduktaz (MTHFD2) szabalyozasan keresztiili hatasaval a de novo purin
(166) és pirimidin szintézisben is fontos, a sejt novekedési igényeit timogatd szabalyozo

szerepe van (167). Az 1j sejtek keletkezésekor sziikséges makromolekulak szintéziséhez
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azonban rengeteg energidra és szénforrdsra van sziikség. Ezzel Osszefiiggésben az
MTORC1 a glikézanyageserét, glikozfelvételt, gliikozlebontd és a mitokondrialis
folyamatok funkcioit is segiti, pl. serkenti a mitokondriumok keletkezését is (168). A
hipoxias vagy pszeudohipoxias génaktivacio, illetve a prolil hidroxilazok (PHD) gatlasa
fokozza a HIF1a fliggd glikolitikus enzimek atirasat (GLUT1, MCT1, HK2, LDHA). Ez
a glikolizis, els6sorban a Warburg-effektus irdnyéaba tolja az energiatermel6 folyamatokat
(169), szamos makromolekulanak a felépit6 folyamat energiaigényét (NADPH, ATP) és
szénforrasait biztositva a 4E-BP1 transzkripcios aktivitastol fiiggden. Parhuzamosan
glikolitikus enzimek expresszidjanak fokozasa mellett a pentoz-foszfat ut enzimeinek
szintézését is fokozza az mTORCI1 (170).

Bioszintetikus épitdelem- és energiabdség mellett a sejtnek nem kell sajat belsd
anyagait lebontani, az mTORC1 — illetve az mTORC2 is — gatolja a lizoszémak funkcioit
¢és az autofagia folyamatait (171). Foszforilalva transzkripcios faktorokat (transcription
factor EB — TFEB; transcription factor E3- TFE3) a lizoszomalis gének expresszidjat,
illetve az ULK1 és ATGI13 autofagoszoma fehérjéket gatolja az mTOR komplexek
aktivitasa (171). Az mTORCI foszforilalja az UVRAG fehérjét is, ami a Rab7-tel és a
HOPS-szal kontrollalja a korai és késOi autofagia 1épéseit (172). Ismert azonban az is,
hogy az mTORCI1 és az autofagia szabalyozasi kapcsolata a sejtosztodas kozben
megsziinhet. A CDKI1 gatolja az autofagoszémdk képzddését, hogy a magmembran
felbomlasakor megvédje a genomot a lebontasi folyamatoktol (173). Az eddigi
kozlemények alapjan az Akt/mTORC2 szabalyozo szerepérdl az autofagidban még
keveset tudunk, az mTORCI1 és az autofagia szabalyozasi kapcsolata pedig még csak
részben ismert (az mTORCI1 szerepe feltarasra var a teljes és a szelektiv autofagiaban
pl.).

Az mTORC2 harom (RICTOR, mTOR, mLSTS) f6 alkotéelemének kiiitése gatolja a
sejtvaz atépiilését, a kemotaxist €s a migraciot, ezek az eredmények az mTORC2 komplex
szerepét hangsulyozzak a daganatok attétképzésében. Az mTORC2 komplex kiiitése az
elébbi funkcid gatlasok mellett nem csokkenti az S6K1, csak a PKCa foszforilaciojat
(122). igy azonositottik az mTORC2 targetjeként a PKCa-t, ami a sejtvaz atépiilésének
egyik iranyitoja. A jelenlegi adatok alapjan az mTORC2-fiigg6 foszforilacios folyamatok
szabalyozzak a PDK1, SGK1 és az Akt kinaz aktivitasokat is (10. abra) (174-176). Az

Akt fehérje tobb foszforilaciés motivumat elsdsorban a novekedési faktor utvonalakkal
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Osszefiiggd PI3K aktivalja. A Ser473 aminosav foszforilacid, ami az Akt teljesebb
foszforilaltsagi allapotat jelenti és bizonyos funkciokhoz mindenképpen sziikséges,
azonban ez csak mTORC?2 aktivitds mellett torténhet meg (177). Az Akt széleskor
sejtbiologiai, tumorbiologiai hatasa érinti az apoptdzis, a tulélés, a migracidé és az
autofagia szabalyozasat, de funkcidi sejttipustol fliggden is jelentdsen eltérhetnek. A
GSK3b aktivitasdnak fokozasaval gatolja pl. az apoptozist ¢és iranyitja a
gliikkozanyagcserét (176). Lényeges szerepe van még a stresszfaktorok elleni védelemben
a FOXO1/3a transzkripcios faktorok és NAD kinaz (NADK) iranyitasaval (178, 179).
Tovabbi szerepe lehet az mTORCI ¢és mTORC2 komplexek kozotti aktivitds
szabalyozasban is, pl. a TSC2 gatlasaval és az mSin1 foszforilalasaval (180). Ezek alapjan
az mTORC?2 és az Akt kdlcsonds visszacsatolasi mechanizmusokon keresztiil irdnyithatja
a két komplex cellularis helyzetét és aktivitasat (152). Ezt tamasztja ala, hogy az
mTORC2 aktivitdsa sziikséges a FOXO1/3a és nélkiilozhetetlen a TSC2, GSK3b
foszforilaciohoz (125), de az Akt aktivitasa kevésbé sziikséges az mTORC2

aktivalasaban, mint az SGK1.

1.2.4 mTOR jelatviteli utvonal gatlok — klasszikus és 0j generacios inhibitorok

A rapamycint — eredetileg gomba ellenes hatdéanyag — felfedezését koveten a
transzplantacioban immunszupresszans szerként torzskonyvezték (181). Célpontjanak, az
mTOR kinaznak, majd daganatbioldgiai szerepének megismerése utan napjainkban mar
a harmadik generacids gatlok fejlesztése és tesztelése zajlik. Jelenleg nagy dozisban (5
mg/nap) alkalmazzak szarmazékait tumor indikacios teriileteken: AML — temsirolimus;
elérehaladott ~ vese  carcinoma, neuroendokrin  tumorok:  hasnyalmirigy-,
emeésztorendszeri-, tiidodaganatok — everolimus. A rapamycin €s szdrmazékai az mTOR
kindz FRB doménjénhez kapcsolodo FKBP12 fehérjéhez kotnek az mTORCI
komplexben és gatoljak a kinaz aktivitasat (122).

Az elsé generacios mTOR gatld szadrmazékokat a rapaldogokat (1. tablazat.) —
allosztérikus inhibitorok — napjainkban mono- vagy kombinacios terapiaban is hasznaljak
(temsirolimust pl. elérehaladott vesedaganatokban, everolimust pl. rekurrens
Osztrogénreceptor pozitiv ER+/HER2- emlddaganatoknal, egyes neuroendokrin és

hasnyalmirigy tumoroknal) (182-184). A rapaldgok klinikai vizsgalatai azonban nem
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mindig sikeresek, a ridaforolimusnal pl. elmaradtak a vart sikerek lagyrész sarcomakban
(185). A legnagyobb probléma, hogy a rapaldogok az mTORC2 komplexre nem vagy
kevésbé hatnak és a jelatviteli halézatban miikodo visszacsatolasi mechanizmusok miatt,
akar az mTORC2 aktivalodasahoz is vezethetnek. A masodik generaciés mTOR
inhibitorok mar ATP-kompetitiv gatlok, az mTORCI1 és C2 komplexek hatdsait egyarant
célozzak (1. tablazat) (186). A vistusertib tesztelése ennek ellenére sem hozott nagy
sikert, bar még értékelik a fazis I és II tesztek eredményeit (187). Masodik generacios
szerek kozé soroljuk a dual inhibitorokat is, ezek az mTORCI1 ¢s mTORC2 mellett, a
PI3K-t is gatoljak; ebben a csoportban pl. NVP-BEZ235 fazisvizsgalatait nemrég
allitottdk meg. A madasodik generacios mTOR gatlok kozil eddig egyiket sem
torzskonyvezték elsésorban a stilyos toxikus mellékhatasok miatt (186).

Napjainkban a harmadik generacios mTOR gétlok vizsgélatai is folyamatban vannak,
jelenleg a két korabbi inhibitor csoport tagjait és hatdsait probaljak egyesiteni. A
RapaLink-1 elénye a masodik generacios gatlokkal szemben pl., hogy rapalog rezisztens
mTOR kinaz mutans (MTORRZP = mTORS?SY) esetekben is hatasos (188). lgaz a
RapaLink1-nél is felléphet az Akt utvonal feedback aktivacioja, igy Akt gatlokkal (pl.
GDC-0068) kombinalt alkalmazasa is varhat6 a jovoben (189).

Az mTOR gatlok onmagukban nem elég hatdsosak, igy alkalmazasi teriiletiik
kiilonb6z6 receptor tirozin kindz és mas tumorokban hiperaktivalt utvonalak gatléinak
kombinacidjaval varhatd. Tobb klinikai vizsgéalatban tesztelnek kombinaciokat, pl.
emlddaganatokndl trastuzumab (HER2+ ellenes terapiat) mTOR kombinalt (pl.
everolimus, ridaforolimus) kezeléseket (190), a torzskonyvezett aromataz inhibitor
kombinacio mellett (183, 191). A temsirolimus kombinaciokat egyéb szolid tumorok
kezelésében is vizsgaljak tobb, kevesebb sikerrel pl. c-Met inhibitorral (192), VEGF
gatlokkal (193) vagy hagyomanyos kemoterapias szerekkel. Tripla negativ
emlddaganatokban pl. az everolimus carboplatinnal/vinorelbine-nel kombinélva
hatasosnak bizonyult (194, 195), de paclitaxel/ciszplatinnal mar nem (196, 197).
Doxorubucin kombinaciok meglepden jo eredményeket mutattak 14gyrész sarcoméakban
(198) és ALL-ben (199). Az everolimust sikeresen kombinaltak tobb esetben is a
pirimidin analdg 5-flurouracillal eml6- és mas szolid daganatok esetében (200). Olyan
preklinikai vizsgalatok is kezdddtek, ahol az aminosavak szintézisét vagy a

zsirsavszintézist tiamadjak mTOR gatlokkal kombinalva eddigi adatok szerint sikeresen
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(201, 202). A ll-es tipusu cukorbetegség kezelésére hasznalt metformin és az mTOR
inhibitorok kombinaciojaval elkezdddtek a fazis I kisérletek (203). llletve az mTOR
gatlok ¢€s autofagia inhibitorok kombinacioja is megjelenik a lehetséges kombinaciok
kozott és tesztelésiik varhatd a jovoben (204). Az eddigi adatok szerint el6bbi
kombinaciok a rezisztencia problémak attorésében lehetnek sikeresek, de a mellékhatés

profilok és az egyéni érzékenység is befolyasolhatja felhasznalasukat a jovében.

1. tablazat. Jelenleg toborzasi periodusban 1évé PI3K/Akt/mTOR utvonal gatlo fazis

kisérletek (forras: https://clinicaltrials.gov/ct2/home)
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1.3 A vizsgélatainkban tanulmanyozott daganattipusok legfontosabb jellemz6i

Vizsgalatainkban, terapids, valamint mTOR hiperaktivitas szempontjabol is jelentOs,
két tumortipussal: a magas malignitasu, rossz prognozisu gliomakkal és az emld
adenocarcinomak eltéré molekularis szubtipusaival foglalkoztunk. Modellrendszerként is
glioma és emldcarcinoma sejtvonalakkal dolgoztam. A két tumortipus fontosabb

jellegzetességeit foglalom Ossze a kovetkezo fejezetekben.

1.3.1 A gliomak daganatbiologiai jellemzoi

A kozponti idegrendszer rosszindulati daganatainak legnagyobb csoportjat
felnottkorban a gliomak alkotjak, amelyek 0sszefoglalo elnevezése glilis sejt eredetiikre
utal. A glia sejtek a neuronhalézatban az idegsejtek tapanyagellatasaban vesznek részt,
de tamasztd- és vazfunkcidik sem elhanyagolhatok. A mielinhiively alkotdsban az
oligodendrocytak, mig az elpusztult patogének és idegsejtek eltavolitasaban a microglia
sejtek jatszanak fontos szerepet. A gliomak morfologiai tulajdonsagaik alapjan is
eltérnek, megkiilonbdztethetiink astrocytomakat, oligodendrogliomakat és ependyomakat
(205). Ezek a daganatok malignitasukban is mutatnak eltéréseket, a lassan nov6 formak
esetében a betegek tulélése jobb, az invaziv tipusok kezelése azonban oriasi kihivast

jelent.

1.3.1.1 A gliomak osztalyozasa, klinikai jelentdsége, kezelése

Az elmult iddszakban a gliomak genetikai sajatossagait is egyre jobban megismertiik.
A felnéttkori gliomak 80%-at alkotjak az elsésorban a nagyagyban (cerebrum) kialakuld
astrocytomak. Megkiilonboztetjiik a grade I-es tipusu jobban kezelhetd, lassan novo
formékat, amelyek felndttekben alig fordulnak eld. A fiatalkori diffuz low grade (grade
I) astrocytomédk (oligodendrogliomés betegek talélése akar 10-20 év is lehet)
transzformalodhatnak magasabb malignitasu formakba és ilyenkor az atlagos talélés mar
joval rovidebb. A grade III anaplasticus astrocytomdk és a glioblastomék (grade IV)
gyors, agressziv novekedésiik miatt még nehezebben kezelhetéek. A grade IV

glioblastoma multiforme a leggyakoribb elsddleges agytumor, rendkiviil agressziv, igen
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rovid tuléléssel (4tlagosan 15 honap). Az elébbi csoportok molekularis vizsgalatokkal
tovabbi prognosztikai szempontbol is fontos alcsoportra oszthatok (11. abra) (205).

Tobb genetikai valtozast is leirtak a gliomakban. Az izocitrat-dehidrogenaz (IDH)
gének funkcidnyeréses mutacioja grade Il astrocytomdkban és oligodenrogliomakban
gyakran kimutathat6. A mutécio fokozott 2-HG, onkometabolit termeléséhez vezet, ami
epigenetikai és egyéb anyagcsere-valtozasokon — példaul a reaktiv oxigéngyokok
felhalmozddas, illetve a gének metilacios valtozasa, pszeudohipoxias hatasok — keresztiil
segiti a daganatos progressziot. A mutacio — leggyakrabban az R132H IDH1 mutaci6 — a
gliomak kialakulasanak korai szakaszaban jelenik meg (206), a glioblastomak kisebb
szazalékat (kb. 10%), mig a low grade gliomak nagy szazalékat (kb. 80%) jellemzi (207).
Ez a mutacid6 a gliomak 2016-os osztalyozasanak fontos tényezéje (205). A
leggyakrabban el6forduld rosszindulatd, agressziv agydaganatok a primer glioblastomak
(gliomék 50%-a) esetében is fontos, mert jelenléte jobb prognozissal tarsul — a medidn
talélés 13 honaprol 3-15 évre nd (208). Az eleinte jobb prognédzisu IDH mutéans
gliomdkbol a progresszid soran azonban magasabb gradusu szekunder glioblastomdk is
kialakulhatnak, ezekben egyes jelatviteli utvonalak  fokozott  aktivitasa
(PI3K/Akt/mTOR) és bizonyos gének amplifikacioja (MYC, MET, EGFR) is megjelenhet
(209).

Az eldbbi mutaciok mellett megfigyelhetdé még a telomerdz enzim promoterének
mutacidja is egyes glioblastomakban és astrocytoméakban. El6bbi az IDH mutécioval nem
(nagyon ritkan), leginkabb funkcidévesztéses ATRX (kromoszomahoz kapcsolt a-
talasszémia/mentalis retarddcido) mutdcioval tarsulva fordul eld. Az ATRX a
telomerdzhosszabbitds mechanizmusainak gatlasaért felel. Gyakoriak még a p53 és RB
gatlasat eredményezd, illetve az EGFR és mas tirozinkinaz-receptorok expressziojat
fokoz6 mutaciok is. Jellegzetes genetikai modosulas az oligodendrogliomdkban az 1q és
terapidra adott valaszban lehet szerepe. A gliomak egyik sajatos formaja a kozépvonalbeli

glioma, ahol gyakran H3 hiszton pontmutaci6 figyelheté meg (205).
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1p/19q kodelécié H IDH mutans oligodendroglioma WH%%'Iadus
astrocytoma A
ATRX vesztés, WHO gradus

- IDH muténs diffiiz astrocytoma

TP53 mutacio /1T

oligoastrocytoma H

IDH vad diffuz astrocytoma, WHO gradus

bl oligodendroglioma NOS /I
oligodendroglioma -
WHO gradus
. IDH muténs Szekunder glioblastoma v
glioblastoma
IDH vad Primer glioblastoma WHOI\%T s

11. abra. A gliomak osztalyozasa (205). Az IDH1 mutacio jelenléte vagy hianya
astrocytomék és oligodendrogliomdk jelenlegi osztalyozasanak fontos eleme. Az IDH
mutans daganatok tovabbi jellemzdje az 1p/19q kromoszémakarok kodelécidja vagy az
ATRX (X-kromoszoémahoz kapcsolt a-talasszémia/mentalis retardacid) és a P53 mutacio

iS; (NOS: masképp nem csoportosithatd)

crer

a tumortipusa, kiterjedtsége hatarozza meg elsdsorban a kezelési lehetdségeket. A miitét
soran fontos a tumor minél nagyobb részének eltavolitasa, besugarzas esetén pedig a
normdl sejtek minél jobb &llapotdnak megdvasa sztereoataxiaval. A kemoterdpidban
leggyakrabban guanin bazisu alkilalo szert, temozolomidot alkalmaznak (apoptdzis
indukald hatdsa miatt), de néhany esetben procarbazin, ifosfamid és carmustin
alkalmazasara is sor keriilhet (205). A terapias lehetdségek elég korlatozottak, az utobbi
évek fejlesztései (pl. bevacizumab és mTOR gatlo fazisvizsgalatok) ellenére sincsenek
igazi attorések, az agressziv daganatok miatt a betegek rovid talélése mindenképpen 1j

targeteket és kezelési stratégiakat igényel.
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1.3.2 A gliomdk mTOR aktivitdsa és mas anyagcsere valtozas jellemzoi

A glioméakban mas tumorokhoz hasonléan megfigyelheté az mTOR hiperaktivitas, ez
gyakran tarsul a PTEN, TSC2 és GATORI1 mutacidval (210). Igazolhat6 mTORC2
hiperaktivacio is, emellett mTORC2 medidlt Myc overexpressziét, H3K56 promoter
acetilaciot (211), és az Akt tulmiikddését is leirtak. Ezekkel a valtozasokkal egyiitt a
gliomakban — mint metabolikus valtozast — fokozott aerob glikolizist is megfigyeltek. Az
eddigi kozlemények szerint az mTORC?2 aktivitas gatlasaval nemcsak az aerob glikolizis
mértéke, hanem a vizsgélt glioma sejtek a-KG szintje (Rictor KO kisérlet) is csokken
(212). Ezek azt sugalljak, hogy a Warburg-effektus mellett, a glutaminolizis is mMTORC2-
fliggd folyamat a gliomak anyagcseréjében. Az mTORCI1/2 aktivitds a glikolizis és
glutaminolizis szabdlyozasaban is részt vesz, igy fontos terapids célpont lehet a
gliomakban. Szamos in vitro és in vivo kisérlet is bizonyitja a dual (213), a harmadik
generaciés mTOR inhibitorok, az mTORC2 Gsszeszerelodését gatlo kezelések (214) és a
temozolomide kombindciok potencidlis tumorndvekedés gatldo hatdsat IDH1 vad és
mutans glioma sejtekben.

Szamos glikolizisben résztvevd enzim fokozott expressziojat (HK2, PFKP, PDK1,
PKM2, stb.) leirtadk mar glioblastomakban, de ezek koziil eddig a PFKP és a PDK1 tlinnek
a legigéretesebb célpontoknak (215). Korabban tobb faziskisérlet is elindult a
gliikbzanyagcsere gatlasaval, ezek koziil kezdetben a 2-DG igéretes volt, azonban magas
dozisu kezelés sulyos mellékhatasai miatt leallitottak a vizsgalatokat (216). A DCA és
MCT gatlok is hasonldan biztaté eredményeket mutatnak preklinikai vizsgéalatokban
(217). A glioblasztoma sejtek metabolikus plaszticitisa (anyagcserefolyamat
atrendezddési képessége), a glikolitikus folyamatok OXPHOS iranyu atrendezédése
azonban gatat szabhat a glikolizisgatlok hatasanak. A glutaminhasznositasi utvonalak
jelentdsége €s adaptacios szerepe még kevésbé feltart. Ismert, hogy a glutamin TCA
anaplerotikus utjat gatolhatja az IDH1 mutacid, ami gyakori ebben a daganattipusban. Az
IDH1 mutacio kovetkezménye, hogy a-KG-bol 2-HG keletkezik, ennek az
onkometabolitnak keletkezése a glikolizisnek kedvez. A 2-HG epigenetikai hatasai,
illetve az a-KG mas iranyt felhasznalasa az OXPHOS fenotipusnak, a mitokondrialis
folyamatoknak nem kedvez (218). A glutamin-glutamat-o-KG atalakulas, mint alternativ

2-HG szubsztrat utvonal mikodik, ezzel magyarazhato a glutaminazgatlas IDH1 mutans
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sejtekben kimutatott novekedésgatld hatasa. A glutaminhasznositas tobb iranyu
felhasznalasi lehetdsége glioma sejtekben glikolizis gatlaskor vagy gliikoz megvonaskor
(€hezés esetén) vagy akar mTOR gatlo alkalmazasakor a glutamin anaplerdzis valtdson
keresztiil segitheti a sejtek alkalmazkodasat, a rezisztencia kialakulasat (219).

Ismert az is, hogy fokozott, az uj sejtek keletkezését tamogatd de novo lipidszintézist
mutatnak a gliomak (220). Ugyanakkor a glioma sejtek a mikrokornyezetbdl exogén
lipideket is képesek felvenni, lebontani és hasznositani a mitokondriumban B-oxidacioval
(221). Nem szabad megfeledkezni mas szénforrasokrol sem, az acetat pl. daganatok
esetében az ACSS2 expresszid tdmogatasa mellett szintén hasznosithatd szénforras a
sejtek szamara. Irodalmi adatok szerint az ACSS2 expresszi6 fokozodasa jellemzo az agyi
metasztatikus daganatokra és az agydaganatokra is (222). Osszefoglalva, a gliomakban a
glikolizis fokozott, a glioma sejtek azonban képesek glutamin-, zsirsavak- ¢&s
acetatfelhasznalasra is, ami nagyfokt metabolikus alkalmazkod6 képességet (109) és
tovabbi adaptacidos mechanizmusokat (pl. autofagia) jelent. A kemoterapia rezisztens
sejtek tulélését ezek Osszessége és valtozdsaik is segitik, amit figyelembe kell venni a

jovébeni terapias fejlesztésekben (223).

1.4 Az emlddaganatok daganatbiologiai jellemz6i

Az emlddaganatok kezelése sokat valtozott és fejlodott az elmult években. A célzott
hormonkezelések mellett, (1j timadéaspontt kindz és immunellendrzépont-gatlok javitjak
az eredményeket — az utdbbi 30 évben az atlagos varhat6 tulélés 20 honappal, a teljes
tulélés 15%-kal javult. A rossz prognozisu, terapiarezisztens emlddaganatok kezelése
azonban tovabbi fejlesztéseket €s erdfeszitéseket kivan, mivel az emlddaganatok
eléfordulasa — ezen beliil a fiatalkori emlddaganatok ardnya — nem csokkent az elmult

id6szakban.

1.4.1 Az emlddaganatok osztalyozasa, jellegzetességei, kezelése
Malignus daganatok kozott masodik leggyakrabban eléforduld daganattipus ndékben

az emlddaganat. A statisztikak szerint a vilag vezetd orszagaiban 90 éves koraig minden

nyolcadik n6t érint az emldrak megjelenése, az esetek kozel 95%-a pedig adenocarcinoma
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(224). Klinikai szempontbdl a hormonreceptor (HR) expresszio — Osztrogén- (ER) és
progeszteronreceptor (PR) — és a human epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2)
expresszid alapjan terapias ¢és prognosztikai szempontbol harom {6 csoport
kiilonboztethetd meg: HR-pozitiv (HER2-negativ, kb. 70%), HER2-pozitiv (ER-negativ
vagy pozitiv 10-20%) és tripla negativ (ER-, PR-, HER2-negativ 10-20%) eml6édaganatok
csoportjai. A csoportokon beliil tovabbi altipusokat lehet elkiiloniteni, egyéb patoldgiai
¢s attétképzo tulajdonsagok alapjan. Egy masik osztalyozasi rendszer négy f6 molekularis
altipust kiilonit el génexpresszids profil kiilonbségek alapjan. A négy f6 csoport:
luminalis A (LumA) , luminalis B (LumB), HER2-pozitiv (HER2+) és bazalis tipus. A
LumA csoportba tartoznak az ER-pozitiv, HER2-negativ alacsonyabb gradust tumorok.
A LumB tumorokra jellemzd a magasabb gradus, HR-pozitivak, viszont lehet HER2-
pozitivitdsuk is. A HER2-pozitiv altipusba tartoz6é tumorok HR-negativak, viszont a
sejtekben HER2-overexpresszio figyelheté meg. A tripla negativ (TN) tumorok 95%-
aban el6forduld bazalis tipusu daganatokra az ER- és HER2-negativitds mellett a
bazalisan elhelyezkedd myoepitelsejtekre hasonlitd génexpresszids profil jellemzd

(12.4bra) (225).

~10-15% Molekularis szubtipus ER/PR HER2
~ TNBC
| HER2+

Luminalis A +

~15-20% Bl +
\ Luminalis B
B2 + +
,,HER2-enriched” - +
TNBC

12. abra Az emlédaganatok molekularis osztalyozasa és a szubtipusok eléfordulasi

gyakorisaga ((225) alapjan).

Az emlédaganatok kialakulasat szamos kockazati tényez6 befolyasolhatja. A 40 évnél
fiatalabbak mindossze 5%-a érintett, mig ez a szam az 50 évnél idésebbek korében mar
75% (226). Eletmodbeli és reproduktivitasi kiilonbségek is modositjak a gyakorisagot,
kockézati tényezok pl. az elhizés, az alkoholfogyasztas vagy a kiillonb6z6 hormonp6tld
kezelések (ER-pozitiv tumorok kialakuldsdnak kockazatat noveli elsdsorban). A

kialakul6 driver mutaciok hatdsaként egyes genetikai eltérések és hormonalis tényezdk is
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crer

eltérések alapjan velesziiletett és szerzett mutdcidkat kiilonboztethetiink meg. Az
emlddaganatokkal 0Osszefliggésbe hozhatdo fobb csiravonalbeli mutdciok a genom
stabilitasat szabalyozzak vagy a novekedési Utvonalak irdnyitdsdban szerepet jatszo
gének. A BRCA1/2 a DNS-karosodas javitasaért felelds, tipikus tumorszupresszor gének,
mindkét allél inaktivitalasa vagy hibdja sziikséges a daganat kialakulasahoz. BRCA1/2
mutacidt hordoz6 nékben 70 éves kor el6tt szinte 100%-ban megjelenik a tumor, mig
0rokl6dé mutaciot nem hordozok esetében ennek esélye csak 12% (226). A BRCA1L
mutacidk a TN, mig a BRCA2 mutéciok az ER-pozitiv tumorokban jellemzdobbek. Egyéb
6roklédd tumorszupresszor mutaciok emldcarcinomakban a P53 és PTEN géneket
érintik. A familidris érintettségli gének koziil tobb a sporadikus emlddaganatok
kialakuldséban is részt vehet. Az ER-pozitiv és HER-pozitiv daganatokban a PI3K/Akt,
a TN és HER2+ tumorokban a P53, mig a tripla negativ emldrakok 20%-aban a BRCAL
gén szomatikus mutacioi is szerepet jatszanak az emldcarcinomak kialakulasaban (227).
A kezelés szempontjabdl fontos genetikai valtozas a HER2 gén amplifikacio. A HER2
tirozin kinaz-receptor a PI3K/Akt és Ras Gtvonalakkal all kapcsolatban, serkenti a sejtek
osztodasat és gatolja az apoptozist. A HER2-t overexpresszalo daganatok célzott terapiaja
jelentds javulast hozott a betegek kezelésében, ez az altipus azonban a tumorsejtek magas
osztodasi rataja miatt még mindig rossz prognozisu. A hormonhatasoknak, elsésorban az
Osztrogén, tovabbi fontos szerepe van a tumorok kialakulasaban/progresszidjaban. A
hormon receptoran (ER) keresztiil, tobbek kozott fokozza a transzformald novekedési
faktor a (TGFa), a vérlemezke-eredetli novekedési faktor (PDGF) és a fibroblaszt
novekedési faktor (FGF) termelését, amelyek segitik a tumor novekedését (226).

Az eml6tumorok patomorfologiai jellemzésében és klinikai viselkedésében fontos
szempont a tumorsejtek és bazalis membran egymashoz viszonyitott elhelyezkedése (13.
abra). A bazalis membranon beliil maradé tumorok az in situ carcinomak, mig a
membrant attdréket az invaziv carcinomaknak nevezziikk. A non-invaziv in Situ
carcinomak tovabbi két tipusa: a ductalis (DCIS) és lobularis (LCIS) in situ carcinomak
(225). Gyakran nekrozis és kalcifikacio jelenik meg a DCIS carcinomakban, ami
felismerésiiket segiti a mammografids vizsgalat soran. Sebészi eltavolitdssal és
radioterapia utdn ER-pozitiv DCIS esetében anti-Osztrogén terapiat alkalmaznak (2.

tablazat) (225). E16bbi kezelés mellett 97%-o0s hosszatavu talélés érhetd el, anti-6sztrogén
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kezelés nélkiil viszont az esetek harmadaban kiujulhat és invaziv carcinomava alakulhat
a betegség. Az LCIS carcinomaban nagyon ritkédn alakul ki meszesedés, ezért gyakran
csak akkor ismerik fel, amikor mar invaziv. Ilyen esetekben az ER-pozitiv tumoroknal
tamoxifen neoadjuvans kezelést kovetden klinikai és radioldgiai utankovetés vagy
kétoldali mastectomia javasolt (225). Az invaziv carcinomaknak — az eml6daganatok 70-
80%-a ebbe csoportba tartozik — is tobb alcsoportjat kiilonboztetik meg. Talnyomod
tobbségiik (50-65%) ER-pozitiv, 15%-uk HER2-pozitiv, mig 15% TN altipusba tartozik.
Az emldédaganatok 10-15%-at alkotjak az altalaban LCIS-hez tarsul6 invaziv lobularis
carcinomak, amelyek tobbsége HR-pozitiv (ritkin HER2-pozitiv). Leginkédbb a
csontvel6be, ovariumokba, uterusba, majba és a kozponti idegrendszerbe adnak attétet. A
két leggyakoribb szdvettani altipuson kiviil 10% alatti gyakorisaggal tovabbi ritkabb
szubtipusok is el6fordulhatnak (226, 228).

Ductalis carcinoma in situ

(DCIS)
nem invaziv Lobularis carcinoma in situ

(LCIS)

Emlécarcinoma Invaziv ductalis carcinoma

Invaziv lobularis carcinoma

Medullaris carcinoma

Colloid carcinoma

Tubularis carcinoma

13. abra. Az emlédaganatok patomorfologiai csoportositasa ((225) alapjan).

A szoveti differenciacio fokanak (grade I-III) meghatarozasa alapjan low-grade
(grade I) és high-grade (grade 1) elkiilonités elsdsorban az osztodas, a tubulusképzés, a
sejtmag mérete és alakja alapjan torténik. A primer emldcarcinomdk mérete fontos
klinikai, prognosztikai tényezd. Leggyakrabban 2-3 cm-es daganatok keriilnek
felismerésre, ilyenkor a kozeli nyirokcsomok a betegek felében érintettek (ezek ~20%-a
in situ carcinoma) (225). Mivel azonban a molekularis és morfoldgiai tulajdonsagok,

valamint a stadium is jelentdsen befolyasolja a betegség kimenetelét a tumorok szdvettani
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megjelenése, proliferacidos aktivitdsa, grade, hormonreceptor-expresszid, HER2-
expresszio alapjan torténik a bioldgiai tipus meghatarozasa. Az egyik legfontosabb
prognosztikai szempontb6l a tumorstadium meghatarozas (TNM): fligg a tumor méretétol
(T), a kornyez6 nyirokcsomok érintettségétdl (N) €s a tavoli metasztazisok jelenlététol
(M). A regionalis nyirokcsomok érintettségét a sentinel (6rszem) nyirokcsomokban
vizsgaljak, nyirokcsomoattét megléte, hianya szintén fontos prognosztikai faktor, hasonlo
jelentésége van a tavoli metasztazis meglétének vagy hianyanak is, ami az esetek 5%-ban
mutathato ki. A korjoslat meghatarozasaban a Nottingham Prognosztikus Index szintén
kiemelt fontossagu, meghatarozasa a tumorméret, a grade és az érintett nyirokcsomok
szama alapjan torténik (229).

Az emlddaganatok onkoterdpidja a sebészi, sugar- és gyodgyszeres kezelés hdrom
pillérén alapul. A sebészi terapia tervezése a stadium ismeretében torténik, az eltavolitott
emléallomany mennyiségétdl fliggden a lumpectomiatdl a radikalis emldeltavolitasig
terjedhet. Elobbihez gyakran tarsul a honalji nyirokcsomok eltavolitasa, ami érintheti az
Orszem nyirokcsomét vagy akar a teljes axillaris nyirokcsom6 blokkot is (230).
Leggyakrabban emldmegtartdé miitétet kdvetden, a helyi kitjjulds megeldzése érdekében
a mutéti felépiilés utdn sugarkezelést, kemoterapiaval is kiegészitve alkalmaznak. A
sugar- és kemoterapia kombindciojanak nemcsak a korai invaziv emlédaganatok, hanem
a lokoregionalisan eldrehaladott tumorok €s a tavoli attétek kezelésében is fontos szerepe
van (230, 231).

Az emlddaganatok gyodgyszeres kezelésében a hagyomanyos kemoterapids
készitményeken (pl. taxanok, antraciklinek) mellett a HER2-ellenes célzott kezelés és a
hormonterapia kiemelt fontossagli. A gyodgyszeres kezelés korai invaziv emlddaganatok
esetén (I, IIA stddium) adjuvans formaban, mig lokoregionalisan eldrehaladott betegség
(ITb, TIT stadium) esetén primer szisztémas kezelés formajaban javasolt. Az n. ,,Allred
score” alapjan meghatarozott hormonreceptor-pozitivitas, mely kombinélja a tumorsejt
pozitvitds intenzitasat €s a pozitiv tumorsejtek gyakorisagat, esetén hormonterapia
alkalmazhat6: premenopausdban elsésorban GnRH-analogokat (pl. goserelin) és
antiosztrogén (tamoxifen) kezelést, postmenopausdban aromataz-gatlokat (pl. letrozol,
ill. exemestan) adnak. HER2-amplifikacio6 jelenlétekor a kemoterapias kezelés HER2-
ellenes antitesttel (trastuzumab, ill. pertuzumab) egészitheté ki az adjuvans és

neoadjuvans kezelés soran egyarant (231, 232).
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Az utdbbi években a célzott terapidk kozott uj irdnyok is megjelentek, amelyek
elésorban az eldrehaladott, tavoli metasztazist adé emlédaganatok kezelését érintik (2.
tablazat). Az FDA az utdobbi években hormonreceptor-pozitiv, HER2-negativ
daganatokban a CDK4/6 inhibitorokat (abemaciclib, palbociclib, ill. ribociclib), HER2-
negativ daganatok esetén a PARP-gatlokat (olaparib, ill. talazoparib), HER2-pozitiv
daganatok esetén pedig a HER2 antitest-citotoxikus szer konjugatum trastuzumab-
emtansine-t hagyta jova a terapiaban (232). Az immunterapias készitmények alkalmazasa
szintén egyre nagyobb teret nyer, az emlddaganatok kezelésében elséként (2019
marciusaban) az IMpassion130 vizsgalat eredményei alapjan a PD-L1 gatlo atezolizumab
keriilt elfogadasra kemoterapiaval kombinacioban, PD-L1-pozitiv elérehaladott tripla

A korai felismerés jelentdségét kiemeli, hogy 95%-0S 5 éves tulélés jellemz6 az in
situ carcinomak 0. stadiumban felismert daganatok esetében. Az I-es stadiumu
nyirokcsomo érintettség nélkiili kisméretii tumoroknal a 10 éves tulélés ~86%, nagyobb
(I1-es stadium) nyirokcsomoattétes esetekben ez mar csak ~71%, mig elérehaladott I11-as
stddiumba sorolhato eseteknél minddssze 54%. A IV-es stddiumba tartoz6 tumorok mar
tavoli metasztazisokat képz6 daganatok, ahol a 15 éves tilélés mindossze 11% (234). A
leggyakrabban metasztazis érintett szervek altipusonként valtoznak: a HR-pozitiv esetek
inkabb a csontba, mig a HER2-pozitiv és tripla negativ emlédaganatok az agyba adnak
gyakrabban attétet. A lll-as és IV-es stddiumt emlddaganatos betegek szubtipusok
szerinti 10 éves tulélésében kisebbek a kiilonbségek (234). Az 5 éves tulélés ugyan az
ER-pozitiv csoportban kedvezObb, mint az ER-negativ esetekben, de az ER-pozitiv
esetekben 1ddvel terapia rezisztencia alakul ki, mig az ER-negativ kemoterapiara jol
reagald esetekben nagyobb az esély akar hosszabb talélésre. Napjainkban a kezeléseknek
koszonhetéen az ER+/HER2- emlédaganatos betegek 80%-a tuléli az els6 5 éves
periodust ¢s HER2-pozitiv emlddaganatos betegek kilatasai is sokat javultak a
hatékonyabb ¢€s kevésbé toxikus mellékhatassal jard célzott terapidknak kdszonhetden.
Az elmult iddszakban keriiltek/keriilnek bevezetésre 1j immunellenérzépont-gatld
kezelések, amelyek a rossz prognozisu tripla negativ emlédaganatos betegek talélését is
javithatjak a jovOben (226, 228). A cél Gjabb célzott terapiak fejlesztése, amelyek a
PI3K/Akt jelatviteli utvonalak hiperaktivitasara és pl. a BRCA mutans daganatokra
hatnak (226, 228).
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2. Tablazat. Az emlodaganatok szisztémas terapiaja ((232) alapjan).

EndoKrin terapia

Stage Ovarium szupresszio tipusa és Kemoterapia
idétartama
Tlab i AI(;aégV}; t)am )
Stage 1 g
Tlc - Al vagy tam (5évig) Egyéni
megfontolas

Igen és Al/tam, ha Al el6szor alapjan:

Nyirokcsomo negativ indokolt (tumorméret, tumorméret, N

Stage 2 kor <35, grade) K1terjfasztett te¥ap1a, S’téT.'U,SZ,
5 év tam utan Altipus, LVI,
Al alapt grade, proliferacio,
Nyirokcsomo pozitiv Tgen és Al/tam HR expresszio,
Kiterjesztett terapia stb.
Al alapu
Stage 3 Igen és Al/tam igen

Kiterjesztett terapia

Jelmagyarazat: Al: aromataz inhibitor; tam: tamoxifen; LVI: lymphovaszkularis invazio; HR: hormon receptor

Stage Tumor altipus kezelés szerint
HER2+ TNBC
Tla TH Kemoterapia
Stage 1
(4ltaldban adjuvans) T1b TH TC
Tlc TH AC/T
ACTH (=P)
. vagy
Stage 2 €5 3 TCH (+P) ACT
(elsésorban -
neoadjuvans) vagy * platinum
Nerstinib ER+/HER2+,
N2 tumoroknal (-P)
Rezidualis invaziv
tumor szisztémas Trastuzumab emtansine capecitabine
kezelés utan

Jelmagyarazat: N2: 4+ pozitiv nyirokcsomo; *: BRCA1/2 mutacié esetén adhato; H: trastuzumab;
P: pertuzumab; A: antraciklin kemoterapia; C: ciklofoszfamid kemoterapia; T: taxdn kemoterapia

1.4.2 Az emlddaganatok és metabolikus jellemzdi

Diagnéziskor az emlddaganatok jellemzését és a terapias dontések meghozatalat
szoveti heterogenitasukat is tiikr6zo tobb osztalyozasi rendszer segiti. A korabbi részben
bemutatott legfontosabb csoportositasok elsdsorban morfologia (pl. duktalis, lobuldris,
invaziv vagy in situ), receptor kifejezodés/hiany (8sztrogén, progeszteron, HER2), illetve
molekularis sajatsagokat (luminalis-Szer(i, bazalis-szerti, és alacsony klaudinszinti)

vesznek figyelembe. Az emlédaganatok anyagcsere-utvonalainak vizsgalata alapjan is
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megfigyelhetok altipusoktol fiiggd és fliggetlen jellegzetességek, de ezen eredmények
rendszerezése ¢és az emlddaganatok metabolikus szubtipusok szerinti osztalyozéasa eddig
még nem ismert. Elképzelhetd, hogy az anyagcserevaltozasok feltérképezése utan az
emldédaganatok metabolikus jellemzése is segiti majd 0j terapias célpontok és protokollok
kialakitasaban, a terapia hatékonysaganak monitorozasaban. A kdvetkezokben a

leggyakoribb tipusok ismertebb metabolikus jellemzdit foglaltam 6ssze.

1.4.2.1 Hormonreceptor pozitiv emlddaganatok metabolikus valtozasai

A diagnosztizalt emlddaganatok 70%-a ER+ (235). Egyes adatok alapjan az ER+
emlédaganatokban fontos szerepe van a metabolikus szimbiozisnak és a reverz Warburg-
effektusnak (236). A tumorsejtek jelentés OXPHOS aktivitassal jellemezhetdk,
kornyezetiikbdl hasznositjdk a stromalis hipoxids fibroblasztok altalt termelt laktatot,
ennek megfeleléen van MCT1 és LDHB expressziojuk is (237). Mas adatok szerint
tovabbi metabolikus atrendezddések is megjelenhetnek a luminalis daganatok egy
részében. A vizsgalatokban leirt jelentds glutamindz, és glutation-szintaz (GS) mennyiség
a glutaminhasznositasra és a redoxi egyensuly kiegyensulyozottsagara hivjak fel a
figyelmet (238, 239).

Gyakori, hogy az ER+ daganatos betegben endokrin terapia rezisztencia alakul ki. Az
ER utvonal befolyasolhatja a glikolizist, a glutaminolizist és az OXPHOS-t szabalyozo
gének expresszidjat (240, 241). Egyes metabolitok, mint a koleszterol is kapcsolatban
allhat a tamoxifen rezisztencia kialakulasaval (242), a mucin 1 transz-membran
glikoprotein mennyiség fokozodasdnak Osszefiiggését mutattdk ki a koleszterol és
zsirsavanyagcserét befolyasold/szabalyozo gének expresszidjanak emelkedésével és a
tamoxifen rezisztenciaval kapcsolatban (243). Elobbiek mellett a nukleotidanyagcsere
valtozasait is megfigyelték a tamoxifen rezisztenciaval parhuzamosan. Ezek alapjan a
ribonukleotid reduktaz M2 (RRM2) szerepet jatszhat az Akt indukalt in vitro és in vivo

tamoxifen rezisztencia kialakulasaban is (244).
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1.4.2.2 HER2+ és tripla negativ emlédaganatok metabolikus valtozasai

A HER2+ emlOddaganatok altalanosan jelentds, a TN emlétumorok pedig a
legmagasabb GLUT1 expresszioval rendelkezd emlddaganatok, amivel parhuzamosan
fokozott az LDHA és MCT1 expresszio is megfigelheté mindkét csoportban (245). A
fokozott aerob glikolitikus aktivitast, a kialakuld Warburg fenotipust (hattérben c-MYC
as EGFR expresszié fokozodasokat) az agresszivitassal is Osszefiiggésbe hozzdk a
legtobb kozleményben (246). Ez a magas glikolitikus, Warburg aktivitds megfigyelhetd
in vitro és in vivo modellekben is. Az emelkedett gliikozfelvétel HER2+ daganatokban
tamogatja a zsirsavszintézist és ez az mTORC2-fiiggd ATP-citrat-lidz aktivitassal is
Osszefliggésben lehet. A HER2+ tumorokra inkdbb a zsirsavak eldallitdsa, mig a TN
tumorokra a fokozott lipidfelvétel jellemz6 az eddigi eredmények szerint (247). Meglepd,
hogy egyes kozlemények a hosszi szénldncu zsirsavak mitokondridlis transzportjat
biztosito CPT1A expresszio fokozodasat s a zsirsavak oxidacios folyamatait, mig masok
a zsirsavszintézissel 0sszefliggd enzimek fokozott expresszidjat hangsiulyozzak tripla
negativ emlédaganatokban (248, 249). A HER2+ tumorokban magas glicin és alanin
szintet és fokozott glutaminfelvételt irtak le (247). A HER2+ és tripla negativ
emlddaganatokban is megfigyelheté c-Myc expresszio fokozodasa, ami fokozza a
glutamin transzporterek, a mitokondridlis glutamindz expresszidjat, segiti a glutation
szintézist a sejtekben (250). A szoveti vizsgalatok az emlddaganatok glutaminaz
expresszidjaval kapcsolatban ellentmondéasosak, nem lehet egyértelmiien bizonyos

altipusokhoz kotni a glutaminhasznositast (239, 251).

1.4.2.3 Metabolikus gatlok az emlédaganatok kezelésében

Az emlddaganatokban antimetabolikus kezelések kozé tartozhatnak egyes a
nukleotidanyagcserét gatld kemoterapias kezelések is (pl. 5-fluroacil, metotrexat), de
azokat a kezeléseket tekintjiik jelenleg metabolizmus gatld kezeléseknek, amelyek a
sejtek bioenergetikai folyamatait, tdpanyag- és energiaigényeinek kiszolgalasat gatlo
hatastiak.

A jelenlegi terapias kezelések koziil az egyes célzott kezeléseknek ismertek a sejtek

anyagcsere-valtozasait érintd hatdsai. A trastuzumab kezelés csokkenti a gliikozfelvételt
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¢s a laktat leadast, a Warburg-effektus intenzitasat (252), illetve a lapatinib, tirozin kinaz
gatlo a GLUT1 és GLUTH4 transzporterek kifejezddését. Ezek az aerob glikolizist gatld
indirekt hatasok 0sszefiiggenek a glikolizis gatlok (GLUT1 inhibitor, HK2 csendesitések
vagy 3BP kezelések) esetében is megfigyelt in vitro emlétumor névekedés gatlo
hatasokkal (253-255).

A glutaminaz inhibitorok is csokkentik a tripla negativ sejtvonalak in vitro és in vivo
novekedését és parhuzamosan csokkentik a glutation szintet (239). A glutaminaz inhibitor
érzékenység azonban elérhetd, mas bioenergetikai forrdsok pl. piruvat esetén
felfliggeszthetd, igy a ,metabolikus adapticios mechanizmusok” jelentdsen
csokkenthetik hatasat in vivo (87). Elébbihez hasonléan mas aminosavak, pl. a szerin
bioszintézis gatldsa is lehet a kemoterdpia szenzitizalds eszkdze egyes tripla negativ
sejtvonalakban  (256). Zsirsavanyagcsere gatlassal (pl. FASN gatlas) eddig
tumortipusfiiggd és ellentmondd eredményeket kozoltek. (257). A B-oxidacio gatlok
sugarterapia rezisztens esetekben azonban nyujthatnak 0 lehet6ségeket (258).

A metformin (2-es tipusu diabétesz kezelése) Osszetett antimetabolikus hatasait
szamos szolid, igy eml6tumorokban is tesztelik jelenleg (259). A metformin a
mitokondrialis elektron transzportlanc 1-es komplexének inhibitora, negativan hat a
bizonyos antibiotikumok, igy pl. a doxycycline off-target tumorndvekedést csokkentd
hatasat is leirtdk mar daganatokban. A doxycycline emlétumorokban, egyes klinikai
vizsgalatokban is mutat pozitiv eredményeket (100).

A metabolikus gatloszer kezelések onmagukban nem, de a jelenlegi terdpiak
kiegészitéseként segithetik a terapias fejlesztéseket. A megfeleld6 kombinaciok
kialakitasahoz a daganatok anyagcsere-folyamatainak megértéséhez azonban nemcsak az
adott tumorszdvetek metabolikus tulajdonsagainak, hanem adott terdpias kezelések
metabolikus hatasainak és a daganatszovet kompenzacios mechanizmusainak

megismerése, jellemzése is sziikséges.
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2 Célkitiuzések

Munkdmban human gliomak és eml6 daganatok mTOR aktivitdsanak és metabolikus

folyamatainak jellemzését, valamint glioma és emlécarcinoma sejtvonalak mTOR

gatlokkal és egyes metabolikus tdamadasponti hatéanyagokkal szembeni érzékenységét

vizsgaltam. Céljaim a kovetkezdek voltak:

Human glioma szovetek ¢€s sejtvonalak vizsgalata:

Human gliomas esetek biopszias mintaiban jellemezni az mTOR aktivitas ¢€s
egyes metabolikus enzimfehérjék mennyiségi valtozasait

IDH1 vad és mutans glioma sejtvonalakban hasonlé fehérje expresszio jellemzés,
¢s az intracellularis metabolit koncentraci6 kiilonbségek vizsgalata.

Az mTOR aktivitasi és metabolikus jellemzdk Osszehasonlitdsa a sejtvonalak
mTOR inhibitor, temozolomide €s metabolikus gatldszer érzékenységével.
mTOR gatlok, mds anyagcsere gatlo kezelések, illetve temozolomide

kombinacios kezelések in vitro hatasanak vizsgalata glioma sejtekben

Human emlddaganat szdvetek €s sejtvonalak vizsgalata:

Kiilonb6z6 szubtipust human emlddaganat sejtvonalak mTOR aktivitdsanak,
metabolikus fehérje expresszid és intracellularis metabolit koncentracio
kiilonbségeinek jellemzése. ElObbiek Osszehasonlitaisa az emlédaganat
sejtvonalak in vitro mTOR inhibitor és metabolikus gatloszer érzékenységével.
Az eldbbi vizsgélatokra alapozva megfeleld6 immunhisztokémiai markerek
kivélasztasa klinikai szovetmintak metabolikus és mTOR aktivités jellemzéséhez
emlddaganatok esetében. mTOR aktivitas és metabolikus jellemzése a kiilonb6z6
emlddaganat szubtipusokat reprezental6 szovetmintak segitségével.

A kapott szoveti jellemzok és a betegek klinikopatologiai adatainak
Osszehasonlitésa statisztikai modszerekkel.

Emlddaganat modellekben mTOR és metabolikus gétloszer kombinaciok

hatasanak vizsgalata in vitro és in vivo.
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3 Anyagok és Mddszerek
3.1  Tumor modellek

3.1.1 Sejt- és szdvettenyésztés, in vitro vizsgalatok

Vizsgalatainkban human sejtvonalakat hasznaltuk: IDH1 vad U87 MG, U373-U MG,
U251 MG ¢és IDH1 mutans U251 MG human high grade glioma sejtvonalak; MCF7,
T47D (LumA); ZR75.1, BT474 (LumB); SKBR3, MDA-MB453 (HER2+); ill. MDA-
MB231, MDA-MB468, BT549, HS578T (TN) emlé adenocarcinoma sejtvonalak. Az
IDH1 vad ¢és mutans sejtvonalpart Dr. William Leenders-t6l (Radboud University
Medical Center, Nijmegen, Hollandia) kaptuk, a tobbi sejtvonal az American Type
Culture Collection (ATCC) sejtbankbol szarmazik. A sejteket 37°C-on, 5% CO>
koncentraci6 mellett tartottuk. A sejtvonalakat RPMI 1640/DMEM high glucose/DMEM
low glucose médiumban (Biotech), 10% fotalis borjisavo (ho inaktivalt FBS, Biotech), 2
mM L-glutamin (Biosera) és 3,125% gentamycin (Sandoz) vagy 100 IU/ml penicillin -
100 pg/ml streptomycin (Merck-Sigma Aldrich) antibiotikumok mellett tenyésztettiik
sejttipustol fiiggden. A letapadd sejteket 3-5 naponta passzaltuk tipszin-EDTA
segitségével/oldattal (Biotech). Az adott kisérlettdl fliggden (inkubacids idd, sejtszdm)
T25-6s vagy T75-0s tenyésztoflaskat, valamint 6-, illetve 96-lyuku plate-eket
hasznaltunk. Az alkalmazott modszertél és sejttipustol fiiggéen 2,5x103-10° kodzotti

sejtszdmmal inditottuk a kisérleteket.

3.1.2 Invitro kezelések

Az mTOR aktivitds tumorndvekedés gatlo és egyéb hatdsait tobbféle mTOR
utvonal gatloval (mTORCI1 gatldé rapamycin — Rapa— Merck-Sigma Aldrich — 50 ng/ml;
Akt és mTOR kinaz gatlo NVP-BEZ235 — BEZ — Cayman Chemical — 1 uM; mTORC1
¢s mTORC2 komplex gatlo PP242 — PP — Tocris — 1 uM; ill. Akt kinaz gatlo GDC0068
— GDC - Cayman Chemical — 1 uM) vizsgaltuk. Egyéb metabolikus folyamatok szerepét
lipidanyagcsere (zsirsavszintézis gatl6 BMS-303141 — BMS — 10 uM, zsirsavoxidacio
gatld etomoxir — Etom — 50 uM, glikolizis gatldo 3-brompiruvat — 3BP — 100 uM,
glutaminolizis gatlo bisz-2-(5-fenilacetoamid-1,3,4- tiadiazol-2-il)-etil szulfid — BPTES
— 10 uM) kezelésekkel, illetve mitokondridlis funkci6 gatldo (doxycycline — Doxy — 10
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uM) és autofagia gatlé chloroquine kezeléssel — Chl — 50 uM) teszteltiikk. Kemoterapias
szerként a glioma sejtvonalak esetében temozolomide-ot — TMZ — 100 pM), mig az
emlOcarcinoma sejtek vizsgalatdban doxorubicint (Doxo — 50 ng/ml) hasznaltunk. A
rapamycin az mTORC1-et, a BEZ a PI3BK/mTOR-t, mig a PP az mTORC1/mTORC2-t
gatolja. Az alkalmazott gatloszer-koncentracidokat a munkacsoport el6z6 eredményei
alapjan véalasztottuk ki. Kontroll kezelésekben a hatéanyagok olddszereinek (pl. DMSO)
megfelel6 mennyiségeit alkalmaztuk. A kezeléseket a sejtek letapadasat kovetden (24 h
inkubacio), médiumcsere és kezeloszer hozzdadasa utan altaldban 72 oOraig végeztiik
(amennyiben ezektdl eltéréen jartunk el, azt kiilon jeloltik). A kiilonféle
gatloszerkombinaciok additiv vagy szinergista hatasainak elemzésére kombinacios
indexet (CI) hasznaltunk. A CI-t (EA+EB)/EAB-ként szamoltuk, ahol az EA és az EB a
monoterapia egyedi hatasa, az EAB pedig a megfigyelt kombinaciés hatds. Amennyiben
a CI értéke 0 és 1 kozotti értéket vett fel akkor nem volt hatasa. Abban az esetben, ha Cl
értéke 1 akkor additivnak, mig 1 feletti érték esetén szinergetikusnak tekintettik a
kombinaciok hatasat (261). Ahol a reagenseknél jelzés nem szerepel, azokat a Merk-

Sigma Aldrich cégtdl szereztiik be.

3.1.3 Invitro proliferacios vizsgalatok

crer

vagy szulforodamine B (SRB) teszteket alkalmaztunk 96-lyuku plate-en. Az AB-t a
kezelés utolsd6 4 orajaban adtuk a sejtekhez 10 pg/ml végsd koncentracidban; a
fluoreszcenciat Fluoroskan Ascent FL fluoriméterrel (Labsystems International; Ascent
software) mértiik 570-590 nm-en. Az SRB teszt 1épései: 1 6ras 10%-os triklor-ecetsavas
inkubalas 4°C-on, majd 0,4 m/V% SRB inkubalas 15 percig, ezt kovetéen 10 mM-0s
Tris-bazis hozzaadasa a fehérje-festék kioldasahoz. Az abszorbanciat 570 nm-en mértiik
Multiskan MS mikroplate leolvasoval (Labsystems International; Transmit software).
Mindegyik kezelésnél legalabb harom filiggetlen kisérletet végeztiink el legalabb hat
parhuzamossal. A proliferacié szazalékos aranyat a kontroll mintdkhoz viszonyitva,

annak %-aban adtuk meg.
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3.1.4 Xenograft modell 1étrehozasa ZR75.1 human emld carcinoma sejtekkel — in vivo

vizsgalatok

A xenograft tumormodellt allathdzi dolgozok segitségével sulyos kombinalt
immunhianyos (SCID) egerekben hoztuk létre. A ZR75.1 sejteket 8-10 hetes, 20-23 g
daganatok tapinthatok voltak (kb. 1 hoénap), az allatokat kontroll, Rapamune-,
doxorubicin- és doxycycline-monoterapias, Rapamune+doxorubicin és
Rapamune+doxycycline  kombinacidés csoportokra osztottuk (n=5 mindegyik
csoportban). A kontroll csoportot fiziologias séoldattal kezeltiik. A Rapamune-t (1
mg/ml, Wyeth Europa Ltd., 3 mg/testtomeg kg, per 0s) és a doxycycline-t (200
mg/testtomeg kg, intravénasan) hetente haromszor, mig a doxorubicint (2 mg/ml, TEVA
— 2 mg/testtomeg kg, intravénasan) heti egyszer adtuk harom héten at. A testtomeget és a
tumor méretét minden héten haromnaponta regisztraltuk. A kisérlet végén megmértiik a
tumorok tomegét. A tumortérfogat meghatdrozasdhoz a kovetkezd képletet hasznaltuk:
1/6x(2xrovidebb atméré+hosszabb atmérs)/3)%. A tumorokat lefagyasztottuk, valamint
formalinnal fixalast kovetéen paraffinos szovetblokkokat késztettiink. Az in vivo
kisérleteket az intézetiink allathazanak hivatalos engedélyével végeztiik, amelyet az etikai

feliilvizsgalati testiilet hagyott jova (PEI/001/2457-6/2015), (PEI/001/1733-2/2015).

3.2 Fehérjeszintli expresszids vizsgalatok

3.2.1 Human gliomas és emlécarcinomas biopszias mintak vizsgalata

Jol jellemzett izocitrat-dehidrogenaz (IDH) vad tipusu (n=10), ill. IDH mutans (n=8)
human glioblastoma és high grade astrocytoma biopszias mintakat kerestiink az intézeti
archivalt anyagban. A betegeket a Klinikai Idegtudomanyi Orszagos Intézetben
(Magyarorszag, Budapest) 2014. januar 1. és 2015. december 31. kozott miitottek. Az
IDH mutécio vizsgalat mellett 1p19 kopia szdm emelkedést is vizsgaltuk, két esetben
Ip19q triszémiat, ill. tetraszomiat allapitottunk meg. Vizsgalatainkban kontroll
szovetként peritumoralis agyszoveti blokkokat hasznaltunk (n=4). Az 0sszes esetet az
intézet patologusai feliilvizsgaltak és jra osztalyoztak az Egészségiigyl Vilagszervezet

2016. évi kdzponti idegrendszeri daganatok besorolasa (205) alapjan.
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Klinikailag hosszu ideje kovetett 20-20 és LUmA, LumB, HER2+, ill. tripla negativ
emldcarcinomas eset blokkjait, illetve normal emldszéveteket (n=4), valamint a
daganatok elérheté klinikai adatoait gyijtottik Ossze immunhisztokémiai (IHC)
vizsgalatainkhoz. A tumortipusokat a 2013-as St.-Gallen-i Konszenzus ajanlasa alapjan
hataroztak meg (262). A daganatokat és a normal szoveteket miitéti reszekcioval
tavolitottak el a Semmelweis Egyetem (Budapest, Magyarorszag) 1. sz. Sebészeti
Osztalyan 1999. augusztus és 2019. december kozott. A patoldgiai analizist a
Semmelweis Egyetem II. sz. Patoldgiai Intézetében végezték (Budapest, Magyarorszag).
Az Osszes daganat primer 16zi6 volt és egyetlen beteg sem kapott kezelést mitét elott. A
klinikopatologiai adatokat az orvosi nyilvantartdsokbol szereztiik be. A tavoli
metasztazismentes tilélést (DMFS) az els6dleges emldcarcinoma elsd diagnosztizalasa
¢és a tavoli metasztazis megjelenésének idopontja kozott eltelt idot a klinikai adatokbol
allapotittuk meg, a teljes tulélést (OS) pedig a diagndzis és a Beliigyminisztérium
nyilvantartdsi lekérdezése napjaig (2019.11.25.) hataroztuk meg. Az archivalt
szovetmintakat a Magyar Tudomanyos Tanédcs Orszagos Tudomanyos Kutatasi Etikai

Bizottsaganak jovahagyasaval hasznaltuk (7/2006. Sz., 14383-2/2017/EKU).

3.2.2 Immunhisztokémiai reakciok human tumorszévetek multiblokkjain

A gliomas szovetek immunhisztokémiai vizsgalatat szoveti multiblokk (TMA)
metszeteken végeztiik. Betegenként két mintat hasznaltunk a TMA Dblokkok
elkészitéséhez és a tumor heterogenitas miatt legaldbb két darab 2 mm atmérdja
szovethengert helyeztlink egy-egy esetbdl egy TMA blokkba. A reprezentativ teriileteket
egy neuropatologussal jeloltik ki. A gyiijtétt eml6carcinomas esetekben teljes
metszeteket hasznaltunk fel.

Deparaftinalas utan magas nyomasu, nedves antigén feltarat végeztiink (0,1 M-o0s
citrat-puffer, pH6.0, elektromos kukta 3 x 7 perc). A szobahomérsékletli metszeteket a
primer antitestekkel 90 percig, Novolink poszt-primer reagenssel 30 percig, utana
NovoLink Polimerdetektalo rendszerrel szintén 30 percig inkubaltuk, végiil a reakciot
DAB-peroxidaz (Dako) kromogént-szubsztrattal tettiik lathatova amit hematoxilin
magfestéskovetett. 0-3+ skalat hasznaltunk az immunreaktivitads szemikvantitativ

elemzéséhez, amelyet két fliggetlen patologus hatarozott meg (a Panoramic Viewer
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software segitségével — 3D Histech) az alabbiak szerint: nincs fest6dés 0; gyenge 1+;
koztes festédés 2+; ill. erés festddés 3+. A H (,,hiszto”)-score értékeket két fiiggetlen
patologus adta meg 0 és 300 kozott, tigy, hogy a festési intenzitast (0-3 +) megszorozta a
poziti tumorsejtek intenzitasanak szazalékaval (0-100%) (263).

A két vizsgalat soran a kovetkez6 ellenanyagokat hasznaltuk: p-mTOR(Ser2448)
(1:100; #2976; Cell Signaling Technology — CST); p-S6 (Ser 235/236) (1:100; #2211,
CST); Rictor (1:1000 A500-002A; Bethyl); p-Akt-(Ser473) (p-Akt, 1:100; #4060; CST),
GLS (1:200 #156876; Abcam), LDHA (1:400 #8337; CST), CPT1A (1: 500 #128568;
Abcam), FASN (1:100, #3180; CST), anti-acetil-koenzim A szintaz short-chain family
member 2 (ACSS2; 1:100; #3658; CST).

3.2.3 Hagyomanyos és kapillaris Western blot (WES Simple) vizsgalatok

Az in vitro sejtvonalak fehérje expresszios vizsgalatdhoz Western blot és WES
Simple technikat is felhasznaltunk. A Western blot analizisben a kisérletek utan a letapadt
sejteket 3x mostuk, majd még a tenyésztd flaskakban lizaltuk (150mM NaCl, 50mM Tris-
HCI, 10mM NaF, 10% tomény glicerol, 1% NP40, 1% PMFS, 2% NaVOas, 1% protedz
inhibitor koktél) A vizsgalatokban a sejtlizatumok fehérjekoncentracidit Bradford
reagenssel (Bio-Rad) hataroztuk meg. A Western blot analizisben mintanként 20-40 ug
fehérjét SDS-PAGE elektroforézissel valasztottunk el, majd nedves blottolassal PVDF
membranra (Bio-Rad) blottoltuk a fehérjéket. A membranokat inkubaltuk az elsédleges
antitestekkel egy ¢éjszakan at 4°C-on. Majd megfeleld moséasok kozbeiktatasaval
Vectastain Elite ABC Kit (Vector) masodlagos eléhivo kitet és kemilumineszcencens
eléhivast (Thermo Fisher Scientific, ECL Western blotting Substrate) alkalmaztunk C-
digit (LI-COR) fotodokumentaciés rendszerben. Minden membran esetében az anti-[3-
aktinnal (1:5000, #A2228; Merck-Sigma Aldrich) — mint loading kontroll — is elvégeztiik
az eclemzéseket. Az alabbi els6dleges antitesteket hasznaltuk: anti-p-mTOR (Ser2448,
1:1000, #2971; CST), anti-p-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 (LDHA, 1:1000, #3582; CST),
anti-glutaminaz (GLS, 1:1000; #156876; Abcam), anti-GLUT1 (1:1000, #652; Abcam),
anti-pB-F1-ATP-ase (1:2000, #14370; Abcam), anti-GAPDH (1:2500, mca2427; Serotec),
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anti-pan-Akt (1:1000, #2920; CST), anti-p-(Ser473)-Akt 1 (p-Akt, 1:2000, #4060; CST),
anti-foszfofruktokinaz-P (PFKP, 1:1000, #8164; Abcam), anti-hexokiniz-2 (HK2,
1:1000, #2867; CST) anti-ASCT2 (1:2000, #A304-353A; Bethyl), anti-lactate
dehydrogenase B (LDHB; 1:2000; #85319, Abcam) anti-carnitine palmitoyltransferase
1A (CPT1A; 1:1000; #128568, Abcam), anti-fatty acid synthase (FASN; 1:1000; #3180,
CST) anti-acyl-coenzyme A synthetase short-chain family member 2 (ACSS2; 1:1000;
#3658, CST), anti-pyruvate dehydrogenase (PDH; 1:1000; #3205, CST), anti-p-ATP-
citrat-liaz (p-Acly, 1:1000, CST, CST #4331) és anti-p-AMPK (Thr172) (1:1000, CST
#2535).

A WES Simple analizist (WES System — ProteinSimple-Biotechne 004-600) a
gyartd utasitasai szerint végeztik. A 12-230 kDa-os kapillaris modulokkal
(ProteinSimple  SM-WO004), illetve anti-nyal (ProteinSimple DM-001), anti-egér
(ProteinSimple DM-002) vagy anti-egér-biotin-avidin-HRP-s el6hivorendszert (#7076;
CST) kombinaltan alkalmaztunk az elsddleges antitestektdl fiiggden. Roviden: egyforma
masodlagos antitesttdl fiiggden) fluoreszcens Master Mix-ben higitottunk, majd 95°C-
on 5 percig denaturaltuk a fehérjéket. A mintékat, a blokkolo reagenst (antitesthigito), az
els6dleges és a masodlagos antitesteket, valamint a kemilumineszcens szubsztratot a
plate-re pipettaztuk. A WES alapértelmezett beallitasai a kovetkezok voltak: elvalasztas
¢és bekotés 395 V-on 30 percig; blokkold reagens 5 percig, elsédleges és masodlagos
ellenanyagok egyarant 30 percig; luminol/peroxid kemilumineszcens el6hivas 15 percig
(az antitestek expozicids idejét 1 és 512 s kozott). Az elektroferogrammokat ellendriztiik,
majd az automatikus csucsértékelést manudlisan korrigaltuk, ha sziikséges volt. A
kovetkez6 els6dleges ellenanyagokat 1:50-es higitasban hasznaltuk: anti-p-
MTOR(Ser2448) (p-mTOR, #2971; CST), anti-p-Ser235/236-S6 (#4858; CST), anti-
Rictor (#2140; CST), anti-Raptor (#89603; Novus), anti-laktat-dehidrogenaz A (LDHA,
#3582; CST), anti-glutaminaz (GLS, #156876; Abcam), anti-GAPDH (mca2427;
Serotec), anti-p-(Ser473)-Akt (p-Akt, #4060; CST), anti-foszfofruktokinaz-P (PFKP,
#8164; Abcam), anti-karnitin-palmitoil-transzferaz 1A (CPT1A; #128568, Abcam), anti-
fatty acid szintaz (FASN; #3180, CST) anti-acetil-koenzim A szintaz short-chain family
member 2 (ACSS2; #3658, CST), anti-piruvat dehidrogenaz (PDH; #3205, CST), anti-p-
ATP-citrat-lidz (p-Acly, #4331, CST), és anti-p-Thrl72-AMPK (#2535, CST), anti-
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citokrom c¢ oxidaz (COXIV, #4850, CST), és mikrotubulushoz tarsult fehérje 1A/1B-
konnytilanc 3 (LC3, 110-57179, Novus).

3.3 Metabolitok extrakcioja és mennyiségi meghatdrozasa tomegspektrometriaval

Az intracellularis metabolitokat — laktat (LAC), piruvat (PYR), citrat (CIT), a-
ketoglutarat (aKG), szukcinat (SUC), fumarat (FUM), malat (MAL), glutamat (GLU),
aszpartat (ASP) — néhany moédositdssal Szoboszlai és mitsai. kozleménye alapjan
extrahaltuk (264). A intermedier metabolitokat a sejtekbdl és a feliiluszokbol metanol-
Kloroform-viz (9:1:1) eleggyel extrahaltuk, majd 4°C-on lecentrifugaltuk (15 000xg, 10
perc, 4°C). A mérésig a feliiliszokat -80°C-on taroltuk. A laktat-, piruvat-, citrat-, aKG-
, szukcinat-, fumarat-, malat-, glutamat- és aszpartat-koncentraciokat kalibracios gorbék
segitségével hataroztuk meg az analitikai min6ségli standardok higitasi sorainak (0,5-50
uM) mérését kdvetden. A metabolitardnyok kiszdmitdsdhoz az adott mintdk sejtszdmara
normalizalva ng/10° sejt koncentracidban keriiltek megadasra. A folyadék kromatografia-
tomegspektrometrids (LC—MS) mérést a Perkin-Elmer Flexar FX10 ultrateljesitményti
folyadék-kromatograf segitségével végeztiik, Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométerrel
kapcsolva. A kromatografias elvalasztast egy Phenomenex Luna Omega C18 oszlopon
(100%2,1 mm,1,6 um) végeztiik (GenLab Ltd.). A mozgéfazis vizbdl és 0,1% (v/v)
hangyasavat tartalmazo metanolbol allt. Az MS negativ elektrospray ionizaciés méodban
mikodott. A mérésekhez a kovetkezd bedllitasokat hasznaltuk: allandé hdmérséklet:
300°C ionizacids fesziiltség: -4000 V, belépési potencial: - 10V, zardgaz: 35 psi, gazl:
35 psi, gaz2: 35 psi, CAD-gaz: kozepes. A kvantitativ elemzések elvégzéséhez tobbszorods

reakciofigyelé (MRM) modszert alkalmaztunk.

3.4 Metabolikus, illetve mTOR komplex fehérjék génexpresszidjanak és
emlddaganatos betegek klinikai adatainak elemzése a KM-plotter adatbazis

felhasznalasaval
A Kaplan-Meier Plotter adatbazis (KM-plotter; http://www.kmplot.com) segitségével

vizsgaltuk meg az mTOR tutvonal relevans fehérjéinek €s a metabolikus tvonalak egyes

enzimeinek MRNS-expresszios adatait, illetve a prognozis kozotti sszefiiggést. Ez a nyilt
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hozzaférésti online tulélést elemz6 adatbazis 3951 emlddaganatos beteg Affimetrix
HGU133A és HGU133+2 microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA) adatainak elemzését
teszi lehetové (265). Az adatbazis segitségével mar a kimutatott mRNS expresszios
kiilonbségek prognosztikai értékélését lehet elvégezni, statisztikailag jol kezelhetd
esetszammal. A Hazard Ratio-t a legjobb automatikusan kivalasztott cut-off értéknél

meghatdrozva; ¢és a p értéket a log-rank teszttel szdmitva R-nek abrazoltuk.

3.5 Statisztikai analizis

Az IBM SPSS Statistics szoftvert (verzid: 22; SPSS Inc.) hasznaltuk a statisztikai
elemzések elvégzésére. Az atlagértékeket és az SD-t harom fiiggetlen kisérletbdl
szamoltuk, legalabb hat parhuzamos mellett, az alkalmazott in vitro vizsgalatoktol
figgéen. Mann-Whitney U-tesztet, Fisher-tesztet, log-rank tesztet ¢s Kaplan-Meier-
gorbe analizist hasznaltunk az IHC fehérjemarkerek prognosztikai értékének (taléléssel
val6 Osszefiiggés Osszehasonlitds) vizsgalatahoz. A Hazard Ratio-t CoX regresszids proba
segitségével szamoltuk ki a vizsgalt fehérje H-score értékek és egyéb tényezok
tobbvaltozos elemzésében. Student t-tesztet is hasznaltuk a kezelések hatdsainak

statisztikai szamitasaihoz. A p<0,05-6t tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4  Eredmények
4.1 Human gliomak vizsgalatanak eredményeli

41.1 mTOR jelatviteli utvonal aktivitasaval Osszefliggd fehérjék és metabolikus

enzimek expresszioja human gliomakban

PhD munkam elején a labor glioma (IDH mutans és vad), illetve IDH mutans
fibrosarcoma sejtvonalallal végzett vizsgalataiban az IDH mutacid meglétével és
hianyaval 6sszefiiggd jelentds bioenergetikai kiillonbségeket figyeltiink meg: a. Warburg-
effektus intenzitas, acetathasznositas ¢€s oxidativ foszforilacio aktivitas kiillonbségei, b.
glutamin, illetve a GABA, mint bioenergetikai szubsztrat potencialis jelentdsége IDH vad
gliomakban. c¢. mTOR aktivitds szerepe gliomak onkometabolit (laktat és 2-HG)

Sajat munkamban el6bbiek folytatasaként mTOR ¢és metabolikus aktivitassal
Osszefliggd fehérjék in situ fehérje expresszid kiilonbségeit hasonlitottam Gssze normal
peritumoralis cerebrumban (n=4), illetve IDH vad és mutans human glioma mintakban
(n=10 és n=8). Az immunhisztokémiai reakciok egyrészt fokozott mTOR, masrészt ezzel
Osszefliggésben és a normal agyszoveténél magasabb metabolikus aktivitdst mutattak
(14-15. abra). A normal agyszovet, p-mTOR, p-S6, Rictor és p-(Serd73)-Akt reakciokkal
jellemzett alacsony mTOR aktivitasaval szemben az IDH mutans gliomakban kozepesen
emelkedett, mig az IDH vad tipusu gliomakban még jelentésebb p-mTOR, p-S6 és (p-
Ser473)-Akt fehérjemennyiség emelkedést figyeltiink meg. Ezek az eredmények, a mas
tumorokban is gyakran megfigyelt, rosszabb prognézissal 6sszefiiggd mTORC2 aktivitas
emelkedésre utalnak (14. abra).

Metabolikusan a normal agyszdvethez hasonlo, az intenziv Warburg glikolizisre
utald egyforman magas LDHA expresszio jellemezte a gliomakat. A zsirsavszintézis
FASN enzimének expresszidja lényeges kiilonbséget nem, a lipidoxidacid
szubsztratjainak mitokondrialis méatrixtranszportjaban fontos szerepet jatsz6 CPTIA ¢és
az acetat hasznositassal Osszefliggd ACSS2 mennyisége azonban jelentds emelkedést
mutatott mindkét glioma tipusban. Az IDH vad tipusu gliomdkat — a GLS expressziod
kivételével — kifejezetten magas altalanos metabolikus enzimexpresszio jellemezte, ami
szubsztrat felhasznaldsuk sokoldalusagéra utal. Az IDH mutans gliomékra ez kevésbé

volt jellemzd, a vizsgalt 8-bdl 6 esetben azonban a normal agyszovethez és a vad tipusu
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gliomékhoz képest is jelentésen emelkedett, karakterisztikus 2/3+ intenzitdsu GLS
expressziot mutattunk ki.

Az IDH mutécion kiviil mas klinikopatoldgiai paraméterrel 6sszefliggd expresszid
kiilonbséget az alacsony esetszamok miatt sem talaltunk, igaz a p-(Ser473)-Akt
mennyisége a grade IV glioblastomakban magasabb volt, mint a grade III anaplasztikus
astrocytomakban. Tovabbi szignifikans 6sszefiiggést figyeltiink meg a Ki67 proliferacios
index és a FASN expresszidja kozott (Ki67<20% vs. Ki67 >20%, p = 0,001) (15. abra).

H mutans

-

soum, NSRRI sl | T e s ma SRl

normal ... IDH vad . ID

o s

p-mTOR

p-S6 e S8

Rictor

p-(Serd73)-Akt

14. abra. mTOR aktivitas fiiggo fehérjék reprezentativ IHC reakcioi IDH vad tipusu
és mutans human gliomak metszetein a normal peritumoralis cerebruméhoz
hasonlitva. DAB kromogén (barna), hematoxilin hattérfestés, a nagyitasok a jobb felsé

sarokban, a metszetek digitalizalasa utan Panoramic Viewer programmal értékelve.
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15. abra. Metabolikus fehérjék IHC vizsgalatanak reprezentativ reakciéi human
peritumoralis cerebrumban, IDH vad tipusu és mutans gliomakban. DAB kromogén
(barna) mellett hematoxilin hattérfestést alkalmaztunk, a nagyitasokat feltiintettiik, a
metszeteket digitalizalasa utan Panoramic Viewer programmal értékeltiik.
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412 mTOR aktivitdssal Osszefliggd metabolikus  kiilonbségek, valamint
temozolomide, illetve mTOR inhibitorok hatasanak vizsgalata in vitro human

glioma sejtvonalakban

Az mTORC1 és mTORC2 aktivitassal 0Osszefiiggé fehérjék emelkedett

expresszidjat figyeltik meg mind a négy glioma sejtvonalban (16. abra). Az U373-U
alacsonyabb Rictor és p-(Ser473)-Akt mennyiséget mutatott, mint a tobbi vizsgalt
sejtvonal, ugyanakkor a p-S6 fehérje mennyisége ebben és az U87 sejtvonalban volt a
legmagasabb.
A temozolomide — gliomak kemoterapiajaban alkalmazott — kezelés in vitro nem mutatott
szignifikans anti-proliferativ hatast egyik vizsgalt sejtvonalban sem, még az IDH mutéans
glioma sejtekben sem. Az mTOR aktivitast jellemz6 fehérjék mennyiségével
Osszefliggésben az mTORC1/C2 és dual mTOR inhibitorok szignifikdnsan nagyobb
proliferaciogatlast mutattak, mint a rapamycin €és a temozolomide. Az U373-U sejtben
megfigyelt alacsonyabb Rictor és p-(Serd73)-Akt mennyisége ellenére jelentdsebb hatast
tapasztaltunk a dual és a kombinalt mTOR gatl6 kezelésekben. Az U87 és a genetikailag
modositott IDH mutans U251 sejtek bizonyultak a legkevésbé érzékenynek a
temozolomide és mTORI kezelésekben.

Utébbiak alapjan a gliomak tipusa szempontjabol relevans, genetikailag nem
modositott harom sejtvonalban Western blottal vizsgaltuk az mTOR aktivitasaval
Osszefliggd és metabolikus enzim fehérjék mennyiségi valtozasait 72 6ras temozolomide
és mTORI kezelések utan. A p-S6 fehérjék mennyiségét mindegyik mTOR inhibitor, a p-
4EBP1 mennyiségét azonban csak a NVP-BEZ235 csokkentette. Az mTORC2
aktivitassal Osszefiiggd p-(Serd73)-Akt mennyiségének emelkedése valamennyi
sejtvonalban jol mutatta a rapamycin gatlo hatasat, az S6K negativ feedback
mechanizmuséanak hianyat. Ez a foszforilacios valtozas a dual, illetve az mTORC1/C2
gatld kezelésekben elmaradt. A temozolomide nem volt hatdssal sem az mTORC1, sem
az mTORC2 aktivitasara.

Az mTOR inhibitor kezelések mas a metabolikus folyamatok aktivitasvaltozasat
jellemz6 enzimek koziil a HK2, FASN és a GLS (kivéve NVP-BEZ235 az U251-ben)
mennyiségét csokkentették, mig parhuzamosan a CPT1A ¢és ACSS2 expressziojat

fokoztak. Utobbi valtozdsok mTOR gatlast kovetden jelentds metabolikus
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atrendezddésekre, az oxidacids, a lipid és acetat szubsztrat felhasznalasi folyamatok
intenzitds emelkedésére utalnak. A temozolomide metabolikus atrendezodést
eredményezd hatasai kevésbé voltak jellegzetesek ¢és jelentdsebb egyedi kiilonbségeket
mutattak a sejtekben. A FASN expressziot a temozolomide ugyan csokkentette, de
parhuzamosan a CPT1A és a GLS mennyisége nem valtozott a kezelés hatasara. Az
ACSS2 ¢és a HK2 expressziovaltozasok mutattak leginkabb az egyedi jellegzetességeket.
Az ACSS2 expresszié emelkedett, mig a HK2 mennyisége csokkent temozolomide

kezelést kovetden az U251-ben és U373-U-ban, de nem valtozott a harmadik sejtben.
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16. abra. mTOR aktivitas kiilonbségek, ill. anyagcsere tutvonalakkal kapcsolatos
egyéb enzimek mennyiségének valtozasai mTORI (rapamycin — Rapa 50 ng/ml;
NVP-BEZ235 — BEZ 1 pM; PP242 1 pM) és temozolomid (TMZ 100 pM) kezelések
(72h) utan U87, U373-U, U251 IDH vad és mutans human glioma sejtekben. a.
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mTOR aktivités kiilonbségekre utald fehérje expresszids mintdzat reprezentativ \Western
blot képeken, ill. Alamar Blue és SRB tesztek alapjan meghatarozott (atlag) TMZ és
mTORI érzékenységek bemutatasa hétérképen (piros — 100% gatlas szenzitiv; kék 0%
hatas - rezisztens). b. Az mTORCI1 ¢és C2 aktivitassal kapcsolatos fehérjék és mas
metabolikus enzimek mennyiségének valtozasa a kezeléseket kovetben (reprezentativ

Western blot eredmények).

4.1.3 Metabolikus aktivitdssal 0Osszefiiggd fehérje expresszid6 ¢és metabolit

kiilonbségek, valamint metabolikus gatloszerek hatasa glioma sejtvonalakban

A metabolikus fehérjék és a vizsgélt intracellularis metabolitok mennyiségi
Osszehasonlitdsa tovabbi egyedi kiillonbségeket mutatott, amikor a fehérje expresszios
profilokat a 4 sejtvonalban vetettiik 6ssze. Az U251 vad és mutans sejtvonalak
alacsonyabb glikolitikus (HK2, LDHA) aktivitast és parhuzamosan magasabb GLS
expressziot mutattak a masik két sejtvonalhoz képest. A reverz Warburg hatésra utald
LDHB mennyiségében nem volt szignifikans kiilonbség a sejtvonalak kézott, ez arra utal,
hogy a glikolitikus fenotipus az LDHA ¢és HK2 expresszio valtozassal fiigghet inkabb
Ossze. Ha a harom alap (nem moddositott) sejtvonal GLS expresszidjat vizsgaljuk, az
mutatta a legegyedibb kiilonbségeket, legalacsonyabb expressziot az U87 sejtekben
tapasztaltunk (17. ébra). Az U373-U sejtvonalban a zsirsavoxidacioval és
acetathasznositassal Osszefliggd enzimek expresszidja volt a legalacsonyabb, ami a
csonka citratkor és a glutaminolizis fokozott szerepére utal ebben a sejtben. Erdekes, hogy
a vad és IDH muténs fehérjét expresszald U251 sejtvonalak kozott jelentds kiilonbséget
a metabolikus fehérjék expressziojaban nem figyeltiink meg.

Az egyes metabolitok mennyiségét vizsgéalva, a laktat/malat arany az US87
sejtekben volt a legmagasabb, ami 0Osszefligge a HK2 ¢és LDHA mennyiségi
kiilonbségeivel. U373-U sejtvonalban hasonléan magas glikolitikus enzim expresszio
mellett, Iényegesen alacsonyabb laktat/maléat aranyt tapasztaltunk, aminek hatterében a
glutamin anaplerdzis, a glutamin oxidacio, mint alternativ bioenergetikai folyamat allhat.
Ezzel Osszefiigghet a glutamat mennyiség fokozodasa is, ami fokozott
glutaminfiiggdségre is utalhat ebben a sejtvonalban. Az IDH vad és mutans sejtvonalak

egymashoz képest hasonléan magas glikolitikus enzim expresszioval rendelkeznek
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ugyan, de az IDH mutacié kovetkezményeként magas 2-HG onkometabolit szintet
igazoltunk LC-MS-sel. Ez jelent6sen modositotta a metabolitok megoszlasat és aranyat a
mutans sejtvonalban. Az U251 mIDH sejtekben emelkedett piruvat szintet mutattunk ki
az alap U251 sejtekhez képest az alacsony LDHA ¢és legmagasabb GLS expresszio
mellett. Ez a csokkent mitokondrialis mitkkodésre és a metabolit-koncentracio aranyokban
is megjelend alacsony OXPHOS kapacitasra hivja fel a figyelmet, amiben a
glutaminforrasu 2-HG onkometabolit szintnek is van szerepe. Azt, hogy az IDH mutécio
kompenzalasaban szerepe lehet a metabolikus atrendez6désnek, jol mutatja, hogy az
alacsony LDHA szint ellenére a laktat termelés, a Warburg-effektus aranyaiban

emelkedik az alap U251 sejtvonalban tapasztalthoz képest.
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17. abra Metabolikus kiilonbségek az U87, U373-U U251 IDH vad és mutans human
glioma sejtekben. a. A vizsgalt metabolikus enzimek mennyiségi kiilonbségeinek
bemutatasa reprezentativ Western blot-on b. LC-MS-el mért intracellularis metabolit
koncentraciok jellegzeteségei a négy human glioma sejtvonalban. A glikolitikus
folyamatok jellemzésére a laktat/malat aranyt, mig az OXPHOS funkci6 jellemzésére
(citrat / szukcinat) / (fumarét / malat) ardnyokat hasznaltuk. A jobb oldali kérdiagram a
mért metabolitok aranyat az 0sszes mért metabolithoz viszonyitva mutatja (laktat-LAC,
piruvat-PYR, citrat-CIT, a-ketoglutarat-a-KG, szukcinat-SUC, fumarat-FUM, malat-
MAL, glutamat-GLU és 2-hidroxiglutarat-2-HG).
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Mivel a harom alap glioma sejtvonalban jelentés metabolikus enzim expresszio
kiilonbségeket tapasztaltunk, ennek a harom sejtvonalnak vizsgaltuk metabolikus
gatloszerekkel szembeni érzékenységét (18.a. abra) A vizsgalt glioma sejtek metabolikus
adaptaciés, alkalmazkodasi képességeit jol mutatja, hogy jelentés mértéki
proliferacidogatld hatast gyakorlatilag egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk sem
Alamar Blue, sem SRB proliferacios teszttel. Az Alamar Blue és az SRB tesztek eltérd
eredményei is arra utalnak, hogy Alamar Blue esetében a mitokondridlis kompenzécio
jelét és nem feltétlen proliferacid fokozodast figyeltiink meg. Mindezek alapjan mindig
érdemes Osszevetni a kapott egyéb eltérésekkel a proliferacios eredményeket és legalabb
két kiilonbozo tipusu proliferacios teszt eredményét figyelembe venni szenzitivitas
értékelésében. A GLS gatlas (BPTES), a zsirsavszintézis-gatlas (etomoxir) és a
doxycycline kezelés utdn Ilényeges proliferaciogatlast nem tudtunk kimutatni
gyakorlatilag egyik sejt esetében sem. Erdekes, hogy az autofagia indukalé mTOR gatlok
(rapamycin) és gatlo (chloroquine) kezelések sejtvonalfiiggd novekedés gatlo hatasokat
okoztak. Osszeségében ez a két kezelés a leginkabb az U373-U sejtek proliferaciojat
gatolta. Ebben a sejtvonalban megvizsgaltuk a kiilonbozé gatloszerek fehérje
expressziokra gyakorolt hatasait is Western blot ¢s WES technikaval (18. a.b. abra). A
BPTES, a doxycycline €s az etomoxir monoterapia kezelések sem proliferacios hatasokat
sem jelentds fehérje vagy foszfo-protein expresszid valtozast nem mutattak. Az utobbi
két kezelésben csak az AMPK markéns aktivacigjat tapasztaltuk. A kemoterapias
temozolomide rezisztencia mellett szintén jelentés mértékben megmaradéo mTORCI1
aktivitast (enyhe p-mTOR és p-S6 expresszio csokkenés) és mTORC?2 aktivitas eltolodast
(fokozodo p-(Serd73)-Akt és Rictor expresszid), valamint CPT1A és LC3 expresszid
fokozodast, lipolitikus metabolikus eltolodast figyeltink meg. Ezek egymassal
Osszefliggd potencialis kompenzacidés anyagcserevaltozasokat mutatnak. Rapamycin
kezelést kovetden egyrészt a vart mTOR aktivitas csokkenést (p-S6 és p-mTOR),
mTORC?2 aktivaciot €s a temozolomide esetében is tapasztalt lipolitikus kompenzacids
(CPT1A ¢és LC3 expresszio emelkedés) hatasokat tapasztaltuk mérsékelt proliferacios
hatasok mellett. Egymassal ebben az esetben is dsszefliggd metabolikus atrendezddést és
enyhe, mar szignifikans proliferacio csokkenést mutattunk Kki. A chloroquine
monoterapiat ellentmondasos metabolikus valtozasok jellemezték az U373-U sejteket.

fgy példaul, érintetlen glikolitikus enzim expresszié mellett mTORC]1 aktivitas valtozas
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nélkiil, p-(Ser)-Akt fehérje emelkedést; de Rictor fehérje lebomlasara utald jeleket;
parhuzamosan lipid anyagcserevaltozasokat; GLS expresszio csokkenést, ill.
mitokondrialis COXIV expresszio csokkenést figyeltiink meg. Mindezek jelentésebb

metabolikus zavarral ¢és ennek jelent6s proliferaciot gatlo hatasaival lehetnek

Osszefliggésben.

a. b.
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18. abra. Rapa, TMZ és metabolikus inhibitor érzékenységek human high grade
glioma sejtvonalakban. A kemoterapias és metabolikus kezelések (Rapa - rapamycin 50
ng/ml; TMZ - temozolomide 100 uM; Doxy - doxycycline 10 uM; Etom - etomoxir 50
uM; Chl - chloroquine 50 uM; BPTES-bisz-2- (5-fenil-acetoamid-1,3,4-tiadiazol-2-il) -
etil-szulfid 10 uM, 72 o6ras kezelés esetében) anti-proliferativ hatasat Alamar Blue (AB)
¢és SRB tesztekkel mutattuk ki U251, U87 és U373-U sejteken (a.). A szignifikans
(p<0,01) valtozasokat *-al jeloltiik. b. A metabolikus adapticié mechanizmusara utald
fehérje expresszios valtozasokat is elemeztiik Western blot, vagy WES Simple

modszerrel az U373-U sejtvonalban.
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4.1.4 Kombinacios kezelések hatasa glioma sejtvonalakban

Tovéabbi kisérleteinkben a monoterapidban tesztelt metabolikus gatloszereket
kombinaltuk rapamycinnel, temozolomide-dal és egymassal a harom glioma sejtvonal 72
oras kezeléseiben (19-20. dbra). A korabban leghatasosabb chloroquine anti-proliferativ
hatasat egy tovabbi gatloszer hozzaadasa vagy a temozolomide fokozta és a rapamycin

tobbféle kombindcioban is hatdsosabbnak bizonyult, mint monoterapidban.
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19. abra. A rapamycin és temozolomide mas anyagcsere gatlokkal kombinalt in vitro
proliferacios hatasa U87 és U373 sejtvonalakban. Az Alamar Blue teszt eredményei
72 oras kombinalt in vitro kezelés utan U87 (a) és U373-U (b) glioma sejtekben
(rapamicin - Rapa 50 ng/ml, temozolomide - TMZ 100 uM, doxycycline —Doxy 10 uM;
etomoxir — Etom 50 uM; chloroquine - Chl 50 pM). A kombinaciok additiv (A) vagy

szinergista (S) hatéasait a CI szamitas alapjan jeloltiik az adott kezelésekben.
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20. abra. A rapamycin és temozolomide mas anyagcsere gatlokkal kombinalt in vitro
proliferacios hatasa U251 sejtvonalban. a. Az Alamar Blue teszt eredményei 72 oras
kombinalt in vitro kezelés utan glioma sejtekben (rapamycin - Rapa 50 ng/ml,
temozolomide - TMZ 100 uM, doxycycline —Doxy 10 uM; etomoxir — Etom 50 uM;
chloroquine - Chl 50 uM). A kombinaciok additiv (A) vagy szinergista (S) hatasait a CI
szamitas alapjan jeloltiik az adott kezelésekben. b. FASN, B-F1-ATPase, p-S6, p-
(Serd73)-Akt and CPTI1A fehérje expresszio valtozasa a kezeletlen kontrollhoz képest
mono- ¢és kombinacidés kezelések utan U251 glioma sejtvonalban (50 ng/mL
rapamycin+ 100 pM temozolomide—Rapa+TMZ; 50 ng/mL rapamycin+ 10 pM
doxycycline—Rapa + Doxy; 100 uM temozolomide+ 10 uM doxycycline—
TMZ + Doxy (Western blot eredmények)—reprezentativ Western blot képek.
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A rapamycin az etomoxir hatdsat fokozta az U251 és U373-U sejtekben és
szenzitizalta mindharom sejtvonalat a temozolomide-dal szemben. Két sejtvonalban
szinergista (U251 ¢és U373-U) és a harmadik esetében is legaldbb additiv volt a
rapamycin+temozolomide hatasa. Elébbihez hasonldan hatasos a
doxycycline+rapamycin kombinacio is. Vizsgalatainkat kiegészittilk az U251 sejtek
esetében Rapa+TMZ, Rapat+Doxy és a TMZ+Doxy kombinaciok egyes korabban is
vizsgalt fehérjék mennyiségét érinté hatasainak Western blot elemzésével (20. abra).
Fehérje szinten a zsirsav felépitésre utald enzimek mennyisége csokkent, viszont
parhuzamosan nem emelkedett a zsirsavoxidacioval Osszefiiggést mutato CPT1A szintje;
mindez arra utalhat, hogy a sejt a zsirsavanyagcsere-valtozasokon keresztiil nem tudott
kompenzalni. A TMZ indukalt mTORCI1 aktivitds emelkedését — ami monoterapiaban
jellemezte a vizsgalt TMZ rezisztens gliomdkat — a rapamycin teljesen felfliggesztette,
s6t az mTORC2 aktivitas — p-(Ser)-Akt — emelkedés is elmaradt. Az OXPHOS
aktivitashoz sziikséges P-F1-ATP-ase mennyiségét is jelentdsen csokkentette az
egyébként igen hatékony RAPA+TMZ kombinacid, a terapias szempontbdl is érdekes
TMZ rezisztencia attérésében.

Ezt kovetéen harmas kombinacidés kezelések in vitro hatasait vizsgaltuk
mindharom sejtvonalban (21. dbra). A sejtek egyedi érzékenységét €s a személyre szabott
kezelések jelentdségét jol mutattdk eredményeink. Az eltérd metabolikus alap
jellegzetességekkel rendelkezd sejtekben mdas-mas harmas kombinacidok bizonyultak a
leghatékonyabbnak. A magasabb alap OXPHOS aktivitasi és kevésbé Warburg
fenotipusu U373-U sejtben a Rapa+Doxy+Etom, illetve a Rapa+Doxy+Chl volt
rendkiviil hatasos. Az inkabb glikolitikus U87 sejtekben a TMZ+Doxy+Rapa, illetve a
TMZ+Doxy+Chl. Mig a leginkabb kiegyenstilyozott fenotipusit U251 sejtek esetében a
harmas kombinaciok nem voltak hatasosabbak a korabban hatékony Rapa+Doxy, illetve
Rapa+TMZ kezeléseknél. Ezek az eredmények azt sugalljadk, hogy kiismerve a
daganatszovet metabolikus fenotipusat, heterogenitasat egyes metabolikus gatloszerekkel
fokozhatjuk a terdpia hatékonysagat elzarva a tumorsejtek esetében a metabolikus

alkalmazkodas ttjat.
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21. abra. Harmas gatlészer kombinaciok proliferacio gatlé hatasainak Alamar Blue
teszt eredménye human glioma sejtvonalakban. 72 o6ras harmas kombinacios
kezelések in vitro hatdsai. A monoterapiakhoz képest leghatékonyabb (szignifikansan
hatékonyabb p<0,05) kombinaciok hatasait keretes oszlopokkal jeloltiik. Alkalmazott
koncentraciok: rapamycin - Rapa 50 ng/ml, temozolomide - TMZ 100 uM, doxycycline
- Doxy 10 uM; etomoxir - Etom 50 uM; chloroquine - Chl 50 uM, kombinaciok:
rapamycin+temozolomide+doxycycline - Rapa+TMZ+Doxy, rapamycin+doxycycline+
chloroquine - Rapa+Doxy+Chl; rapamycin+doxycycline+etomoxir - Rapa+doxy+Etom ;

temozolomide+doxycycline+chloroquine - TMZ+doxy+Chl).

4.2 Eml6 daganatok vizsgalatanak eredményei

421 mTOR ¢s metabolikus  gatlészerek  hatdsainak  Osszefiiggése a

fehérjeexpresszioval emldédaganat sejtvonalakban

In vitro kisérleteinkben 10 emldsejtvonal mTOR és metabolikus fehérje
expresszid valtozasat vizsgaltuk mTOR és mas metabolikus gatloszerekkel végzett
kezelés hatasara (22-23. abra).

Az mTOR aktivitdssal Osszefliggd fehérjék mennyiségét és a gatloszerek

(rapamycin, PP242, GDC) hatasat egyiitt értékeltiilk, majd ezek alapjan 3 csoportba
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osztottuk a sejtvonalakat: a. mMTORCI1 komplex és b. mTORC2 komplex aktivitasu,
illetve c. kiegyensulyozott vagy gatldszer rezisztencia miatt el nem dontheté mTOR
komplex aktivitasu sejtvonalak (22. abra). p-S6-nal alacsonyabb p-(Ser473)-Akt fehérje
szint mellett, szignifikdns proliferaciogatlo rapamycin hatas és GDC (specifikus Akt-
kindz gétlo) rezisztencia (nem vagy alig volt proliferaciogatld hatdsa) jellemezte az
SKBR3, MDA-MB453 (HER2+) és a HS578T (TN) sejtvonalakat, igy ezeket mTORCI1
komplex aktivitasu sejtvonalak kozé soroltuk. Az mTORC2 komplex dominanciaval
rendelkez0 sejtvonalaknak tekintettiik azokat, amelyekben a rapamycinnek nem vagy alig
volt hatdsa, viszont GDC ¢és/vagy PP242 (mTORC1/C2 komplex gatld) fokozott
érzékenységet mutattak. Parhuzamosan pedig a p-(Ser473)-Akt fehérje mennyisége is
szignifikdnsan magasabb volt ezekben a sejtekben, mint a p-S6 mennyisége. Ez a T47D
(LumA), ZR75.1 és BT474 (LumB) sejtvonalak esetében teljesiilt. A harmadik csoportba
a rapamycin rezisztens sejtek koziil azokat soroltuk, amelyekben a p-(Ser473)-Akt és p-
S6 fehérjék aranya alapjan ugyan RAPA érzékenységet vartunk volna, de sem a RAPA,
sem a GDC esetében nem tapasztaltunk jelentés proliferaciogatld hatast. Ezek a sejtek
csak PP242 szenzitivitast (MCF-7, MDA-MB231, BT549) mutattak vagy egy sejt
esetében még azt sem (az MDA-MB468 sejt teljesen rezisztens volt az mTOR utvonal
gatlokkal szemben). Erdekes, hogy ebben a kevésbé mTOR gatld érzékeny csoportba
tartozott a TN sejtvonalak tobbsége (MDA-MB231, MDA-MB468, BT549) mellett egy
jO prognézist LumA sejtvonal is (MCF-7). A leghatékonyabb proliferaciogatld hatast a
PP242, mTORCI ¢és C2 komplexet is gatld kezelések esetében tapasztaltunk, 72 ora
kezelést kovetden a tiz sejtvonalbol nyolc esetében ez a kezelés tobb mint 50%-kal
csokkentette a proliferaciot (22. abra).

A metabolikus enzimek mennyisége és a gatloszerek hatdsa kozott is
megfigyeltiink Osszefiiggéseket, azonban ezek alapjan nem lehetett az mTOR
aktivitdshoz hasonloan kiilonb6z6 metabolikus fenotipusba besorolni a sejtvonalakat,
mert a kép sokkal Osszetettebb volt. A gliomas vizsgalatainkhoz hasonléan az
intracellularis metabolit-koncentracio viszonyok vizsgalataval is kiegészitettiik ezeket az
eredményeket.

Az Osszes sejtvonalban jellemzéen magas LDHA fehérje mennyiséget mutattunk
ki, mig a gliomékkal ellentétben az LDHB mennyisége mutatott jelentdsebb

kiilonbségeket Western blot analizissel. A glikolitikus aktivitassal Osszefliggd enzimek
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megjelenése is csak kisebb expresszié kiilonbségeket mutatva igazolta a sejtek
gliikkozhasznositasat és a 3BP proliferacié gatld hatasat in vitro kdrnyezetben. A tesztelt
kezelések koziil ez glikolizis gatlo bizonyult a leghatdsosabbnak a metabolikus
gatloszerek kozott és az alacsonyabb GLUTL, illetve LDHA epxresszid Osszefliggést
mutatott a kisebb mértéki proliferacio gatlassal a BT474 és HS578T sejtekben és a
metabolikus gatlokkal szemben gyakorlatilag rezisztens SKBR3 sejtvonalban (23. abra).

p-mTOR 289 kDa |
Raptor 149 kDa

p-S6 32 kDa
Rictor 192 kDa
p-Akt 60 kDa
P-actin 44 kDa |

N N [ I  Rapa
| N N I N P22
[ [ ] -- L | | | [ee
mTORI erzékenység ERNIEE B -

mTORC dominancia ¢ 2 ©2 ¢ ¢ ¢ € ¢* ¢* Cl

N I I N N
100% proliferacio 0% proliferacio
gatld hatas gatld hatas

22. abra. Szubtipus fiiggetlen mTORC1/C2 komplex aktivitids jellemzo fehérje
expresszio mintazatok human emlédaganat sejtvonalakban. A reprezentativ Western
blot-ok az mTOR-kinaz hiperaktivitasaval 6sszefiiggd fehérjék expressziojat mutatjak a
vizsgalt sejtvonalak tobbségében. A balrdl jobbra a panelek a két-két LumA, LumB és
HER2+ sejtvonalat majd a négy vizsgalt TN sejtvonal lathatd. A 72 o6ras in vitro
rapamycin érzékenységet (Rapa - 50 ng/ ml),aC1/C2 (PP242 - 1 uM) ¢és az Akt inhibitor
(GDC - 1 uM) kezeléseket szinskalan tiintettiik fel. A szinskalan a gatlé hatasokat, a
szinértékeket az Alamar Blue és az SRB tesztek eredményeinek atlaga alapjan adtuk meg:
kék/fehér (0%) - kezeletlen vagy teljesen rezisztens sejtek; piros/fekete - (~ 90-100%)
vagy gatolt proliferacié, nagyon érzékeny sejtek) Az mTOR 1t gatld érzékenységét ugy
hataroztuk meg, hogy harom inhibitor skala Osszesitett atlagat skalaztuk. Az mTOR
komplexek jellemz6 aktivitasat a fehérje expresszio €s az inhibitor érzékenység egyiittes
értékelése alapjan is megadtuk (C1 - dominans mTORCI, C2 - dominans mTORC?2, C -
nincs komplex aktivitas dominancia, C * - mTOR inhibitor rezisztens fenotipus értékelést

hasznaltunk, amely meghatarozasok feltételeit az eredmények leirasanal definialtuk).
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23. abra. Szubtipus fiiggetlen metabolikus fehérje expresszio kiilonbségek human
emlddaganat sejtvonalakban. A fels6 Western blot panelen a glikolizissel, Warburg-
effektushoz (GLUT1, G6PDH, GAPDH, LDHA, LDHB), glutaminolizishez (GLS) ¢és
lipid anyagcseréhez (FASN, p-Acly, CPT1A, ACSS2) kapcsolédd metabolikus enzimek
expresszidjanak reprezentativ Western blot képét mutatjuk be. Az abra also felén a 72
oras in vitro kezelésekhatasait szinskalan tiintettiik fel. A szinskalan a gatlo hatasokat, a
szinértékeket az Alamar Blue és az SRB tesztek eredményeinek atlaga alapjan adtuk meg:
kék (0%) - kezeletlen vagy teljesen rezisztens sejtek; piros - (~ 90-100%) vagy gatolt
proliferacid, nagyon érzékeny sejtek). Glikolizis gatloként 3BP (3BP - 100 puM),
glutaminaz inhibitorként BPTES (10 uM), lipid szintézis gatloként BMS (10 uM), lipid
oxidacid gatloként etomoxir (Etom 50 uM) kezeléseket alkalmaztunk 72 6ran keresztiil

in vitro.
A 10 sejtvonalbdl a harom tripla negativ (MDA-MB468, BT549, HS578T)

bizonyult a leginkabb Warburg fenotipustunak az intracellularis laktat/malat ardny alapjan

is. A glikolizis gatloval szemben rezisztens SKBR3 sejtvonalban a magas laktat szint
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mellett a metabolit-koncentraciok alapjan szamithat6 OXPHOS funkcid is magas Volt,

ami magyarazhatja a sejtvonal gyors adaptacios képességét (24. abra).
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24. abra. Metabolit arany kiilonbségek a human emlétumor sejtvonalak kozott LC-
MS metabolit koncentracié mérés alapjan. A laktat/malat arany a sejtek Warburg
fenotipusat jellemzi, az OXPHOS funkciod jellemzésére (citrat / szukcinat) / (fumarat /
malat) aranyokat hasznaltuk, Mig a két arany egymashoz viszonyitott jelentds eltolddasat

(Warburg/OXPHOS) a Warburg fenotipus javara két TN sejtvonalban figyeltiik meg.

A glutaminolizis gatlo BPTES a glikolizis ¢s mTOR gatlokhoz képest kevésbé

crer

os gatlas) in vitro (23. abra). Szignifikans gatlast csak a HS578T sejtvonal esetében
figyeltiink meg, ebben a sejtvonalban azonban a GLS mindkét vizsgalt izoforméjanak

expresszioja magasabb volt, mint a tobbi TN sejtben. A vizsgalt lipidanyagcserét jellemzo
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fehérjék koziil a FASN inkébb a nem-tripla negativ csoportokban volt magasabb, mig a
CPT1IA minden sejtvonalban kimutathatdé volt. A daganatsejt potencidlis
acetathasznositasaval Osszefiiggd ACSS2 mennyisége mutatta a legnagyobb
intertumoralis kiilonbségeket, de alapvetden valamennyi sejtvonaltipust jellemezte. A
BMS (zsirsavfelépités gatloszere) és a zsirsav oxidacio gatldo (Etom) kevésbé bizonyult
hatasos proliferaciogatlo szernek. Elobbi 20%-kal a T47D és HS578T sejtvonalakban,
mig utobbi 50%-kal a T47D-ben csokkentette a proliferacot.

Ezek alapjan altipustol fliggetleniil nagyon kiilonb6z6 anyagcsere-utvonalakkal
jellemezhetdk az emldcarcinoma sejtvonalak. Az emlédaganatok mTOR ¢és metabolikus
aktivitasanak in situ szoveti jellemzésére, szamos IHC marker tesztelése utan az archivalt
szovetekben megbizhatoan miikodé p-S6, Rictor, LDHA, GLS, CPT1A, FASN fehérjék

kimutatdsat végeztiik el.

4.2.2 A kivalasztott mTOR és metabolikus fehérjék expresszidjanak in situ vizsgalata

human eml6carcinomakban

Vizsgalatainkban kozel 100 human biopszids mintdban az mTORCI, illetve C2
komplex aktivitassal Osszefiiggd metabolikus fehérjék szoveti mennyiségét, eloszlasat
jellemeztiik klinikopatologiai adatokkal dsszevetve.

A munkacsoport kordbbi IHC karakterizalasi eredményeihez hasonléan a p-S6 ¢€s
Rictor festések jellegzetes citoplazmatikus jelleget mutattak, magi reakcidkat azonban
nem figyeltiink meg. A Rictor kifejezddés kisebb mértékii intratumoralis kiilonbségeket
mutatott, amit csak néhany esetben figyeltiik meg. A normal szévetekhez, a normal
duktalis epithelialis sejtekhez hasonld, magas Rictor expresszid jellemezte a vizsgalt
daganatsejteket (median H-score=180), bar egyedi esetekben a reakcid gyengének
bizonyult (<10%). Ezek az eredmények az mTORC2 komplex jelenlétére utalnak a
normal duktalis és az emldtumorsejtekben egyarant. Az elébbivel ellenkezdleg a normal
szovetekhez képest az mTOR aktivitas, elsésorban mTORCI aktivitas emelkedés jeleit,
fokozott p-S6 expressziot mutattunk ki az emlédaganatos esetek tobbségében. A p-S6
reakcié intra- és intertumoralis expressziokiilonbségeket is mutatott, ami leginkabb csak

ezt a fehérjét jellemezte a vizsgalt hat célfehérje koziil (25. abra).
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barna) reprezentativ emlécarcinoma metszeteken. A p-S6 jellegzetes citoplazmatikus

festddése intra- és intertumoralis festodési kiilonbségei, ill. a Rictor a normal duktalis
sejtekhez hasonl6 magas expresszidja jellemezte a daganatok tobbségét. Hematoxilin

magfestés, azonos nagyitasok (a képek job felso sarkaban).

A tovabbi metabolikus fehérjék mind a FASN, mind a CPT1A a normal szovethez
képest jelentds expresszio emelkedést mutatott a daganatsejtekben (median H-score=210,
illetve 240). A két fehérje funkcio kiilonbségei alapjan fokozott lipidszintézis (magas
FASN) mellett a sejtek a zsirsavak mitokondriumba szallitasanak inkabb a blokkolasat (a
lipidoxidaciot nem serkentik) varnank azonos tumorteriiletek tumorsejtjeiben. Ezt az
inverz festddési mintdzatot (adott teriilet magas FASN expresszidja esetén alacsony
CPT1A wvagy ennek forditottja) azonban az emlédaganatok intratumoralis
heterogenitasaval 0sszefliggésben nem figyeltilk meg. Meglepd, de a FASN ¢és CPTI1A
overexpresszio a szovetek azonos teriiletein, gyakorlatilag azonos sejtekben volt jellemzd
az esetek kozel 60%-aban (26. abra).

Elébbi lipidanyagcsere-valtozasok mellett homogén citoplazmatikus LDHA és
granularis, mitkondrialis GLS expresszio jellemezte a normal és a tumoros szoveteket is.
Az egyes tumorok kozott ezekben jelentds kiilonbségeket nem figyeltiink meg, bar egyes

esetekben voltak eltérések (pl. Rictor).
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26. abra. Reprezentativ immunhisztokémiai reakciok a négy Kkivalasztott
metabolikus aktivitast jellemzo ellenanyaggal reprezentativ human emlédaganat
metszetekben. Anti-LDHA, anti-GLS, anti-FASN, anti-CPT1A, festéseket végeztiink.
Szubsztratként DAB (barna) kromogént, majd hematoxilin hattérfestést hasznaltunk. A
nagytast feltlintettiik.

Az immunreakciok intenzitas érték kiilonbségeinek (atlag vagy median H-score)
Osszehasonlito vizsgalata érdekében minden szubtipusbol azonos szamu (kozel 20 eset)
esetb6l szarmazd szovetet €s csak invaziv duktilis carcinomdkat vontunk be az
elemzésbe, hogy a hisztologiai variaciok ne zavarjak meg az értékelésiinket. A vizsgalt
személyek tulélési adatai reprezentaltak a nemzetkdzi standard kezelések mellett varhato
eredményeket az elmult husz évbdl valasztott, kovetett eseteinkben is. Az atlag H-score
értékek alapjan a HR-pozitiv és -negativ esetekre a szubtipusoktol fliggetlen a normal

mirigyekéhez képest egyarant emelkedett, kozepes mértékii (p-S6 esetében a normal
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szovetekhez képest emelkedett) mTOR aktivitas (p-S6 €s Rictor) és GLS szint jellemzd.
A Warburg glikolizissel 6sszefiiggést mutato LDHA a HR-negativ, mig a lipidanyagcsere
jellemzésben vizsgalt CPT1A és FASN magasabb expresszio (H-score értékek)
szignifikans Osszefliggést mutattak a HR-pozitiv statusszal. I[gaz a CPT1A enzim magas
expresszios szintje altalanosan jellemezte az 0sszes esetet, de Osszehasonlitva egymas
kozott a szubtipusokat, igaz csak kis mértékben, de alacsonyabb CPT1A és FASN
expresszios score volt jellemzé a HER2+ és TN esetekben, mint a LumA ¢s LumB

csoportban (27. abra).
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27. abra. mTOR és metabolikus enzimek expressziéjanak hormonreceptor és
szubtipus szerinti oOsszefiiggései human emlédaganatokban. Az atlag H-score
értékeket és azok szorasat abrazoltuk. A szignifikanciat **p <0,01, * p<0,05 jelléssel

adtuk meg.
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4.2.3 In situ mTOR és metabolikus fehérje expresszios kiilonbségek prognosztikai

jelentdségének vizsgalata

Az emldcarcinoma szubtipusok metabolikus és mTOR aktivitas jellemzdinek
vizsgalata mellett, az egyéni klinikai és tulélési adatok (tavoli metasztazis mentes tilélés
¢s teljes tulélés) és az IHC értékelésekben kapott adott fehérjék esetében meghatarozott
IHC H-score értékek Osszehasonlitasat is el tudtuk végezni. Az adott festések esetében a
betegeket alacsony €s magas H-score értékli csoportokba osztottuk. A cut-off értéket a
median H-score érték alapjan hataroztuk meg. 150-es H-score cut-off értéket hasznaltunk
a p-S6, Rictor, LDHA és GLS esetében, mivel ezeknél az IHC értékeléseknél a median
H-score 150-200 kozott volt. A CPT1A és a FASN esetében a magasabb (>200) median
H-score alapjan ezt 200-nal hatdroztuk meg. A magas p-S6 a tavoli metasztazis
kialakulaséaval és a betegek kordval, az LDHA az altipusokkal, gradussal és a stadiummal
mutatott szignifikans 0sszefliggést.

A magasabb p-S6 H-score szubtipustdl fiiggetleniil szignifikansan 6sszefliggott a
tavoli metasztdzisok megjelenésével, a betegek életkoraval és révidebb metasztazis
mentes, valamint rovidebb teljes taléléssel (3. tablazat, 27. abra). A Rictor esetében nem
talaltunk Osszefliggést a tulélési adatokkal. Az LDHA alacsony illetve magas score
Osszefiiggott a szubtipussal, HR receptor statusszal (ahogy azt korabbi elemzésiink is
mutatta), ezentl szignifikans Osszefiiggést mutatott a gradussal és a stadiummal (3.
tablazat) is. Bizonyos Osszefliggéseket a GLS expresszio és a hosszatavu teljes tulélés
tekintetében is mutatott elemzésiink, meglepd, de a magasabb H-score értékek hosszabb
tuléléssel fliggtek Gssze szignifikansan. Ennek hatterében allhat, hogy in situ a hasznalt
ellenanyag a két funkcidiban eltéré GLS izoforma elkiilonitésére nem alkalmas. Nem
szignifikans, de tendencidban jelentds kiilonbséget mutatott a CPT1A és FASN H-score
értékek és tulélési adatok elemzése is. Ez mutatta a korabban leirt, vart inverz jelleget,
miszerint magasabb CPT1A H-score a rosszabb, mig a magasabb FASN H-score a jobb
prognozissal fliggott 6ssze (28. abra).
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3 (n=2) 0(0)  2(100) 1(50)  1(50) 2(100)  0(0) 1(50)  1(50) 0(0)  2(100) 2(100)  0(0)
Z.M”_nmw_uww_w 8(23) 27(77) 0,0003** 21(58) 15(42) 0,278 15(45) 18(55) 00822 13(39) 20(61) 0369 16(50) 16(50) 0503 12(38) 20(62) 0467
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28. abra. Kaplan-Meier analizis a magas és az alacsony H-score betegcsoportokban
a tavoli metasztazis nélkiili (DMFS) és teljes tulélési (OS) adatok felhasznalasaval.
200 honapos kovetés talélési adatait vizsgaltuk. A medidan H-score-ok
figyelembevételével 150-es H-score cut-off érték mellett a p-S6, LDHA, GLS és Rictor,
mig 200-as H-score cut off érték mellett a FASN és CPT1A in situ expresszi6 alapjan

alacsony (z61d) és magas (fekete) expresszioju csoportokat vizsgaltunk az analizisben.

A legérdekesebb tulélési Gsszefiiggéseket abban az elemzésben kaptuk, amelyben
kombindltan értékeltiik az mTOR aktivitast és a tobbi metabolikus utvonal markereket.
J6 metabolikus alkalmazkodasi képességiinek értékeltiik (magas metabolikus plaszticitasi
értek) azokat az eseteket, amelyeknél a mTOR aktivitassal 0sszefliggd p-S6 festés H-
score értéke mellett még legalabb két masik metabolikus Utvonal enzim H-score értéke
magas volt. Ezek alapjan nem szignifikdnsan, de jelentds mértékben (trendszeriien)
Osszefiigg a j06 metabolikus alkalmazkodasi képessége a vizsgalt daganatoknak a rossz

progndzissal, a rovidebb tavoli metasztazis mentes €s teljes taléléssel (29. abra).
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Ez az expresszids mintazat, amelyben a vizsgalt markerek koziil a p-S6 magas H-
score mellett legalabb két tovabbi enzim magas H-score értékelést kapott, a négy masik
vizsgalt koziil (LDHA, GLS, FASN vagy CPT1A), még jo prognozisa HR+ szubtipusok
esetében is felhivhatja a figyelmet a varhat6 rossz prognézisra, a szorosabb utankoévetésre
(30. abra). llletve biztato kilatasokat jelenthet olyan TN emldcarcinomas betegek
esetében, ahol az elébbi vizsgalt paraméterekkel meghatdrozott magas metabolikus

alkalmazkodoé képesség tumorsejtekben nem jelenik meg (30. abra).
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29. abra. A magas metabolikus plaszticitis erds pozitiv tendenciat mutatott az
emlédaganatos betegek rosszabb tulélésével. Kaplan-Meier analizissel zold szin az
alacsony, mig fekete a magas metabolikus plaszticitast jeloli. A szignifikancia p értékét

megadtuk.
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30. abra. Reprezentativ p-S6, Rictor, LDHA, GLS, CPT1A és FASN immunreakciok
két emlécarcinoma esetben. A fels6 2 sorban egy magas metabolikus és mTOR
aktivitasu LumB tipust daganattal (a GLS kivételével) a beteg talélése csak 38 honap
volt megfeleld kezelés mellett. Mig a masik, TN esetben (als6 2 sorban) az alacsony H-
score értékek hosszi 189 honapos tuléléssel (OS) tarsultak standard kezelés mellett.
DAB-reakcié (barna), hematoxilin magfestés, azonos nagyitasok (a képek job felsé

sarkaban).
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A  KM-plotter adatbazis emldcarcinomds betegek 0Osszegyiljtott mRNS
expresszids, tulélési és egyéb klinikai adatait és ezek elemzésének lehetdségét
felhasznalva elvégeztiik a vizsgalt fehérjékhez kapcsolhatd gének mRNS expresszios
adatainak prognosztikai szempont analizisét iS. Hasonlo Osszefliggéseket talaltunk
LumA tipust emlécarcinomas betegek adatainak elemzését kovetden: a magasabb S6,
LDHA ¢s CPTI1A, illetve alacsonyabb FASN és GLS mRNS expresszié a rosszabb
prognodzisu betegek esetében volt jellemz6 (4. tablazat). Ez alatamasztja a sajat in situ
fehérje expresszios és mintazat értékelésiink alapjan kapott eredményeket (4. tablazat).
A Rictor és az mTOR mRNS-ek esetében eltéréseket mutatott a KM-plotter elemzésiink
¢s a fehérje mintazatok THC elemzései alapjan kapott eredményiink. A Rictor és mTOR
fehérjéknek a funkcidi nemcsak mennyiségiiktdl, hanem egyrészt modosuldsaiktol
(tobbféle foszfoprotein - pl. mTOR foszforilaciok aktivitdsszabalyoz6 hatasai), mésrészt
sejten beliili elhelyezkedésiiktél vagy mTOR komplex partnereiktdl is jelentOsen
figgenek, ami magyardzatot adhat a kiilonbségekre. Ezentil az utobbi két fehérje
expresszios €s aktivitas kiilonbségeinek szerepe més tumorok esetében is inkdbb a magas
mTOR aktivitds és az mTORC2 komplex (Rictor) jelenlétének rossz progndzisban

jatszott szerepére hivjak fel a figyelmet.

4. tablazat. KM-plotter metaanalizis eredménye mRNS expresszio és klinikai adatok

osszefiiggésében kiilonb6zo emlodaganat mintakban.

ER+PR+/- HER2- ER+PR+/-HER2+/- HR.- HER2+ TNBC
mRNS Gén ID KM-plotter n=1933* n=1149* n=251* n=255*
Szimbolum
*kivéve Rictor n=841 *kivéve Rictor n=407  *kivéve Rictor n=156  *kivéve Rictor n=161
Hazard log-rank teszt Hazard log-rank Hazard log-rank Hazard log-rank
Ratio O8-TaNIk fesZ Ratio teszt Ratio teszt Ratio teszt
mTOR 202288 _at MTOR 0,73 0,0004** 0,73 0,0014%* 0.82 0.31 1.13 0.,5745
S6 201252 at S6 1,41 7,.8%10-5%* 1,39 0,0007%* 1,24 0,2781 0,77 0,2283
Rictor 226312 _at Rictor 0,86 0.2314 0.6 0,0011** 0,98 0,9457 0,56 0,0401**
LDHA 200650_s_at LDHA 1,28 0,004%* 1.45 0,0001%* 1,23 0,2857 1.4 0,1202
GLS 203159 at GLS 0,68 0,000014%% 0,74 0,0017%*% 0,87 04729 1,11 0,633
FASN 212218 s at FASN 0,95 0,5819 0,86 0,1107 1,01 0,9429 0,85 0,4485
CPTIA 203634 _s_at CPTIA 1,45 1,9%10-5%* 1.06 0.5398 0,72 0,0904 1,18 0.4363
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Tovabbi statisztikai elemzéseket végeztiink az adott vizsgalt tényezdk rizikd
becsld értékének meghatarozasa érdekében. COX regresszid és multivariancia analizis
(amelyben figyelembe vettiik az életkort, szubtipust, HR statuszt, grade-et és stadiumot)
szerint magas p-S6 H-score és az altalunk meghatarozni javasolt jO6 metabolikus
alkalmazkodé képesség alkalmasak lehetnek riziké meghatarozasra (p-S6 — RR=2.528;
95% CI 1.278 to 5.00; p=0.008, metabolikus plaszticitas score — RR=2.48; 95% CI 1.021
to 6.021; p=0.045). Mas altalunk vizsgalt IHC markerek ilyen szerepét a vizsgalt
betegszam mellett nem tudtuk igazolni. Ennck eldontéséhez és a masik két faktor
potencialis jelentéségének igazoldsdhoz nagyobb esetszamu, multiparametrikus

vizsgalatokat igényelne.

424 Az mTOR gatl6 kezelések hatasanak vizsgalata doxorubicinnel és doxycycline-

nel kombinacidban in vitro és in vivo

A gliomak esetében rendkiviil hatdsosnak taldlt rapamycin és doxycycline
kezeléseket a a ZR75.1 LumB human emlétumor sejtekkel in vitro és in vivo is tudtuk
tanulmanyozni. Nemcsak a RAPA ¢és DOXY kezeléseket, hanem a doxorubicin
(emldcarcinomak esetében alkalmazhatd kemoterapia) kezeléseket és ezek kombinacioit,
hatdsossagukat is vizsgaltuk. Eredményeink szerint a vizsgalt harom kombinécio
(Rapat+Doxy, Rapa+Doxo, Doxo+Doxy) szignifikdnsan jobban csokkentette a sejtek
tapasztaltunk, a tumorok méretét és végleges tomegét is szignifikansan csokkentették a
kombinacios kezelések (31. abra). In vivo leghatdsosabbnak a RapatDoxy kezelés
bizonyult, ami tudomasunk szerint az elsé in vivo eredmény a rapamycin és a doxycycline

in vivo tumornovekedés gatld hatasaval kapcsolatban.
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31. abra. Rapamycin, Doxycycline, Doxorubicin és ezek kombinaciéinak in vitro és
in vivo hatasa human emlédaganat modellben. a. ZR75.1 sejtek végzett rapamycin
(Rapa 50 ng/ml), doxorubicin (doxo 50 ng/ml), doxycycline (Doxy 10 uM) hatdsainak
proliferacié gatlo hatasa (72h) Alamar Blue és SRB tesztek eredményei alapjan. b.
ZR75.1 xenograft tumorok tumorndvekedésének valtozasa 3 hetes rapamune- (1 mg/mL,
per os 3 mg/kg testtomeg), doxorubicin- (2mg/mL, ip. 2mg/kg testtomeg) és
doxycycline-monoterapias (200mg/kg testtomeg), valamint rapamune+doxorubicin és
rapamune-+doxycycline kombinacios kezelés mellett (heti haromszor). A tumortérfogatot
az alabbiak szerint szamoltuk: /6 x (2 x kisebb (tumoratméré +nagyobb atmérs)/3)3, a
grafikon mellett a kezelés végén mért tumortomegeket is megadtuk. A szignifikans

(p<0,05) kiilonbségeket jeloltiik.
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5 Megbeszélés

Napjaink tumorbiologiai és klinikai vizsgalatai egyre novekvo érdeklédést mutatnak
a tumorsejtek metabolikus tulajdonsagai — ezenbeliil az in vivo szdveti heterogenitas és
az metabolikus plaszticitas (sejtek metabolikus adaptacios képessége) jellemzése irant
(266). A kozelmultban megjelent transzkriptomikai és metabolomikai elemzések
eredményei arra utalnak, hogy egy igen Osszetett metabolikus valtozas is felmeriil a
tumorokban. A jol ismert glikolitikus és OXPHOS fenotipusok mellett tovabbi tn. hibrid
(Warburg+OXPHOS; W/O) és metabolikusan inaktiv allapotok is kialakulhatnak az
egyes sejtekben vagy adott tumorokban. Az eddigi eredmények azonban elsGsorban
szoveti homogenizatumokbdl (adatbazis eredmények) és/vagy sejtes kisérletekbol
szarmaznak, a patomorfoldgiai IHC-vizsgalatokat ritkan végeznek el (57, 267).

Az anyagcsere-jellemzés fontossagat mutatjak a bemutatott in Situ szdveti szintii
vizsgalataink és a kapcsolodo sejtvonal kisérleteink eredményei is. Munkank soran
megvizsgaltuk a két tumor tipust, a gliomdkat és emlddaganatokat reprezentald
sejtvonalak metabolikus adaptacidval kapcsolatos mTOR aktivitas €s enzim expresszios
profiljat - mint modellrendszereket —, és tobbféle gatloszer hatasait (mTOR , glikolizis,
glutaminolizis ¢és lipid-metabolizmus - lipid-oxidaci6 ¢és szintézis gatlok) is.
Parhuzamosan a jellegzetes érzékenység kiillonbségek és a jelenlegi terapias eredmények
hatterében az el6bbi folyamatokat betegek szovetmintain végzett in situ vizsgalataink
eredményeivel 1s Osszevetettiik, hogy alatdmasszuk a metabolikus heterogenitas
jelentdségét és bemutassuk a metabolikus gatlé kombinacios kezeléseknek potencialis

onkoterapias felhasznalasat.

5.1 Human glioma szdvetek és sejtvonalak mTOR aktivitasa és metabolikus

jellegzetességei, mint lehetséges terapids célpontok

A jelenlegi standard kezelések (miitét, radio- és sugarterapia) eredményeit és az
Uj terapiak bevezetésének sikerét szamos tényezo befolyasolhatja gliobasztomas betegek
esetében. llyenek, a tumor specialis lokalizacidja (vér-agy gat megakadalyozza egyes
gatloszerek eljutdsdt a tumor kornyezetébe; miitéti kockazatok és a sugarterapia
életmindséget jelentésen korlatozod roncsold hatasai), a daganatok genetikai és szoveti

heterogenitasa, rezisztencia kialakulasa, vagy egyéb toxikus mellékhatasok (268, 269).

91



DOI:10.14753/SE.2020.2419

Elébbiek korlatozo hatasai hozzajarulhatnak az agydaganatok kitijulasahoz és a jol ismert
kedvezébtlen terapids eredményekhez. A miitéti beavatkozas ¢€s terapias kezelés mellett
ujra megjelend daganatokért gyakran a dormant-, vagy daganat Gssejteket teszik felel9ssé.
A legujabb ismereteink alapjan ezeknek a sejteknek a proliferald daganatsejtektol eltérd
metabolikus aktivitasuk lehet és ez is hozzajarulhat a terapias kezelések vagy akar a
célzott kezelések hatasatol fliggetlen talélésiikhoz, terapia rezisztenciajukhoz (270).
Napjainkban a gliomak kezelésének fejlesztésében egyrészt a kezelGszerek
célbajuttatasanak javitdsa, masrészt az angiogenezis gatlok, vagy az EGFR mellett a
PI3K/Akt/mTOR jelatviteli itvonal gatlok alkalmazasa, illetve szamos alternativ terapias
lehetéség (fotodinamikus, hipertermias kezelés és immunterapias kezelések) szerepel
(268, 271). Minden eddigi probalkozas azonban gyakorlatilag sikertelen és nem javitotta
lényegesen sem a tulélését sem az életmindségét a betegeknek. A tumorsejtek
alkalmazkodasanak egyik, még kevésbé feltart és a gliomak esetében is kevéssé jellemzett
eleme a tumor novekedése és a kezelések mellett a daganatsejtek, igy a glioma sejtek
anyagcsere valtozasainak megismerése. A tumorsejtek metabolikus plaszticitasanak, a
mikrokdrnyezeti kapcsolatainak, illetve ezek terdpia kdzben bekdvetkezd valtozasainak
megismerése, ¢s ennek az alkalmazkodasnak a gatlasa még egy eddig nem kihasznalt
eszkoz lehet a jovoben (272). Az uj fejlesztésekhez azonban pontosabb ismeretekre, a
tumorok in situ vizsgalatara, metabolikus jellemzésére, még tobb molekularis adatra
lenne sziikség. A jelenlegi gétloszerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsanak
mechanizmusardl és az ennek a hétterében alloé metabolikus tulajdonsagokrol, anyagcsere
adatunk. A daganatbiologiai kutatasok fontos 0j teriilete a metabolikus atprogramozas -
redox homeosztazis fenntartasa, energia és épitéelemek biztositasa a proliferaciohoz,
vagy nyugvo dallapot bioenergetikai hatterének biztositdsa - és a rezisztencia
mechanizmusok kapcsolatanak megismerése (3).

In situ vizsgalatainkban kiilonb6z6 mTOR ¢és metabolikus fehérjék expresszidjat
jellemeztik. Mi is megfigyeltik a glioma szovetek intra- és intertumoralis
heterogenitdsat, a normal szdvethez képest magasabb mTOR aktivitasat és ezzel
parhuzamosan bizonyos metabolikus enzimek mennyiségének valtozasait gliomakban,
ami nagyfoktl metabolikus plaszticitast jelenthet a miitétileg el nem tavolitott

tumorsejteknek.
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Az IDH mutans esetekben Aaltalunk is kimutatott glutamindz expresszid
fokozodasa nem ismeretlen, ez a glutamin hasznositasara és ennek IDH mutans
gliomakban kitiintetett szerepére utal. Korabbi vizsgalatainkban mi is igazoltuk, hogy az
IDH mutans gliomak mTOR aktivitasfiiggd 2-HG onkometabolit termelésének forrasa a
glutamin és ennek gatlasa kiemelt jelentéségii is lehet ezekben az esetekben (273).

A CPTI1A expresszidjanak fokozddasat és potencialis jelentdségét mar masok is
megerdsitették (274). Tobb esetben vizsgaltak a lipid anyagcsere mellett a glutaminolizist
és glikolizist (275), illetve ezek mértékének mTOR aktivitastol valo fliggését, amit
munkacsoportunk is vizsgalt glioma sejtvonalakban (276). Sajat in vitro vizsgalataink is
megerdsitették, hogy akar egyszerre tobb metabolikus adapatacios ttvonal magas
aktivitasat jellemz6 fehérje expresszids mintazat egy sejtvonalban Osszefiigghet a
temozolomide rezisztenciaval vagy csokkent rapamycin érzékenységgel. Temozolomide
és rapamycin monoterapias kezeléseket kovetéen a sejtek  metabolikus
alkalmazkodasanak jeleként a glikolitikus, OXPHOS és lipid anyagcsere enzimek
expresszidja egyarant megvaltozhat. Hasonlo, jellegzetes OXPHOS eltolodasrol
szdmoltak be temozolomide és radioterdpias rezisztencia vizsgalatok kozben mas
munkacsoportok is gliomakban (277-279).

Munkankban CPT1A, ACSS2 mennyiségi ndvekedését és a FASN csokkenését
figyeltik meg sejtvonal fliggéen, ami az adott sejtek alkalmazkodasaban a lipid
anyagcsere valtozasara és acetdt forrasok intracranidlis hasznositdsara hivjak fel a
figyelmet. Ezek az eredményeink alatamasztjdk masok megfigyeléseit, amelyek
ramutatnak az acetat és lipidek hasznositasanak potencialis szerepére a glioma sejtek
tulélésében, terapia rezisztenciajaban (280). Ez Gsszefiigghet azzal az irodalmi adattal is,
ami gliik6z megvonas esetén AMPK aktivaciot és az autofagia aktivaladsa mellett fokozott
acetat hasznositast irt le glioma sejtekben (281). Az altalunk szoveti szinten megfigyelt
CPT1A, FASN ¢és ACCS2 expresszio kiilonbségek eldbbiekkel Osszefiiggésben arra
utalnak, hogy az acetat és lipid anyagcsere szerepet jatszik a terapiarezisztencia
kialakulasaban ebben a daganattipusban. A CPT1A fehérje fontos egyik
sebességmeghatirozd enzime a zsirsav oxidacionak is, gatldsa etomoxirral lelassitotta a
glioma tumornévekedését xenograft modellben (272, 282).

In vitro proliferacios vizsgalatainkban metabolikus gatloszereket hasznaltunk,

amelyek onmagukban kevésbé voltak hatasosak. Gyakran figyeltik meg, hogy a
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parhuzamosan ezekben az esetekben a Rictor expresszio emelkedett a kiilonféle kezelések
utan (TMZ, Doxy, Etom, BPTES), aminek szerepe lehet az anyagcsere-valtozasok
iranyitasaban és a terapia rezisztencia kialakulasaban. Ezek alapjan az mTORC2-nek
fontos szerepét erdsithetjilk meg a metabolikus eltolodasban. Pl. kKimutatott fokozott
AMPK expresszié és az autofagia aktivacid a rezisztencia mechanizmusokban arra
utalhat, hogy a metabolikus gatlokat érdemes lenne dual-mTOR inhibitorokkal
kombinalni. Az mTORCI1 és C2 komplex-ek esetében egyre tobb adat tdmasztja ala, hogy
szerepiik lehet a fenti metabolikus folyamatok szabalyozasaban (283, 284).

Szamos tanulmanyban sugalljak, hogy a tumorok bioenergetikai valtozasai a
sejten beliil tovabbi dinamikus valtozasokat okoznak (285), igy adott folyamatok
kombindlt gatldsa attorheti a rezisztencia mechanizmusokat. Ezek és mas, kiilonb6zd
tamadéaspontu metabolikus gatloszerek akar metabolikus katasztrofat is eldidézhetnek a
high grade glioma sejtekben. A temozolomide kezelés pl. autofagia inhibitorral
kombinacioban mutatott jelent6s in vitro glioma novekedés gatlo hatasokat (286, 287).
Tobb tanulmény van az autofigia gatlok kombinalt alkalmazisanak eredményeirdl, pl.
célzott kinaz inhibitorokkal is gliomakkal kapcsolatban (288). Ezekkel az eredményekkel
Osszefliggésben leirtak, hogy high grade gliomak magas LC3 expresszioval rendelkeznek,
ami tamogatja a talélésiiket (289), ez megerdsiti az in vitro eredmények in vivo
jelentdségét. Fontos azonban a daganatok kialakulasaban és progresszidjaban az
autofagia vitatott szerepére is felhivni a figyelmet, ami még Osszetettebb lehet in vivo
vizsgalatok esetében (290). Kisérleteinkben kimutattuk az autofagiat gatlé chloroquine
érzékenységet a vizsgalt sejtekben, és ennek sejtvonal fiiggd szinergista hatasait is
megfigyeltiik egyes kombinaciokban mas gatloszerekkel (Rapa+Chl és Chl+Etom). Az
etomoxir kombinacios hatasai azonban csak egy sejtvonalban voltak jelentésebbek.

Tovéabbi érdekes megfigyelésiink a mitokondridlis OXHPOS eltolodas tobb
mono- vagy kombinalt kezelést kovetden (pl. Rapa és Chl, vagy Rapa+Chl), amelyekre
az Alamar Blue és SRB tesztek eredmény kiilonbségei is felhivtak a figyelmet. Ezt az
OXPHOS-ra valé metabolikus valtast tobbféle kezeléssel lehet gatolni, pl. Gboxin-nal,
vagy mas mitokondridlis funkcidkat gatlo kezelésekkel, akar bizonyos antibiotikumokkal
is (tigecycline, doxycycline). Utobbi antibiotikumok felhasznalasi lehetdségeit mar
szintén tesztelik (100, 109). A doxycycline kezelés hatasait még 2007-ben Wang-Gillam

€s munkatarsai irtak le glioma sejtekben, vizsgalataikban a nagy dozist doxycycline (10
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pg/ml) ugyan csak alacsony proliferacio gatlo hatast mutatott, de MMP2 expresszio gatlo
hatast is megfigyeltek (291). Ez vizsgalataik szerint potencialis migraci6 gatlo lehetoség
¢s ezt a hatast a doxycycline esetében egy masik munkacsoport is valoszintisitette TSC2
mutans sejtekben (292). A doxycycline és mas antibiotikumok tumorellenes hatasat tobb
csoport is intenziven vizsgalja, s6t tumor dssejtekre gyakorolt hatasat is kimutattak mar
(293). Egy munkacsoport a doxycycline-t in vitro és in vivo is tesztelte glioma
modellekben, ahol A172 astrocytoma sejtekben nagyon hatékony tumorndvekedés
gatlonak bizonyult (294). Munkamban alkalmazva dnmagaban doxycycline-t, a BPTES-
hez (glutaminolizis gatld) hasonléan nem tapasztaltunk jelentds poliferacio gatld hatast.
Ennek hatterében a mitokondirdlis folyamatok gatlasakor megjelend glikolitikus
kompenzaci6 lehet, amire a sejtek LDHA expresszidja €s a tapfolyadékban korlatlanul
elérhetd gliikoz lehetoséget teremt (295). JelentGsége van azonban ezeknek a
kezeléseknek, mert a doxycycline a rapamycinhez hasonléan temozolomide-ra
szenzitizalta a glioma sejteket.

Legérdekesebb eredményiink, hogy a doxycycline fokozta a rapamycin anti-
proliferdciés hatésat az Osszes vizsgalt glioma sejtvonalban. Osszességében ez a
kombinacio a kiilob6z6 kombinacids kezelések kozott varhatd mellékhatas profilja
alapjan is jol toleralhato lehet, igy hasonld hatékonysag mellett Oridsi lehet a
rapamycin+doxycycline kombinacié jelentdsége. A vizsgalt harmas kombinacios
kezelések koziil sejtvonal fiiggden egy-egy sejtvonal esetében kaptunk csak jelentdsebb
hatasfokozodast. Igy figyelembevéve a mellékhatasok fokozodasat is a legjobb
kombinacioknak a kiilonb6z6 rapamycin kombinaciok (TMZ/Doxy/Etom/Chl) tiinnek,
kivéve a Rapa+BPTES-t. Mindezek alapjan a rapamycin jol ismert metabolikus gatlo
hatésai (gatolhatja a glikolizis, glutaminolizist és szamos kindz aktivitast, ami egyéb
sejtfolyamatokhoz kapcsolodik) miatt idedlis bazisa lehet egy jovObeni metabolikus gatlo
kezelésnek mas gatlokkal kiegészitve, amennyiben a mellékhatasokat a betegek toleralni,
a Klinikusok menedzselni képesek.

Eredményeink arra utalnak, hogy érdemes megfontolni metabolikus gatloszerek
alkalmazasat a gliomas betegek terapiaban. Onmagukban a hagyomanyos kemoteréapias
szerek és az mTOR gatlok nem hoztdk meg a vart eredményeket, ezek oka lehet a
szovetek heterogenitdsa, a metabolikus plaszticitds és a terapia kozben a cellularis

metabolikus atrendez0dések megjelenése. A rezisztencia kialakulésa, illetve a dormant
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sejtek allapota Osszefligghet a Warburg/OXPHOS fenotipusos eltolédassal, a
mitokondrialis folyamatok feler6sodésével, amit glioma sejtekben eredményeink is
alatdmasztanak.

A megvaltozott mitokondridlis funkciok gatldsat, a kemoterapiara valo
érzékenység novelését gliomdk esetében korabban az ETC komplex I-et is gatld
metformin, illetve phenformin adasaval sikeriilt elérni (296). Ezek a nem daganatellenes
gyogyszerek tobb daganat tipusban is igéretesnek bizonyultak, illetve gliomakban in vitro
és in vivo modellekben is tesztelték sikeresen (297). Eredményeink alapjan azonban nem
csak ezeknek a nem daganatellenes készitményeknek kell tovabbi figyelmet szentelni. A
doxycycline felhasznalasanak torténete a fertdzésekben hosszii és biztonsagos,
bizonyitottan athatol a vér-agy gaton is (298), eredményeink szerint pedig potencialisan
hatékony a glioblasztoma kezelési kombinaciokban, ahol a jelenlegi terapiaban csak
kevés szer elérhetd.

A vizsgalt glioma sejtvonalakban az eredeti metabolikus fenotipus ¢és a
kezelésekre bekovetkezett metabolikus valtozdsok nem mutattak egyértelmi
Osszefliggést a metabolikus valtozasokban. A fenotipusos valtozdsokhoz kapcsol6do
kezelésekre adott valaszok értelmezéséhez és az adaptaciés mehcanizmusok feltarasahoz
természetesen tovabbi vizsgalatokat kell végezni. Azonban adataink azt sugalljak, hogy
a kimutatott metabolikus heterogenitds (a magas mTORC2 komplex aktivitas, a Rictor,
p-Akt, p-S6, CPT1A és LDHA enzimek fokozott expresszidja gliomak esetén), tobb
enzime nagyon igéretes kombinacios célpont lehet. A személyre szabott terapiakhoz még
tobb vizsgalatra van sziikség: karakterizalni kell a metabolikus folyamatokat nagy beteg
populécion a betegség klinikai és terapias adatainak fliiggvényében, tanulmanyozni kell
az in vivo hatasait potencialis kombinacioknak és sok 0j vagy mar ismert metabolikus off-

target hatasu gyogyszernek, amelyek mellékhatas profilja akar még kedvezobb is lehet.

5.2 Human emlddaganatok mTOR és metabolikus aktivitas jellemzése és ennek

jelentdsége
Munkankban vizsgalt 10 - a kiillonb6z6 emld daganat szubtipusokat reprezentald -

sejtvonalban a legtobb monoterapias, metabolikus gatldo kezelés (a glikolizis gatlok

kivételével) onmagdban mérsékelt anti-proliferativ hatast mutatott. Ez is aldtdmasztja az
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emld carcinoma sejtek jelentds alkalmazkodoképességét ¢és tulélési/novekedési
potencidljat. A sejtek alkalmazkodd képességének alapjat és szubtipus fliggetlen
karakterét a vizsgalt mTOR aktivitas és metabolikus alkalmazkodas hatterében kimutatott
utvonalak elérhetésége is alatimasztotta. A megfelelé enzimek jelentds expressziot
mutattak a vizsgalt sejtekben.

Az in vitro hasznalt glikolitikus inhibitor (3BP) intenziv hatasa inkabb a
sejttenyészetek in vitro gliikozfiiggéségével korrelalt, amely nem feltétleniil minden
eml6daganat sejt in vivo tulajdonsaga (pl. a PET-CT negativ esetek (299)). Az LDHA
(Warburg-effektus) vagy az LDHB (reverz Warburg) enzimek expresszidja egyéni
kiilonbségeket mutatott, ezek az egyik leginkabb Warburg glikolizist jellemz6 markerek.
Normoxias sejttenyésztési koriilmények kozott a sejtkultura proliferacids aktivitdsaval
parhuzamosan megfigyeltiik az extracellularis savasodést, annak ellenére jelenik meg €z
a pszeudohipoxias laktat termelés, hogy a sejtekben az LDHA ¢és B expresszio alapjan
laktat felhasznalas és termelési mechanizmus is rendelkezésre all a sejt energia
sziikségleteinek kielégtéséhez. Altalanos megfigyelés, hogy a névekvd mennyiségii laktat
¢és savasodas a legtobb sejttenyészetben, beleértve a vizsgalt emld carcinomakat is az
intenziv proliferacio jele. Ezek az eredmények megerdsitik a Warburg-effektus mar
ismert bioenergetikai hozzajarulasat a daganatok novekedési potencialjahoz, amelyet
szamos emlddaganatokkal kapcsolatos kézleményben a rossz prognézissal, a rosszabb
prognézisu szubtipusokkal hoznak Osszefiiggésbe (300, 301). IHC-eredményeink - az
alacsonyabb esetszam ellenére — is ravilagithatnak a Warburg-effektus prognosztikai
jelentdségére, a magasabb LDHA H-score Osszefiiggést mutatott HR statusszal és a
szubtipuseloszlassal, de a teljes vizsgalt beteg anyagban is 6sszefliggést mutatott a magas
LDHA H-score a rossz prognézissal és rovidebb taléléssel (96 honapos kdvetés idészak
DMSF-ben és OS-ben). Az elmult évtizedben a Warburg-effektus gatladsa és/vagy a
glikolizis - ideértve a monokarboxilat-transzportereket is - a tumorokkal kapcsolatos
tanulmanyok kozéppontjdban allt. A vart siker azonban elmaradt (néhany vizsgélat
kivételével) a vizsgalt szerek hatastalansaga (metabolikus alkalmazkodasi mechanizmus)
vagy mellékhatas/toxicitasa miatt (302).

A célzott mTOR-gatld terapiak hatasai sokfélék lehetnek, daganatellenes
tulajdonsagait mar egyes emlddaganatok kezelésében 1is kihasznaljadk, bar a

mellékhatasok gyakran gatat szabnak a kezelésnek. A rapalégokat az exemestane

97



DOI:10.14753/SE.2020.2419

kombinaciok részeként vezették be az elérehaladott esetekben; és a jelenleg elérhetd
faziskisérletek eredményei felhivjdk a figyelmet az mTOR-gatlok esetleges hatékony
alkalmazasara mas altipusokban is, mint példaul HER2+ vagy TN emlédaganatok (303,
304). Bizonyos ellentmondasok talalhatok az mTOR, p-mTOR és mas mTOR aktivitasi
markerek értékelésében és prognosztikai jelentéségében, a kiilonféle munkakban (305,
306). In situ megallapitasaink Osszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy
korrelacié van a magas mTORCI aktivitas (p-S6) és a rosszabb prognozis, a rovidebb
talélés kozott. A p-S6 magas expresszidja fiiggetlen kockazati tényezd Ilehet
emlddaganatokban, ez a megfigyelés ravilagithat az mTORC1 hiperaktivitas fontossagara
minden altipusban. Az in vitro kezelési eredményeink és az altalanosan magas Rictor
expresszio a sejtvonalakban, a normal és a rosszindulatu emldszovetekben is arra utalnak,
hogy megfontoland6 az mTORC?2 aktivitas gatlas jelent6sége, az mTORC1/C2 gatlok
elkezdték a legkiilonbdzobb daganatokban és mar folyamatban vannak a faziskisérletek.
A mellékhatasok azonban itt is gyakoriak, viszont kezelhetok lehetnek; és a végso
eredmények igéretesnek tlinnek (307-309). Ezek a tanulmanyok jo (még jobb)
biomarkerek kivalasztdsat és a jelenleg elérhetd kombindlt terdpidk kidolgozasat
javasoljak. Figyelembe véve a rapalogok kiilonféle metabolikus hatasait, illetve
potencialis szerepét az mTOR komplexek hatasain keresztiil az adaptacioban/rezisztencia
mechanizmusokban, érdemes mas metabolikus inhibitorok mTOR inhibitor
kombinacidjat a tumorndvekedésgatlasban tesztelni. Ezen kiviil fontos az mTORC1/C2
komplex aktivitasanak vizsgalatat és célpontként validalasat a terapia el6tt elvégezni.

A rosszindulati daganatok (példaul gliomédk és hepatocellularis carcinomak) mas
kisérleti eredményei is azt mutatjak, hogy az OXPHOS/mitokondrialis biogenezis vagy
glikolitikus gatloknak fokozott daganatellenes hatasa van rapaldogokkal kombinacioban
(259, 310). Tovabbi lehetéségek lehetnek az autofagia, a lipid-oxidacid/-szintézis vagy
mas OXPHOS-gatlok tesztelése a legjabb célzott terdpidk kombinalasaval. Ezeket a
lehetdségeket sikeresen tesztelték mas rosszindulatu daganatokban is (99, 311, 312).
Ennek és a sejtek metabolikus allapotanak jelentdségét a legtobb epidemologiai vizsgalat
is alatamasztja az emlédaganatok esetében, pl. a metformin kezelés csokkenti, mig az

elhizas és az inzulinrezisztencia noveli a daganatok el6fordulas gyakorisagat (313, 314).
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Célzott terapiaban a glutaminolizist és a lipid anyagcserét, mint potencialis célpontot
is figyelembe kell venni, ezek az anyagcsere ttvonalak is alternativ szubsztrat, energia
hozzaférést biztosithatnak a sejteknek. A glutamin kétiranyG bioenergetikai
felhasznalasanak folyamata (oxidacié vagy reduktiv karboxilacid) hozzajarul a magas
alkalmazkodasi képességhez, amelyet szamos rosszindulati daganatban leirtak (315-
317). A glutamint glutamatta atalakit6 enzimek, a glutaminazok (GLS, GLS2 izotipusok
és izoformaik) fontos szabalyozo szerepet jatszhatnak a metabolikus adaptacioban (317).
A GLS izoformék szabalyozasi szerepe eltérd lehet, €s expresszids mintazatuk is sejttipus
fliggd, igy tumortipus fiiggd is lehet. Az kisebb molekulatomegii CAG izoformahoz
kapcsolodo funkcidk az irodalom alapjan tumorigenikus potenciallal birnak, de a masik
izoforma nem (318). Vizsgalatainkban, a legtobb esetben a fokozott GLS fehérje
expressziot detektaltuk, de in situ nem tudtuk megkiilonboztetni az izoformakat (ilyen
antitest nem allt rendelkezésiinkre). Megallapitasunk, miszerint a magas GLS H-score
inverz korrelaciot mutat a vizsgalt betegek prognozisaval, ezért tobbféleképpen is
értelmezhetd, mert a vizsgalatban nem tudtuk elkiiloniteni az izoformakat, igy ez a masik
magas GLS expresszié nem biztos, hogy ellentmond az in vitro tapasztalt GLS gatlok
alacsony hatékonysaganak. A glutamin forrasia TCA-ciklus feltoltést vagy az acetil-KoA
(Ac-KoA) elballitasat szamos, gyorsan reaktivalddo utvonal segitheti el sejttipustol és
szoveti kornyezettdl fliggben, kiilondsen a tumorsejtekben (319). Ezek egyike a lipid
anyagcsere; mind a lipolitikus, mind a liposzintetikus enzimek jelen vannak az in vitro
jol proliferaldé emld carcinoma sejtvonalakban. Megallapitasaink, IHC vizsgalataink
alapjan ez a tulajdonsag az in situ novekvo emld daganatsejtekre is jellemz6 altipustol
fiiggetleniil. A CPTIA és a FASN jelentés mennyisége megfigyelhetd volt a sejtek
metabolikus alkalmazkodasanak jeleként a vizsgalt human esetek tobbségében is. A lipid
metabolizmus adaptacios mechanizmusainak fontossagaval lehet Osszefiiggésben, hogy
az esetek 2/3-ban egyidejiileg mutattuk ki a CPT1A és FASN fehérjék nagy mennnyiségét
ugyanazokban a sejtekben, ugyanazon tumor teriileteken (mintazat egyezés). A CPT1A
relativ magasabb H-score értéke és a FASN relativ alacsonyabb H-score értéke
Osszefliggott az esetek rosszabb tulélésével (Kaplan-Meier-gorbék), rosszabb
progndzisaval. A hossza lancu zsirsavak potencialisan magas mitokondrialis transzferje

tamogathatja a rosszindulatu tumorsejt klonok tulélését, és ezek jelenléte a szovetben
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eredményeink alapjan elére jelezheti a rosszabb prognozist. Elobbivel dsszefiiggenek
azok a lipid anyagcsere valtozasok, amelyek szerint a sejtek akar kiilsé forrasbol igénybe
vehet6 zsirsav felvétele korrellal rezisztencia mechanizmusokkal. Lapatinib-rezisztens
sejtekben emelkedett a CD36 (FA transzporter) expressziot és fokozott exogén FA
felvételt, felhasznalast irtak le (320). Ez, adatainkhoz hasonléan kiemeli a lipid-
anyagcsere valtozasainak fontos szerepét emlddaganatok progresszidjaban.

Egy-egy anyagcsere mechanizmus gatlasa Onmagaban szinte biztos nem elég
hatékony (kivétel, ha valamilyen genetikai vagy egyéb okbdl attdl kizardlagosan fiigg az
adott tumorsejt), ezek kombinacidja azonban egymassal vagy mas célzott terapiakkal
eredményesebbé tehetik a jovobeni kezeléseket. Példaul a rapamycin szinergizalhat
FASN-gatlokkal, citotoxikus hatasuak lehetnek ER/HER+ emlé carcinoma sejtekben
(321). Vagy, ahogy sajat vizsgalataink mutatjdk a rapamacin+doxycycline kezelés
hatékonyan gatolja a tumorndvekedést a ZR75.1 HER2+ sejtekben nemcsak in vitro,
hanem in vivo is, ami megerdsiti a gliomak esetében tapasztaltakat, amely szerint tobbféle
daganat potencialis forrasa elképzelés ezen sejtek fontos tulajdonsaganak tartjak a lipid-
oxidacio és a szintézis kozotti valtast, ami igy potencialis terapias célpont lehet (64, 322).
Uj lehetéség az OXPHOS mechanizmusok gatlasanak megfontolasa a dormant (nyugvo),
dssejt-szerl, kemorezisztens sejtek tamadésa esetében. A legijabb eredmények €s teoridk
szerint metabolikusan plasztikus tumorsejtek, nevezziik 6ket nyugvéd tumorsejteknek,
epithelialis-mesenchymalis transzformaciora képes vagy daganat Ossejteket, tobb
adaptacios mechanizmust hordoznak, de ezeket tamadva ezek lehetnek a daganatok
»Achilles sarkai” (323, 324).

Uj eredményeink hangsiilyozzik, hogy a metabolikus plaszticitas, a metabolikus
hibrid fenotipusok jelenléte kulcsszerepet jatszik a terapia rezisztencia kialakitasaban (83,
325). Munkank tjdonsaga, hogy tobb anyagcsere folyamatot és a szovetek ezekkel
Osszefliggd heterogenitasat vizsgaltuk egyszerre. Eredményeink szerint a multiplex
metabolikus atrarendezédés képessége mTOR hiperaktivitas mellett emlddaganatokban
szubtipus fiiggetlentil rossz prognosztikai jel. EIobbi mechanizmusok feltérképezése utan
talan lesz esély egyénre szabott haté¢konyabb terapidk tervezésére a jelenleg még rossz

prognozisii emlddaganatos betegek esetében.
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Megallapitasaink, amelyek szerint az mTOR aktivitds vagy mas metabolikus
tényezOk jellemzése segithet a tumoros betegségek, igy a nagyon rossz prognodzisu
glioblastomdk és a rossz progndzisi emldédaganatok progressziojanak elérejelzésében,
hangsulyozzak a munkaban is érintett metabolikus atrendezédési mechanizmusok
fontossagat. Elébbiek mellett eredményeink felvetik potencialis metabolikus gatloszer
kombinaciok felhasznalasanak jelent0ségét mas terdpia rezisztens daganatok standard

kezelésében is.

101



DOI:10.14753/SE.2020.2419

Kovetkeztetések

Human glioma szovetek és sejtvonalak mTOR aktivitasaval és metabolikus

Jjellegzetessegeivel kapcsolatos eredmények

1. Jellemezve a human gliomak mTOR aktivitadsat a normal agyszovet alacsonyabb
mTOR aktivitasdhoz képest a gliomak jelenlegi kezelése melletti rosszabb
progresszioval 6sszefliggd mTORC1 és mTORC2 komplex aktivitas emelkedést
figyeltiink meg. IDH mutdns gliomakban mérsékelten emelkedett, mig az IDH
vad tipusu gliomakban jelentdsen fokozott mTOR aktivitast irtunk le.

2. Az mTOR aktivitasokkal parhuzamosan a CPT1A és ACCSS2 fehérjék szoveti
mennyisége is emelkedett a gliomakban, eldbbiek mellett az IDH vad tipusu
szovetekben jelentds 4ltaldnos metabolikus enzim expresszi6 emelkedést
tapasztaltunk. Ezek az eredmények a high grade gliomak nagyfokt bioenergetikai
alkalmazkodd képességére ¢és a glikéz mellett egyéb tapanyaghasznositési
utvonalak jelentdségére hivjak fel a figyelmet.

3. A glioma sejtvonalak monoterapiads temozolomide, mTOR inhibitor és egyéb
metabolikus gatldszer kezelésekben megfigyelt alacsony érzékenysége 0sszefiigg
az in vitro kezelések eredményeként kimutathatd metabolikus enzim expresszio
valtozasokkal (metabolikus plaszticitas) és az mTOR komplexek kozotti aktivitas
atrendezésekkel, mTORC?2 iranyt aktivitas eltolodassal.

4. Egyszerre tobb gatloszer, anti-metabolikus kezelés kombinacidk, az eldbbi
metabolikus  4trendezddéseket  meggatolva  jelentdsen  fokozzdk a
tumorndvekedést gatlo hatasokat glioma sejtvonalakban. A
temozolomide+rapamycin mellett mas rapamycintantimetabolikus gatloszer
kombinaciok (pl. rapamycintdoxycycline vagy rapamycin+chloroquine
kezelések) komplex additiv, szinergista hatasai jelentdsen novelik a

tumornovekedés gatld hatasokat, novelhetik a jelenlegi kezelések hatékonysagat.
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Kiilonbozo szubtipusu emlodaganat sejtvonalak és human biopszidas mintak mTOR

és metabolikus jellemzésével kapcsolatos eredmények

A vizsgalt emlddaganat sejtvonalakat egyedi, szubtipustdl fiiggetlen mTOR aktivités
és metabolikus enzim expresszio és ezzel dsszefiiggd in vitro inhibitor érzékenység
kiilonbségek jellemzik

A vizsgalt sejtvonalak metabolikus enzim expresszios profilja és intracellularis
metabolit koncentracidi alapjan a Warburg fenotipus jobb prognézist szubtipusokban
is lehet jellemz6, nemcsak a tripla negativ szubtipusban.

In vitro vizsgalataink alapjan kivalasztott 6 IHC festés (p-S6, Rictor, GLS, LDHA,
CPTI1A, FASN) segitségével az emlddaganatok mTOR aktivitdsa és metabolikus
plaszticitasa alapjan:

A magas mTOR aktivitassal Osszefiiggd magas p-S6 H-score érték szubtipustol
fliggetlen Osszefiiggést mutat a betegek rovidebb metasztazis mentes és hosszatava
tulélésével.

A Warburg glikolizissel 6sszefliggé magasabb LDHA expresszio jellegzetesebb a HR-
szubtipusokban.

Az emlddaganatos betegek tilélési adatainak elemzése alapjan a magas CPT1A
expresszio a rosszabb, mig a magas FASN expresszid a jobb prognozissal fiigg 6ssze
A jellemzésiink segitségével kialakitott magas metabolikus plaszticitds (magas mTOR
aktivitas mellett legalabb két masik vizsgalt metabolikus enzim fokozott termelése a
tumorszovetben) értékelés €s a rosszabb tulélés kozott osszefliggést mutattunk ki. A
vizsgalt 6 festés egyiittes ertékelése segitheti a szubtipus alapjan jo progndzisi HR+
emld daganatok esetében a szorosabb kovetést igényld betegek meghatarozasat vagy

jovObeni terapidjuk, a relapszust kovetd kezelés dtgondolasat.
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7 Osszefoglalas

A szoOveti heterogenitas és a tumorban a mikrokOrnyezet, vagy kezelés hatasara
bekovetkezd  valtozdsok fontos tényez6i a daganatos progresszionak. A
tumorndvekedésben nélkiilozhetetlenek a proliferaciot, talélést biztositdé folyamatok
bioenergetikai hatterének biztositasahoz sziikséges metabolikus valtozasok. A terapia
soran megjelend rezisztenciamechanizmusok megértéséhez a tumorheterogenitas
genetikai jellegzetességeinek vizsgalata mellett a daganatok anyagcsere valtozéasainak
megismerése is szlikséges.

Munkamban human glioma és emlddaganat sejtvonalak metabolikus tulajdonséagait
¢és inhibitor érzékenységét tanulmanyoztuk. mTOR ¢és metabolikus gatloszerek, illetve
kombinacioik tumorndvekedés gatld hatasait teszteltiik in vitro és xenograft modellekben
is. Az mTOR ¢és anyagcsere aktivitassal kapcsolatos fehérjék mennyiségét, valtozasait
Western blot/WES Simple vizsgéalatokkal hataroztuk meg. Human biopszids mintakban
metabolikus és mTOR aktivitassal 0sszefiiggd fehérjék immunhisztokémiai kimutatasat
értékelve vizsgaltuk az expresszios valtozasok klinikai, prognosztikai jelentdségét.

A gliomékban a rosszabb prognézisu esetek magasabb mTOR, mTORC?2 aktivitasat
figyeltilk meg. Az mTOR aktivitasokkal parhuzamosan a CPT1A és ACSS2 fehérjék
szoveti mennyisége is emelkedett klinikai mintdkban. Az IDH vad tipusu gliomakban
jelentds altalanos metabolikus enzim expresszié emelkedést tapasztaltunk. Az mTOR és
metabolikus gatloszerek, illetve ezek kombindcidi szignifikans proliferacid csokkenést
eredményeztek glioma sejttenyészetekben. Tovabba az mTOR inhibitor kombinalt
antimetabolikus kezelések jelent6s emlddaganat novekedésgatlo hatast mutattak in vivo
is. Emlédaganatokban az mTOR aktivitds és mas metabolikus utvonalakat jellemzd
markerek segitségével igazoltuk, hogy a daganat szubtipusatdl fiiggetleniil a metabolikus
plaszticitas a rosszabb tuléléssel Osszefliggést mutat.

Ezek az eredmények a high grade gliomak ¢€s a rossz prognozisu emlédaganatok
nagyfoku bioenergetikai alkalmazkodé képességére és a gliikoz mellett tovabbi - terdpis
targetként is felhasznalhato - tadpanyaghasznositasi Gtvonal jelentdségére hivjak fel a
figyelmet. A munkankban beallitott mTOR és metabolikus aktivitast szabalyozo
fehérjéket kimutatd, immunhisztokémiai panelek alkalmasak lehetnek a metabolikus

plaszticitas feltérképezéséhez mas tumorokban is.
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8 Summary

Tissue heterogeneity and adaptation to microenvironmental or therapy related
alterations are important factors in tumor progression. For tumor growth, metabolic
changes are essential to support the bioenergetic background of cellular proliferation and
survival potential. To understand the developing resistance mechanisms, not only the
genetic features of tumour heterogeneity, but the metabolic alterations of neoplastic cells
have to be studied.

In our work, we investigated the metabolic characteristics and the inhibitor sensitivity
of human glioma and breast cancer cell lines. The anti-proliferative effects of mMTOR and
metabolic inhibitors were tested both in monotherapy and in combinations using in vitro
and in vivo xenograft models. Quantitative analyses of mTOR and other metabolic
proteins were performed using Western blot/WES Simple methods. By evaluating the
immunohistochemical detection of mTOR and metabolic activity-related proteins, we
investigated their clinical and prognostic significance in human biopsies.

In gliomas, we observed that elevated mMTOR (mMTORC?2) activity correlated with
worse prognosis. In parallel with mTOR activity, the amount of CPT1A and ACSS2 was
also elevated in clinical tissue specimens. A considerable increase of metabolic enzyme
expression was detected in IDH wild type cases compared either to normal cerebellum or
IDH mutant cases. Significant anti-proliferative effects were observed in glioma cell lines
using mTOR and metabolic inhibitors both in mono- or combination therapies. The
combination of mTOR targeting and anti-metabolic drugs also resulted in significant
proliferation inhibition in xenografted LumB breast cancer. By detecting markers
characteristic for mTOR activity and metabolic signalling, we confirmed that metabolic
plasticity can be associated with worse prognosis in breast cancer independently of
subtypes.

These findings highlight that beside glucose consumption other nutrient intermediates
can also be utilized by high-grade gliomas and aggressive breast cancers. Moreover, our
results underline that this high bioenergetic adaptation capacity of cancers therapeutically
may also be targeted. Our immunohistochemical panels detecting mTOR and other
metabolism regulating proteins may allow detailed characterisations of metabolic

plasticity also in other malignant tumor types.
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Abstract

Background: Glioma is the most common highly aggressive, primary adult brain tumour. Clinical data show that
therapeutic approaches cannot reach the expectations in patients, thus gliomas are mainly incurable diseases.
Tumour cells can adapt rapidly to alterations during therapeutic treatments related to their metabolic rewiring and
profound heterogeneity in tissue environment. Renewed interests aim to develop effective treatments targeting
angiogenesis, kinase activity and/or cellular metabolism. mTOR (mammalian target of rapamycin), whose hyper-
activation is characteristic for many tumours, promotes metabolic alterations, macromolecule biosynthesis, cellular
growth and survival. Unfortunately, mTOR inhibitors with their lower toxicity have not resulted in appreciable survival
benefit. Analysing mTOR inhibitor sensitivity, other metabolism targeting treatments and their combinations could
help to find potential agents and biomarkers for therapeutic development in glioma patients.

Methods: In vitro proliferation assays, protein expression and metabolite concentration analyses were used to study
the effects of mTOR inhibitors, other metabolic treatments and their combinations in glioma cell lines. Furthermore,
mTOR activity and cellular metabolism related protein expression patterns were also investigated by immunohisto-
chemistry in human biopsies. Temozolomide and/or rapamycin treatments altered the expressions of enzymes related
to lipid synthesis, glycolysis and mitochondrial functions as consequences of metabolic adaptation; therefore, other
anti-metabolic drugs (chloroquine, etomoxir, doxycycline) were combined in vitro.

Results: Our results suggest that co-targeting metabolic pathways had tumour cell dependent additive/synergistic
effects related to mTOR and metabolic protein expression patterns cell line dependently. Drug combinations, espe-
cially rapamycin + doxycycline may have promising anti-tumour effect in gliomas. Additionally, our immunohisto-
chemistry results suggest that metabolic and mTOR activity alterations are not related to the recent glioma classifica-
tion, and these protein expression profiles show individual differences in patients' materials.

Conclusions: Based on these, combinations of different new/old drugs targeting cellular metabolism could be
promising to inhibit high adaptation capacity of tumour cells depending on their metabolic shifts. Relating to this,
such a development of current therapy needs to find special biomarkers to characterise metabolic heterogeneity of
gliomas.

Keywords: Glioblastoma, mTOR inhibitor, Anti-metabolic drug combinations, Tumour metabolism, Rapamycin,
Doxycycline, Temozolomide
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Background
Glioma is the most common highly aggressive, primary
adult brain tumour. Based on the World Health Organi-
zation (WHO) Classification of Central Nervous System
Tumours, both low grade and high grade gliomas can be
divided into two categories according to the presence or
absence of IDH1/2 mutations. This classification also has
a prognostic significance—IDH-mutant gliomas con-
fer significantly improved prognosis compared to IDH
wild-type tumours. Testing for 1p/19q-codeletion status
is required for further classification of low grade glio-
mas. As a consequence of an unbalanced translocation
between chromosomes 1 and 19, whole-arm deletions
of 1p and 19q arms are characteristic for oligodendro-
glial tumours. Other molecular alterations can also occur
in gliomas such as EGFR amplification, p16/14 dele-
tion, Notch overexpression, NF-1/PTEN co-deletion or
other mutations e.g. EGFR, PDGFRA, PISKCA, PTEN,
CDKNZ2A/B and p53 [1, 2]. The recent treatments with
surgical resection, followed by adjuvant radiation and
chemotherapy—typically with temozolomide—result in
15-month median overall survival, with two-year relative
survival rate in less than 30% of cases [3]. Other lower
grade gliomas have better prognosis (median survival
rate is approximately 5 years), however, recently gliomas
have been considered as mainly incurable diseases. These
led to continuous interest to develop more effective treat-
ments targeting for example malignancy related angio-
genesis [4], kinase activity and cellular metabolism (5, 6].
Tumour cells can adapt rapidly to alterations in tissue
environment and therapeutic treatments depending on
their metabolic shifts and profound heterogeneity [7]. To
fuel energy-, macromolecule production and build new
cells different metabolic rewiring processes are needed
during tumour progression such as orchestrating TCA
cycle, oxidative phosphorylation (OXPHOS), pentose-
phosphate pathway, amino-acid and lipid synthesis etc.
(DeBerardinis and Chandel summarise highlighted meta-
bolic pathways implicated in tumour metabolism [7]).
The consequence of oncogenic alterations influences
the glycolytic-, glutaminolytic activity, mitochondrial
OXPHOS, lipid metabolism and the expression/activity
of related enzymes in cellular metabolic network. The
expression and activity of the participating enzymes can
mark metabolic alterations at cellular level. The glycolytic
activity or mitochondrial OXPHOS capacity can be fol-
lowed by the expression changes of hexokinase 2—HK2,
phosphofructokinase—PFKP, lactate dehydrogenase
A—LDHA, lactate dehydrogenase B—LDHB or B-F1-
ATP synthase—p-F1-ATPase etc. Lipid metabolism is
influenced by lipid synthesis and oxidation (can be char-
acterised by the expression or activity of fatty acid syn-
thase—FASN; acyl-coenzyme A synthetase short-chain
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family member 2—ACSS2; carnitine palmitoyltransferase
1A—CPT1a etc.). Glutamine consumption is characteris-
tic for many tumours with increased glutaminase (GLS)
expression [8, 9]. In parallel, intracellular metabolite
concentrations (e.g. the main glycolytic product—lac-
tate or other TCA metabolites—such as malate, pyruvate
etc., the measured metabolites by the current study will
included in a figure of the results section), several sub-
strate transporter protein expressions (as glucose, glu-
tamine and monocarboxylate transporters) and their
activity could also be changed [10]. Based on the previ-
ously described metabolic enzyme expression alterations,
recently there has been an increasing interest to target
metabolism regulating pathways or metabolic enzymes in
gliomas and other tumours [11].

mTOR kinase hyper-activation—which often occurs
in different tumours—is linked mainly to PI3K/Akt sig-
nalling activation and alters cellular metabolism, protein
turnover, cell growth and survival. mTOR kinase exists
in two different complexes with characteristic proteins
(such as Raptor and Rictor in mTORCI and C2, respec-
tively) and targets (S6K1, 4EBP1, SREBP1, ULK1, Akt
etc.) [12]. mTORC1 controls anabolic processes such
as protein synthesis and cell cycle entry in response to
cellular energy, growth factor and nutrient availability.
mTORC2—which is mainly influenced by growth fac-
tors—phosphorylates different downstream targets such
as members of the AGC kinase family, Akt, serum/glu-
cocorticoid regulated kinase (SGK) and protein kinase C
(PKC) to promote lipogenesis, glucose uptake, glycolysis
and cell survival [13].

The expression of several mTOR and metabolism
related genes in normal human brain tissues has been
studied previously at RNA and protein levels. Accord-
ing to immunohistochemistry studies and Protein Atlas
expression database, ACSS2, ACSL1 (long-chain-fatty-
acid-CoA ligase 1), CPT1a, GLS and additionally mTOR,
Rictor expressions are low or undetectable (14/0) in glial
cells. Only S6 and Akt protein expressions were evaluated
a slightly higher level (maximum 2+) in normal human
glial cells. In other neuronal cells relatively higher mTOR,
S6, Akt, ACSL1 and GLS expression levels have been
detected.

Several phase I and phase II trials using mTOR inhibi-
tors have been tested in mono-therapy and/or studied
in standard chemo-radiation, however, these have not
resulted in appreciable survival benefit [14, 15]. Com-
bining anti-EGFR or anti-VEGF therapy with mTORI
treatments could have certain significant benefits, how-
ever, these also have no real success. Recently it has also
been described that the effects of rapalog (sirolimus) and
temozolomide could be enhanced for example by chloro-
quine (an autophagy inhibitor) [16]. Despite these trials,
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GBM is still incurable which may be the consequence of
glioma cell survival, metabolic plasticity and heterogene-
ity in developing glioma tissues [11, 14].

In our study, differences in mTOR inhibitor sensitiv-
ity in correlation to mTOR activity and other metabolic
treatment combinations were studied using three human
in vitro cultured glioma cell lines. Using mTOR inhibi-
tors, temozolomide and other metabolic inhibitors (such
as inhibitors of autophagy, beta-oxidation and mitochon-
drial functions) showed individual—cell line depend-
ent—metabolic alterations in our mono-treatment study.
Based on these, further two- or three-drug combinations
were also tested; and the results suggest that co-targeting
these different metabolic pathways—especially by rapam-
ycin+doxycycline combinations—may have therapeutic
benefits. In addition, for such targeting special biomark-
ers and the characterisation of metabolic heterogeneity
of in vivo gliomas are needed as a part of personalised
therapy, where side-effects have to also be considered.

Materials and methods

All materials were purchased from Merck-Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Germany), except where it is indicated in the
text.

Cell cultures and different reagents

U251 (ECACC-09063001, characteristic glioma cell spe-
cific mutations in PTEN, NF-1, p53, MSH2), U87 (ATCC-
HTB-14, characteristic glioma cell specific mutations
in PTEN, NF-1 and Notch-2), U373 Uppsala (U373-U;
ECACC-08061901) human glioma cells were cultured
and treated in DMEM high glucose medium supple-
mented with 10% foetal bovine serum (FBS; HyClone),
2 mM L-glutamine and 100 UI/mL penicillin—streptomy-
cin at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.

Using different assays cells were plated onto 96-well
plates (2—5 x 10? cells/well for proliferation tests) or into
T25 flasks (3—-6 x 10° cells/flask—for LC—MS and West-
ern blot experiments) and treated with different drugs
and their combinations (rapamycin—Rapa, 50 ng/mL;
NVP-BEZ235—BEZ, 1 uM, Cayman; PP242—1 pM, Toc-
ris; doxycycline—Doxy, 10 puM; temozolomide—TMZ,
100 uM; etomoxir—Etom, 50 uM; and chloroquine—Chl,
50 uM) for 72 h, in combinations different drugs were
added at the same time to the cell cultures. 1% DMSO
was added to control cells and was used as a vehicle for
some of the compounds as it was required. The concen-
tration of the used mTOR inhibitors (Rapa, BEZ and
PP242) was applied based on our previous publications
[17, 18]. To study the effect of drug combinations lower
dose than IC50 was applied in case of used metabolic or
other inhibitors, these drug concentrations were defined
by using others’ previous IC50 data and our preliminary
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experimental work in gliomas or other cancer types
[19-22]. Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific) and SRB
tests were used to determine the anti-proliferative effects.
At the end of different in vitro treatments a 4-h incuba-
tion period was performed with Alamar Blue. Fluores-
cence was measured in the 570-590 nm range by Ascent
software (Fluoroskan Ascent FL fluorimeter; Labsystems
International). In SRB assay, after 10% trichloroacetic acid
fixation the cells were incubated with sulforhodamine B
(15 min, 0.4 m/v%) following 10 mM Tris base addition.
The absorbance was measured at 570 nm in a microplate
reader. Percentage of the cell proliferation was given rela-
tive to control samples. At the beginning of experimen-
tal workflow both proliferation assays were performed
and cell numbers were also followed after different treat-
ments. No significant alterations were detected between
the effects using different assays—these similarities were
shown in Figs. 1 and 2.

To analyse the additive or synergistic effects of differ-
ent drug combinations Combination Index (CI) was used
[23]. The CI was calculated as E/ELEB , where EA and EB
were the individual effects of the mono-therapy and EAB
was the observed combination effect. CI is within 0 and 1
means that the combined drugs have no additional effect
on cells, in case CI is 1 indicates additive and above 1
synergistic effect, respectively.

Metabolite analysis using liquid chromatography-mass
spectrometry

Intracellular metabolites—lactate, pyruvate, citrate,
a-ketoglutarate (AKG), succinate, fumarate, malate,
glutamate, aspartate—were extracted based on Szo-
boszlai et al. with some modifications [24, 25]. Inter-
mediates were extracted from cells and supernatants
by methanol-chloroform-water (9:1:1) and vortexed
at 4 °C. After centrifugation (15,000xg, 10 min, 4 °C)
supernatants were stored at — 80 °C until liquid chro-
matography-mass spectrometry (LC-MS) measure-
ments. The concentrations of lactate, pyruvate, citrate,
AKG, succinate, fumarate, malate, glutamate and
aspartate were assessed by using calibration curves
obtained with the dilution of analytical grade stand-
ards in the range of 0.5-50 pM and the given ng/10°
cells concentrations were used in ratio calculation.
LC-MS assays were used by Perkin-Elmer Flexar FX10
ultra-performance liquid chromatograph coupled with
a Sciex 5500 QTRAP mass spectrometer. Chroma-
tographic separation was carried out on a Phenom-
enex Luna Omega C18 column (100 x 2.1 mm, 1.6 pm)
(GenLab Ltd., Budapest, Hungary). The mobile phase
consisted of water and methanol containing 0.1% (v/v)
formic acid. The MS was operating in negative elec-
trospray ionisation mode. For the measurements the
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Fig. 1 mTOR activity and metabolic differences in U251, U87 and U373-U human glioma cells. a mTOR activity related proteins and other
metabolic enzyme expressions characterise and show some individual differences in the studied human glioma cell lines—representative figures
of Western blot results; b the enzyme expression profiles could correlate to mTOR inhibitor sensitivity of glioma cells (rapamycin—Rapa 50 ng/mL;
NVP-BEZ235—BEZ 1 uM; PP242 1 uM for 72-h treatments), which were monitored by Alamar Blue and SRB proliferation tests—the cell proliferation
of untreated controls was considered 100%; rapamycin inhibited the proliferation in all studied cells, significantly; Significant differences compared
to rapamycin were labelled by *p <0.05

following settings were adjusted—source temperature:
300 °C ionisation voltage: —4000 V, entrance poten-

Expression analysis of mTOR and metabolic proteins
by Western blot

tial: — 10 V, curtain gas: 35 psi, gasl: 35 psi, gas2: 35
psi, CAD gas: medium. Multiple reaction monitor-
ing (MRM) mode was applied to perform quantitative
analyses.

Protein extracts were lysed (50 mM Tris, 10% glycerol,
150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 10 mM NaF, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM NaVO,, pH 7.5)
from at least 1 x 10° cells and quantitated using Bradford

protein reagent (BioRad) for Western blot analysis using

(See figure on next page.)

Fig. 2 Intracellular metabolite concentrations in the studied three glioma cell lines. a High level of intracellular lactate or glutamate and differences
in the concentration of other metabolites, such as pyruvate and several TCA cycle metabolites—metabolites were measured by LC-MS and the
relative distributions of the detected LAC lactate, PYR pyruvate, CIT citrate, AKG a-ketoglutarate, SUC succinate, FUM fumarate, MAL malate, GLUT
glutamate were given; b the highest lactate/malate ratio showed the highest glycolytic activity in U87 cells; c alterations in metabolite levels
measured by LC-MS after 72-h mTORI and temozolomide treatments—(citrate/pyruvate)/(fumarate/succinate) ratios were given in untreated
controls % to characterise OXPHOS function. Drugs were used in the following concentrations—rapamycin—Rapa 50 ng/mL; NVP-BEZ235—BEZ

1 UM; PP242 1 uM; temozolomide—TMZ 100 uM. Significant changes were labelled * (p < 0.05)
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sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis. After wet transfer PVYDF membranes (BioRad) were
incubated with the following antibodies: anti-phospho-
mTOR (Ser2448) (p-mTOR; 1:1000; #2971, Cell Sign-
aling Technology—CST), anti-mTOR (mTOR; 1:1000;
#2972, CST), anti-phospho-S6 (Ser 235/236) (p-S6;
1:1000; #4858, CST), anti-S6 (S6; 1:1000; #2317, CST),
anti-phospho-4E-binding protein 1 (Thr37/46) (p-4EBP1;
1:1000; #2855, CST), anti-Rictor (1:1000; #2140, CST),
anti-phospho-Akt (p-(Ser 473)-Akt; 1:2000; #4060,
CST), anti-Akt (pan) (pan-Akt; 1:1000; #4691, CST) anti-
lactate dehydrogenase A (LDHA; 1:1000; #3582, CST),
anti-lactate dehydrogenase B (LDHB; 1:2000; #85319,
Abcam) anti-glutaminase (GLS; 1:1000; #15676, Abcam),
anti-carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1a; 1:1000;
#128568, Abcam), anti-fatty acid synthase (FASN; 1:1000;
#3180, CST) anti-acyl-coenzyme A synthetase short-
chain family member 2 (ACSS2; 1:1000; #3658, CST),
anti-hexokinase 2 (HK2; 1:1000; #2867, CST), anti-phos-
phofructokinase (PFKP; 1:1000; #8164, CST) anti-p-F1-
ATP synthase (B-F1-ATPase; 1:2000; #14730, Abcam)
anti-pyruvate dehydrogenase (PDH; 1:1000; #3205, CST)
and anti-p-actin (1:5000; #A2228, Sigma-Aldrich) were
used as loading control. At the end biotinylated second-
ary antibodies, avidin-HRP complex (Vectastain Elite
ABC Kit, Vector) and enhanced chemiluminescence
technique (Pierce ECL Western Blotting Substrate using
Li-Cor-C-Digit) were applied and the expression of pro-
teins was quantitated by Image Studio Digits program.

Patients, tissue samples and immunohistochemistry
Isocitrate dehydrogenase (IDH) wild-type (n=10), IDH-
mutant (n=8) human glioblastoma and high-grade
astrocytoma tissues were studied, two cases harboured
1p19q trisomy or tetrasomy. Samples were obtained by
surgical resection at National Institute of Clinical Neu-
rosciences (Budapest), between January 1, 2014 and
December 31, 2015. Peritumoral brain tissue (n=2) was
also analysed as control. The archived FFPE tissue blocks
were used with the approval of the Hungarian Scien-
tific Council National Ethics Committee for Scientific
Research (No. 7/2006). All cases were re-reviewed and
re-classified based on The 2016 World Health Organiza-
tion Classification of Tumors of the Central Nervous Sys-
tem [1].

Immunohistochemistry was performed on tissue
microarrays (TMAs) with double scores per patients.
Representative areas were selected by a neuropathologist
for TMA construction. After deparaffinization, the tis-
sue sections underwent antigen retrieval (citrate buffer
pH 6, in a pressure cooker). Slides were incubated with
the appropriate primary antibodies which were used in
Western blot analyses to detect LDHA, GLS, CPTla,
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FASN, ACSS2, HK2 or were established previously
to detect p-mTOR activity related proteins (p-mTOR
Ser2448—1:100; #2976, CST; p-S6 Ser 235/236—1:100;
#2211, CST; Rictor -1:1000 A500-002A, Bethyl; phos-
pho-Akt (p-(Ser473)-Akt—1:100; #4060, CST) at room
temperature for 90 min, followed by Novolink Polymer
Detection System (Novocastra, Wetzlar, Germany), DAB
(Dako) chromogen and haematoxylin counterstaining.
A scale of 0-3 was used for semiquantitative analysis
of immunoreactivity by two independent pathologists
(using Panoramic Viewer Software—3D Histech) as fol-
lowing: no staining, 0; weak staining, 14; intermediate
staining, 2+; and strong staining, 3+.

Statistical analysis

The data are presented as mean=+ SD deviation and cal-
culated from three independent experiments with at least
three or more parallels, depending on the used method.
Data evaluation of in vitro experiments was performed
using Student’s t (two-tailed) test and one-way analysis of
variance (ANOVA). IBM SPSS software (version 22; SPSS
Inc, Chicago, IL) was used to evaluate multiple compari-
sons. p <0.05 was considered statistically significant.

Results

Differences in metabolic enzyme expressions and mTORI
sensitivity in human glioma cells

The studied IDH wild-type glioma cell lines with different
known oncogenic mutations (see in methods) showed
high mTOR activity, due to well-known characteristics
of PTEN loss and/or PI3K/Akt hyper-activation. High
expression levels of proteins related to both mTORC1
and C2 activity were characteristic for the studied gli-
oma cells, especially p-S6, p-4EBP1 and p-(Ser473)-Akt.
U373-U showed relatively lower Rictor and p-(Ser473)-
Akt expressions than the others (U251 and U87 cells).
After 72-h mTORI treatments we could detect certain
significant anti-proliferative effects of mTORCI inhibi-
tor (rapamycin) and other dual (NVP-BEZ235—BEZ)
or ATP competitive (PP242) mTOR inhibitors using
Alamar Blue and SRB proliferation tests. In correlation
to the lower Rictor and p-(Ser473)-Akt expression, PP242
(mTORC1 and C2 inhibitor) had no significantly higher
anti-proliferative effect than rapamycin in U373-U cells,
as expected. These results highlighted the known poten-
tial importance of slight differences in mTOR activity and
mTORI sensitivity in glioma cells (Fig. 1a, b).

Analyses of other bioenergetic pathway related enzyme
expression profiles (Fig. 1a) and intracellular metabolite
concentrations in these cells revealed further differences.
U251 and U373-U cells showed lower glycolytic capac-
ity related to low HK2 and in parallel, altered PFKP/LDH
expression patterns. U87 cells expressed higher level of
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glycolytic enzymes than the other two cell lines. Individ-
ual GLS, ACSS2 and B-F1-ATPase expression levels were
also detected. Moreover, FASN expression was relatively
higher than CPT1a in all studied glioma cells which can
be in correlation to the growing cell culture character-
istics and metabolic shifts towards anabolic pathways
(Fig. 1a).

Relating to the manifold potentially useful bioener-
getic capacity, we measured high lactate, glutamate and
detectable amount of TCA cycle metabolites in all stud-
ied cells by LC—-MS. The intracellular lactate concentra-
tion, the lactate/malate ratio and its inverse correlation to
pyruvate levels reflected to the protein expression profile
of the related enzymes (HK2, LDHA, PKFP) (Figs. 1a,
2a). In our previous work the intracellular lactate/malate
ratio was suggested as a potential metabolic marker [24,
25], these ratios showed the highest glycolytic activity in
U87 cells and lower in U251 and U373-U cells (Fig. 2b).

mTORI and temozolomide induce metabolic alterations

in glioma cells

It was suggested and described that mTORIs can sen-
sitise gliomas to therapeutic temozolomide treatments.
In this study, we tested the anti-proliferative effect of
different mTORIs and temozolomide in combinations.
Rapamycin was more effective than temozolomide
in each cell line tested using Alamar Blue and SRB
assays. Moreover, rapamycin+ temozolomide com-
binations showed significantly enhanced anti-prolif-
erative effects in the studied glioma cells as expected.
Rapamycin 4 temozolomide combination was highly
effective—synergistic—in U373-U glioma cells but this
combination was less effective in the other two cells
(U251, U87) (Fig. 3). We analysed the expressions of
certain mTORC1 and C2 complex activity related pro-
teins and other metabolic proteins after applying mTO-
RIs or temozolomide. The effectivity of mTORIs was
monitored by checking p-S6 and p-4EBP1 levels. These
showed that all mTORIs reduced the phosphorylation
of S6, however, in the studied cell lines mTORCI1 and
C2 inhibitors could only reduce the p-4EBP1 level.
mTORIs resulted in downregulated HK2, GLS and
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lipid synthesis enzyme (FASN) expression and in par-
allel upregulated beta-oxidation enzyme (CPT1la) and
ACSS2 levels in a cell line dependent manner (e.g.
GLS expression was not decreased after BEZ treat-
ment in U251; and HK2 expression was not altered in
U87 cells). These data correlate with inhibited mTORC1
functions in parallel with the altered expressions of
certain studied glycolysis, glutaminolysis and lipid
metabolism related enzymes. The rapamycin-mediated
upregulation of mMTORC2 complex activity (p-(Serd73)-
Akt increase) was shown in U251 and U373-U cells,
and this was not observed (p-(Ser473)-Akt expression
was lower) with dual PI3K-mTOR inhibitors (neither
BEZ nor PP242) in all cells (Fig. 3).

Temozolomide significantly elevated p-4EBP1 levels
in glioma cells and increased S6 phosphorylation in
U251 but this was decreased in U87 and U373-U cells
in contrast to the effects of mTORIs. In addition, temo-
zolomide decreased lipid synthesis related FASN with-
out influencing CPT1a expression in the studied glioma
cells (Fig. 3).

In our previous metabolic studies of other tumour
cells, the lactate/malate ratio was suggested using as a
part of metabolic characterisation. In the current study,
after 72-h different mTORI and temozolomide treat-
ments we found that concentration changes of other
metabolites need to be also considered to follow and
analyse the metabolic changes at cellular level. Concen-
trations of other glycolytic and TCA cycle metabolites
(e.g. pyruvate, citrate, succinate and fumarate) were
considered to reveal the sign of glycolytic-OXPHOS
alterations. According to our data, the ratios of citrate/
pyruvate and fumarate/succinate showed the inhib-
ited glycolytic and induced mitochondrial oxidation
processes (OXPHOS shift)—significant changes were
shown in Fig. 2c. The sign of such a significant altera-
tion which is characteristic for OXPHOS shift was
not detected in response to temozolomide treatments.
These findings are in line with the fact that enzyme
expression profile alterations are not characteristic for
inhibited glycolysis and induced oxidation response in
temozolomide treated glioma cells (Fig. 3b).

(See figure on next page.)

Fig. 3 The anti-proliferative effects and alterations in mTOR activity and other metabolism related protein levels in response to mTORI and

temozolomide treatments in human glioma cell lines. a mTOR inhibitors (rapamycin—Rapa 50 ng/mL; NVP-BEZ235—BEZ 1 uM; PP242 1 uM) and
temozolomide (TMZ 100 uM) 72-h combination treatments effectively inhibited the proliferation of U251, U87 and U373-U cells—Alamar Blue and
SRB proliferation test results, the cell proliferation of untreated controls were considered 100% (temozolomide slightly reduced the proliferation and
had no significant growth inhibitory effect on U251, mTORIs had similar effects as in Fig. 1a, and all temozolomide +mTORI combined treatments
had significant anti-proliferative effects, p <0.05; the additive (A) or synergistic (S) effects of inhibitor combinations were given based on Cl
calculation, SD was added); b altered expressions of mTORC1 and C2 activity related proteins and other metabolic enzymes were also shown after
different mono-treatments (results of representative Western blots after 72-h treatments)
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The effects of doxycycline, etomoxir and chloroquine

in human glioma cells

Based on these alterations, other anti-metabolic treat-
ments were also performed in our in vitro study; mito-
chondrial functions, lipid metabolism and autophagy
were targeted. Slight anti-proliferative effects (10-25%
reduction) of doxycycline (mitochondrial translation
inhibitor using 10 uM [29]), etomoxir (beta-oxidation
inhibitor using 50 pM) and chloroquine (autophagy
inhibitor using 50 uM) were detected in almost all 72-h
mono-treatments in vitro (Fig. 4a). In response to the
above treatments we could observe the following indi-
vidual differences in protein expression patterns: (a) in
parallel with low anti-proliferative effects, doxycycline
decreased p-(Ser473)-Akt level in all cells, significantly
increased ACSS2 expression in U251 and U373-U;
(b) etomoxir treatments increased CPT1la and ACSS2
expressions—these alterations could compensate meta-
bolic stress in case of inhibited lipid oxidation. Although
etomoxir did not alter significantly any other investigated
protein levels, neither mTOR activity related p-S6/p-
(Serd73)-Akt nor others; (c) The autophagy inhibitor
chloroquine decreased CPT1a level and increased FASN
expression significantly in U373-U and U251 cells.
Decrease in p-(Ser473)-Akt and ACSS2 expression levels
were also detected in U251 and U87 cells after chloro-
quine treatments (Fig. 4b).

Effects of combined treatments

As drugs like doxycycline, etomoxir and chloroquine
exerted lower effects in mono-therapy, we decided to
combine them further to target the metabolic adaptation
in temozolomide and rapamycin treatments. Our find-
ings suggest that certain of these new two-drug combina-
tions—such as temozolomide and rapalogs—had rather
cell line dependent additive effects (Fig. 5) relating to
mTOR activity and other metabolic enzyme expression
patterns. While etomoxir/chloroquine in combination
with rapamycin or temozolomide were less effective two-
drug treatments; temozolomide + chloroquine and rapa-
mycin + chloroquine combinations were additive in U251
and U373-U cells, respectively. Doxycycline increased the
effect of rapamycin in all glioma cells (the effects were
synergistic in U251 and U373-U cells), moreover, in U87
cells this antibiotic treatment could induce the effect of
rapamycin 4 temozolomide treatment (see below), as
well (nevertheless rapamycin + doxycycline combination
was not synergistic in U87 cells).

In U251 cells, we compared p-S6, p-(Serd73)-Akt,
FASN, CPT1a and B-F1-ATPase expression changes fur-
ther after using two-drug (rapamycin+ temozolomide/
doxycycline or temozolomide+ doxycycline) combi-
nations (Fig. 4c). Our results suggest that these drug
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combinations, especially rapamycin and doxycycline
mutually affect the mechanism of each other’s meta-
bolic adaptation. In U251 cells p-S6 and p-(Ser473)-Akt
expressions were reduced (Fig. 4c) in response to rapa-
mycin+ doxycycline/temozolomide combinations.
However, lipid metabolism related enzymes did not fol-
low these expression changes in correlation to lowered
mTOR activity (CPT1a and FASN expressions were not
significantly changed). Moreover, -F1-ATPase expres-
sion (as a result of altered—collapsed—mitochondrial
OXPHOS) was downregulated following these—rapamy-
cine + temozolomide/doxycycline—two-drug treatments
(Fig. 4¢).

Furthermore, the effects of three-drug combinations
exerted on proliferation were also tested in glioma cell
lines. Based on our 72-h proliferation data, we found
that the anti-proliferative effects of rapamycin + temozo-
lomide treatments were significantly increased by add-
ing doxycycline to U87 cells as it was described above.
Rapamycin + temozolomide 4+ doxycycline was effective,
but could not induce the effect of either mono-therapy
in U251 or U373-U. Other three-drug combinations also
seemed to be very effective such as rapamycin 4 doxycy-
cline 4 chloroquine/etomoxir in U373-U cells or temo-
zolomide + doxycycline + chloroquine in U251 and U87
(Fig. 6).

Heterogeneity of metabolic protein expression in human
glioma biopsies

Analysing the data of in vitro treatments and compar-
ing these to the protein expression profiles of the cells
suggest certain baseline protein expression differences
in the studied cell lines. These could correlate to rapa-
mycin+ temozolomide effectivity or could help to find
which other combinations can result tumour growth
inhibition in less sensitive cell lines. In vitro cell lines
do not necessarily reflect clinical tumours in all aspects;
therefore, metabolic enzyme expressions were studied
in human glioma biopsies and peritumoral normal brain
tissues by immunohistochemistry, as well. We tested the
expressions of certain proteins—which were previously
analysed by Western blot—using immunohistochemis-
try in situ on human biopsy samples (10 wild-type and
8 IDH-mutant cases). Both intratumoral (see in Fig. 7
representative p-S6, p-Akt and FASN staining het-
erogeneity) and case dependent heterogeneous stain-
ing intensities were detected at tissue level. Beside the
detected remarkable high mTOR activity—which showed
intra- and intertumoral heterogeneity with average score
2+ of all mTOR complex expression and activity mark-
ers in the studied cases—high expression of CPT1a was
detected in all studied human glioma cases compared to
normal brain (high scores—3+—were evaluated in 17/18
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Fig. 4 Metabolic drugs induced proliferative and protein expression profile changes in human glioma cells. a Doxycycline (Doxy 10 uM), etomoxir
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studied glioma cases Fig. 7). It was also concluded that
ACSS2 and p-(Ser473)-Akt/Rictor expression differences
showed high score variability among tumours; IHC stain-
ing intensities were scored between 14 and 3+ in same
grade IDH-mutant and wild-type tissues. Additionally,
FASN expression was only overexpressed in some cases
of the studied biopsy materials. However, GLS overex-
pression was characteristic for IDH-mutant rather than
wild-type gliomas (GLS expression scores were 2/3+ in
6/8 IDH-mutant and 0/1+ in 8/10 studied IDH wild-type
cases). The intratumoral heterogeneity in the expression
pattern of the studied proteins and the higher anti-GLS
staining intensities of IDH-mutant tumour tissues were
shown in representative IHC figures (Fig. 7). An impli-
cation of these findings—the heterogeneity among the
studied IDH wild-type cases—is that the clinical, thera-
peutic data of glioma cases should be studied in correla-
tion to their in situ metabolic protein expression profiles,
especially in case of mTORI and temozolomide treatment

resistant patients (e.g. tumour pairs before and after
treatments).

Discussion

Recent standard therapies have certain limitations in
terms of the special site in the background of blood—
brain barrier, the genetic and tissue heterogeneity and
the often developing resistance against different thera-
pies of highly malignant and recurring gliomas [26].
To the present, PI3K/Akt/mTOR signalling beside
EGER is one of the most frequently targeted pathways
in different solid tumours and gliomas [26, 27]. Clini-
cal data show that the effects of recently used drugs on
GBM patients cannot reach the expectations in stable
diseases; e.g. relapses and moreover, on- and off-target
effects of these high-dose long-term treatments cannot
be tolerated by patients [26]. Dual PI3K/mTOR inhibi-
tors show less toxicity in patients, furthermore, their
clinical efficacy is mainly related to genetic alterations
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expression patterns and evaluated staining scores were shown in representative human IDH wild-type and mutant gliomas. Stainings of normal
brain tissues were added to the upper left corner. High mTOR activity—with tissue heterogeneity and characteristic CPT1a protein overexpression
(17/18 3+ scores) were detected in almost all studied gliomas. The intra- and intertumoral heterogeneity appeared in e.g. p-S6, FASN and
p-(Ser473)-Akt stainings, respectively. Significant differences between IDH wild-type and mutant cases were only observed in GLS expression scores,
the IDH-mutant glioma tissues expressed higher amount of GLS protein (expression scores were 2/3+ in 6/8 mutant and 0/1+ in 8/10 studied IDH
wild-type cases). Further explanation is in the text. Immunohistochemistry stainings of IDH wild-type (n=10) and IDH-mutant (n =8) cases were
developed by DAB (brown) using haematoxylin counterstaining—the representative photos were taken by Panoramic Viewer (3D Histech—x40)

e.g. PI3KCA, PTEN mutations which could suggest pos-
sible mTORI sensitivity of tumours and could not lower
the recurrence. Therefore, more molecular pathology
data are needed to find new therapeutic options and
these are also needed prior to drug administration in
patients. However, many further problems also occur:
(a) the great capacity of tumour tissues for shifting
their metabolic profile to adapt and survive the thera-
peutic conditions in the presence of diverse microen-
vironments [28] and (b) the insufficient cost-benefit in
tolerance of therapeutic efficacy and side-effect toxicity
in patients (many promising drugs, especially mTOR,
glutaminolysis or glycolysis inhibitors have been failed
in clinical trials recently).

After applying temozolomide or rapamycin mono-
treatments, we found that the studied cells could alter
both their glycolytic/OXPHOS and lipid synthetic pro-
cesses as the consequences of metabolic adaptation. We
detected ACSS2 increase and FASN decrease; in paral-
lel, with or without CPT1a expression changes depend-
ent on the cell line examined. These alterations and other
recently published data highlight the potential role of
lipid and/or acetate utilisation as bioenergetic substrates
in survival adaptation during therapy in glioma cells [29].
Our results about the individual differences in FASN
and ACSS2 overexpression, and the overexpression of
CPT1a in almost all clinical samples suggest the poten-
tial role of lipid metabolism in therapy resistance. These
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and the increased ACSS2 expression after temozolomide
or mTORI treatments in vitro correlate to other studies
where inhibited glucose consumption triggered AMPK
activation and autophagy related acetate consumption in
glioma cells [30]. Etomoxir (an irreversible CPT1a inhibi-
tor) can inhibit fatty acid oxidation. Its effect can slow
down glioma tumour growth, which was described in
mouse glioma models [20] and there are many other data
suggesting that fatty acids are critical for GBM growth
[28]. In our work, we observed some additional effects
of etomoxir combinations, however, these were rather
cell type dependent, and less pronounced when this
drug was combined with rapamycin or temozolomide.
Therefore, the potential importance of etomoxir or other
fatty acid oxidation inhibitors need further studies and
improvements.

Several successful results have been reported on using
temozolomide 4 autophagy inhibitor combinations [16,
31]. Chloroquine targeting autophagy showed lower
sensitivity in the studied cells and different two-drug
combinations showed less anti-proliferative benefit with
rapamycin, temozolomide or other used drugs. None
of these combinations reached the effectivity of rapa-
mycin+ temozolomide treatments in the studied glioma
cells in vitro. Moreover, combining chloroquine could
also reduce the efficiency of two other combined drugs
in U373-U cells (data not shown), but could induce the
anti-proliferative effect of temozolomide 4 doxycycline
in U87 and rapamycin+ doxycycline in U373-U, respec-
tively. These results call the attention to the controversial
contribution of autophagy to the development and pro-
gression of cancers, and especially in in vivo trials which
are more complex [32]. Although in in vivo situation with
long-term treatments some unexpected results could also
arise with autophagy inhibitors, beside their hopefully
special benefits, which need further studies.

Before and after radiotherapy significant differences
were described in metabolites, cells rapidly turn to
OXPHOS inhibiting mTOR and HK2 in glioma cell line,
as a model system [33]. In our work, we detected altered
metabolite concentrations but these were the conse-
quences of rather mTORI than temozolomide treatments
specific effects. Metabolic enzyme expression changes
could also be found after temozolomide treatments in the
studied less temozolomide sensitive cell lines (prolifera-
tion was decreased by less than 20% after 72 h). Relating
to the observed effects of temozolomide suggest some
putative shifts towards more OXPHOS-like phenotype in
these cells, which is in correlation to the findings of Oliva
et al. [34, 35] in case of temozolomide chemoresistance
targeted by complex I-IV inhibitors. This work high-
lighted that mitochondrial metabolism could be a thera-
peutic avenue for chemoresistance breakthrough.
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In our work, we used doxycycline (known mitochon-
dria targeting antibiotics) which was able to sensitise
the studied glioma cells to temozolomide. Doxycycline
has been tested recently both in vitro and in vivo gli-
oma models, it was very effective in A172 astrocytoma
cells [36]. Certain aspects of doxycycline treatment
were described by Wang-Gillam et al. in 2007 [37],
they detected mild anti-proliferative effect and MMP2
expression increase in high-dose doxycycline (10 pg/
mL) in vitro treatment. It was suggested that doxycycline
is a potential anti-migratory agent in TSC2 dysfunction
(mutation) cases—but this combination was not further
tested elsewhere [38]. The anti-tumoural properties of
doxycycline and other antibiotics are intensively inves-
tigated by several groups to clear the effect of this drug
on tumour stemness, as well [39]. According to our work,
the synergistic anti-proliferative effects of doxycycline in
combination with other drugs are suggested. We studied
doxycycline + rapamycin treatment first in glioma cell
proliferation and we found that doxycycline enhanced
the anti-proliferative effect of rapamycin in all studied
glioma cells.

These results suggest the importance of testing the
effectivity and the other—such as pro-apoptotic or tis-
sue environmental—effects of this combination further
in vitro and in vivo in gliomas or other tumours (we have
some promising results with other solid tumour cell lines,
as well—data not shown). Additionally, rapalogs or anti-
biotics cause fewer side-effects for patients and can be
combined with other tumour type specific reduced dose
chemotherapeutic treatments.

The detected diversity in the metabolic changes of the
studied glioma cell lines could not point out a clear cor-
relation between the original metabolic phenotype and
the subsequent expected metabolic alteration in response
to certain treatments. To find such potential adaptation
mechanisms related to original phenotype, tumour type
and/or drug responses need further investigation. Based
on our in vitro metabolic drug combination results, we
can suggest using combined treatments against different
metabolic pathways which will restrict the possibilities
of adaptation and rescue mechanisms in many different
tumour cells during the developing therapy resistance.

Based on our IHC results: (a) the expression of many
metabolic enzymes showed intra- and intertumoral
heterogeneity; (b) CPTla expression is elevated in
human glioma cases (our results confirm the potential
importance of CPT1a expression in gliomas which was
described in vitro by Wakamiya et al. [40]); and (c) GLS
is overexpressed in IDH-mutant cases (the importance of
glutamine metabolism was highlighted as special inter-
est in glioma cases by others, as well [41]). These and
the results of our in vitro metabolic drug combination
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treatments suggest considering the use of more poten-
tial metabolic targets in glioma therapy and analysing
these targets further using more clinical samples and sur-
vival data of patients. These could help to identify new
markers beside mTOR activity characterisation—such
as FASN, CPT1la, ACSS2—or find good mitochondrial
function markers (e.g. TOM20, NRF1), and to assign the
metabolic expression profile of tumours before starting
treatments in patients. mTOR inhibitors alone or in com-
binations with traditional chemotherapeutics resulted
mainly at below the expected breakthrough. The main
causes could be the tissue heterogeneity, the metabolic
plasticity and the generated alterations in treated cells.
The dormant, resistant state can also correlate to pheno-
typic OXPHOS shifts and the mitochondrial functions.
Our results could approve this possibility in glioma cells.
In addition, we call the attention for new rapalog+ doxy-
cycline therapeutic combinations in the future with
potentially fewer side-effects.

Targeting altered mitochondrial function to increase
sensitivity was suggested previously to inhibit complex
I in gliomas using other drugs like metformin or phen-
formin [42]. These drugs show promising anti-tumour
effects in multiple cancers which were tested and con-
firmed in glioma in vitro and in vivo xenograft models
[43]. Based on our data, doxycycline needs some more
attention in GBM treatment because it has long and safe
history; furthermore, it can also penetrate across the
blood-brain barrier [44]. Additionally, doxycycline could
be considered as a potential efficacious combining agent
among the few available ones in GBM therapy, especially
with rapamycin or other mTORI treatments. Moreover,
rapamycin 4+ doxycycline combination could have a spe-
cial interest in the standard treatment of other therapy
resistant tumours, as well.

Conclusion

Metabolic heterogeneity and plasticity attract the atten-
tion to tumour metabolism targeting as an anti-cancer
therapy, however, tumour tissue is able to adapt more
successfully to nutrient deprivation or other microen-
vironmental changes than (normal) cells in vitro. To
predict these alterations further studies are needed in
tumour metabolism which might lead to select prognos-
tic and predictive markers. Nevertheless, certain already
well-known agents combined with tumour metabolism
targeting drugs could facilitate the success of recent
tumour therapy. Based on these, there is a great hope
that new or old metabolic inhibitors such as mTOR
inhibitors and other metabolism targeting drugs will
turn the recent therapy highly effective in patients, espe-
cially in gliomas.
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Abstract

The high-grade brain malignancy, glioblastoma multiforme (GBM), is one of the most aggressive tumours in central nervous
system. The developing resistance against recent therapies and the recurrence rate of GBMs are extremely high. In spite several
new ongoing trials, GBM therapies could not significantly increase the survival rate of the patients as significantly. The presence
of'inter- and intra-tumoral heterogeneity of GBMs arise the problem to find both the pre-existing potential resistant clones and the
cellular processes which promote the adaptation mechanisms such as multidrug resistance, stem cell-ness or metabolic alter-
ations, etc. In our work, the in situ metabolic heterogeneity of high-grade human glioblastoma cases were analysed by immu-
nohistochemistry using tissue-microarray. The potential importance of the detected metabolic heterogeneity was tested in three
glioma cell lines (grade III-IV) using protein expression analyses (Western blot and WES Simple) and therapeutic drug (temo-
zolomide), metabolic inhibitor treatments (including glutaminase inhibitor) to compare the effects of rapamycin (RAPA) and
glutaminase inhibitor combinations in vitro (Alamar Blue and SRB tests). The importance of individual differences and meta-
bolic alterations were observed in mono-therapeutic failures, especially the enhanced Rictor expressions after different mono-
treatments in correlation to lower sensitivity (temozolomide, doxycycline, etomoxir, BPTES). RAPA combinations with other
metabolic inhibitors were the best strategies except for RAPA-+glutaminase inhibitor. These observations underline the impor-
tance of multi-targeting metabolic pathways. Finally, our data suggest that the detected metabolic heterogeneity (the high
mTORC2 complex activity, enhanced expression of Rictor, p-Akt, p-S6, CPT1A, and LDHA enzymes in glioma cases) and
the microenvironmental or treatment induced metabolic shift can be potential targets in combination therapy. Therefore, it should
be considered to map tissue heterogeneity and alterations with several cellular metabolism markers in biopsy materials after
applying recently available or new treatments.

Keywords Glioma - Metabolism - Metabolic shift - mTORC2 - Combination therapy

Introduction

The high-grade glial tumour, glioblastoma multiforme
(GBM), is one of the most aggressive and invasive tumours
in central nervous system. Overall median survival of patients
is approximately 8 months after GBM is diagnosed. The cur-
rent standard therapy is surgical resection followed by adju-
vant radiotherapy and/or chemotherapy.
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Many years ago, temozolomide (TMZ) was introduced.
TMZ administration could increase the survival moderately
(up to 1 year) in trials for recurrent GBM to improve patients’
survival [1, 2]. The developing resistance against TMZ (near-
ly 100% in all available treatment combinations) and the re-
currence rate of GBMs are extremely high. The combined
therapies (radiochemotherapy or other targeted therapy com-
binations) have more success and can increase the survival
time and rate. Applying novel combined therapies, 2-year
survival can be achieved in 27% of the cases comparing to
the effect of radiotherapy or TMZ treatment alone (10%).
However, GBM is still an incurable disease [3, 4]. Several
novel trials are ongoing including VEGF inhibitor alone or in
combinations. Moreover, in case of certain immunotherapies,
with limitations and strict requirements — i.e. the drugs have
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to be transported across the blood-brain barrier, phase III
trials are about to start [5, 6]. Despite there have been large
developments in targeted therapy research, the currently
available therapies could not increase the survival rate of
GBM patients as significantly as it is observed in other solid
tumours [7].

Recent studies highlighted that tumoral heterogeneity and
different adaptation mechanisms can promote tumour evolu-
tion in high-grade malignancies. The presence of inter- and
intra-tumoral heterogeneity of GBMs was described using
many techniques including genetic studies and radiological
imaging approaches [8—10]. These and other (e.g. microenvi-
ronmental, metabolic) types of tumoral heterogeneity raise the
problem of finding both the pre-existing potential resistant
clones and the cellular processes which promote the adapta-
tion mechanisms such as multidrug resistance, stem cell-ness
or metabolic alterations, etc. [11].

To design effective (novel) therapies the characteristics of
intra-tumoral heterogeneity and the adaptation mechanisms
during resistance evolution and/or relapsed tumour develop-
ment are needed to study in details [9]. Tumour cells have high
adaptation capacity using many different strategies including
metabolic shifts. In tumour tissues, cells with different charac-
teristics are to find the way to fuel energy and macromolecule
production, and additionally to develop a resistant state in
which the survival and growth are assured even in highly toxic
microenvironment [12]. As for this adaptation, the surviving
and proliferating cells need to orchestrate the speed of TCA
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Fig. 1 Schematic figure of the studied metabolic pathways. The
expressions of glutaminolysis (GLS), glycolysis (GLUT1, GAPDH,
PFKP LDHA, PDH), fatty acid metabolism (FASN, p-Acly, CPT1A),
acetate consumption (ACSS2), mitochondrial oxidative phosphorylation
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cycle, oxidative phosphorylation (OXPHOS), pentose-
phosphate pathway, amino-acid and lipid synthesis etc. The
oncogenic, tumorigenic alterations influence certain processes
including glycolysis, glutaminolysis, mitochondrial oxidative
function, lipid metabolism and autophagy [13]. To satisfy these
needs certain metabolic shifts can be proceeded at cellular level
in tumour cells, e.g. alterations in the expression and the activ-
ity of several metabolic enzymes and proteins [14].

Cellular metabolism can be characterised by mapping the
expression and activity of different TCA cycle, glycolytic en-
zymes, transporters and kinases (Fig. 1.).

An important pathway in metabolic plasticity is the mam-
malian target of rapamycin (mTOR) centred signalling regu-
latory network. mTOR hyperactivation is characteristic for
several tumours even for GBMs [15]. However, its regulatory
role depends on different complex formation and activity;
these complexes differ in their core proteins, targets, functions
(including metabolic functions) and inhibitor sensitivities.
Phospho-mTOR (in both mTORC1 and C2 complex activity
could correlate to the amount of p-mTOR), Raptor (a charac-
teristic protein for mTORCI1), Rictor (a characteristic protein
for mTORC?2) are the main markers for characterising the
amount and activity of mTOR. Additionally, phospho-S6
and phospho-(Ser473)-Akt (the activated targets of
mTORCI1 and C2, respectively) could also be used to com-
plete the study of mMTOR complexes activity [16].

The growth regulatory role of mTOR is well-known; it has
many metabolic effects — directly influencing the protein
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(COXI1V, B-F1-ATPase), autophagy (LC3), ATP sensor protein (p-
AMPK) and mTOR complex activity (p-mTOR, Raptor, Rictor, p-S6,
p-Akt (Serd73)) related enzymes were studied by Western blot analyses,
WES Simple. Further explanation can be found in the text
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synthesis, lipid metabolism and autophagy besides it indirect-
ly influences many different genes (CPT1A — carnitine O-
palmitoyltransferase 1, GLS - glutaminase, c-myc, etc.),
which alter cellular metabolic activity [17].

Glycolytic activity, Warburg effect and mitochondrial met-
abolic functions can be monitored by the expression changes
of e.g. glucose transporter 1 (GLUT1), phosphofructokinase
(PFKP), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), pyruvate dehydrogenase (PDH), lactate dehydro-
genase (LDH) and ATP synthase subunit beta (3-F1-ATPase),
cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV) [13, 18]. Lipid syn-
thesis, oxidation and their ratio can also be followed by study-
ing the expression of fatty acid synthase (FASN), ATP-citrate
synthase (p-Acly) and CPT1A [19]. Moreover, the bioener-
getic states, the energy supply level can be characterised by
phospho-AMP-activated kinase (p-AMPK), autophagy can be
monitored by the expression of microtubule-associated pro-
tein 1A/1B-light chain 3 (LC3) [20]. Glutamine and other
possible alternative substrate consumption rate can be
analysed by GLS, Acyl-coenzyme A synthetase short-chain
family member 2 (ACSS2) levels [21], as well. The potential
plasticity of substrate utilisation plasticity could also be inter-
esting in brain tumours and brain metastases [14].

Many different compounds, including different TMZ com-
binations have been tested in glioma models in vitro and
in vivo, however, the expected metabolic plasticity, the alter-
ations in metabolic enzyme expression and activity have been
less studied in high-grade gliomas. In our work, we analysed
the in situ metabolic heterogeneity of high-grade (III-IV)
isocitrate dehydrogenase (IDH) wild-type human glioblastoma
cases using immunohistochemistry study. To understand the
potential importance of the detected metabolic heterogeneity,
we studied three IDH wild-type (grade III-IV) glioma cell lines
further. TMZ, rapamycin (mTOR inhibitor) and several meta-
bolic or other inhibitors (chloroquine, autophagy inhibitor; glu-
taminase inhibitor, etomoxir — lipid oxidation inhibitor, doxy-
cycline — antibiotics with potential metabolic/mitochondrial in-
hibitory effect) were tested to analyse the alterations both in
cellular proliferation and metabolic enzyme expression/activity
after in vitro treatments. Finally, we studied the potential anti-
proliferative effects of combined inhibitors in vitro for
sensitising tumour cells to the used agents/treatments.

Materials and Methods

All Materials were Purchased
from Merck-Sigma-Aldrich, except
where it is Indicated in the Text

Human glioma cell lines — U373 Uppsala (U373-U; ECACC-
08061901), U251 and U87 (ECACC-09063001, with PTEN,
NF-1, p53 and MSH2 mutations; and ATCC-HTB-14,

characteristic mutations in PTEN, NF-1 and Notch-2, respec-
tively) were maintained in DMEM high glucose medium
(Biosera) supplemented with 10% foetal bovine serum
(FBS; Biosera), 2 mM L-glutamine (Biosera) and 100 Ul/ml
penicillin—streptomycin (Biosera) at 37 °C with 5% CO,.
After seeding, the cells were treated with different drugs
(rapamycin-RAPA, 50 ng/ml; doxycycline-DOXY, 10 uM;
temozolomide-TMZ, 100 uM; etomoxir-ETO, 50 uM; chlo-
roquine-CHL, 50 uM and bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide- BPTES, 10 uM) and their com-
binations in 96-well plates (25 x 10° cells/well for prolifera-
tion tests) or in T25 flasks (3—6 x 10° cells/flask — for Western
blot experiments) for 72 h. The concentration of the drugs was
applied based on our previous publications [22]. Lower dose
than IC50 level was applied in drug combinations, these con-
centrations were defined in accordance with previously pub-
lished data on IC50 [23-26]. The anti-proliferative effects of
the treatments were measured after a 4-h incubation period
using Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific). The fluores-
cence was measured at 570-590 nm (Fluoroskan Ascent FL
fluorimeter; Labsystems International) and the results were
analysed by Ascent Software. To detect the protein content
related growth inhibitory effect, SRB test was performed as
the following: after 10% trichloroacetic acid fixation, the cells
were incubated with sulforhodamine B (15 min, 0.4 m/v%)
then 10 mM Tris base was added to each well to solubilise the
protein-bound dye. The absorbance was measured at 570 nm
in a microplate reader. At least 3 independent experiments
were performed with 6 parallels in each. Percentage of the cell
proliferation was given relative to control samples. To
analyse the additive or synergistic effects of different
drug combinations the Combination Index (CI) was calculated
as we described previously [22].

mTOR and Metabolic Protein Expression Analysis
by Western Blot and WES Simple Capillary
Immunoassay

Proteins were extracted (using 50 mM Tris, 10% glycerol,
150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 10 mM NaF, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM NaVO;, pH 7.5) from
1 x 10° cells. The protein lysates were quantitated by Bradford
reagent (BioRad). Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis and PVDF membranes (BioRad) were used in
Western blot analysis. The applied primary antibodies were
listed in Table 1.; HRP-conjugated anti-{3-actin (1:10000;
ab49900, Abcam) was used as loading control. At the end,
biotinylated secondary antibodies and avidin-HRP complex
(Vectastain Elite ABC Kit, Vector), enhanced chemilumines-
cence technique (Pierce ECL Western Blotting Substrate)
with Li-Cor-C-Digit photo documentation system were
applied. Image Studio Digits program was used to perform
densitometric analysis.
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Table 1 List of the used primary antibodies (catalogue numbers, dilutions and expected sizes for Western blot analyses were given)
Primary antibody HC Western blot WES size (kDa)
Cat. No. Dilution Cat. No. Dilution Cat. No. Dilution
p-mTOR CST #2976 1:100 CST #2971 1:1000 CST #2971 1:50 289
Rictor Bethyl A500-002A 1:1000 CST #2140 1:1000 CST #2140 1:50 200
Raptor - - Abcam 40,768 1:1000 Abcam 40,768 1:50 150
p-Akt (Ser473) Novus 79,891 1:50 CST #4060 1:2000 CST #4060 1:50 60
p-S6 CST #2211 1:100 CST #4858 1:1000 CST #4858 1:50 32
ACSS2 - - - - CST #3658 1:50 78
FASN CST #3180 1:50 - - CST #3180 1:50 273
p-Acly - - CST #4331 1:1000 CST #4331 1:50 125
CPTIA Abcam 128,568 1:500 Abcam 128,568 1:1000 Abcam 12,8568 1:50 88
GLS Abcam 156,876 1:200 Abcam 156,876 1:1000 Abcam 15,6876 1:50 65
GLUTI - - Abcam 652 1:500 - - 45-60
PFKP - - CST #8164 1:1000 - - 80
GAPDH - - Abcam 8245 1:10000 Abcam 8245 1:50 37
PDH - - CST #3205 1:1000 CST #3205 1:50 43
LDHA CST #3582 1:400 CST #3582 1:1000 CST #3582 1:50 37
[-F1-ATPase Abcam 14,730 1:100 Abcam 14,730 1:2000 - - 52
COXIV - - - - CST #4850 1:50 17
p-AMPK (Thr172) - - CST #2535 1:1000 CST #2535 1:50 62
LC3 - - - - Novus 110-57179 1:50 14-16
[3-actin - - Abcam 49,900 10000 Sigma A2228 1:50 45

WES Simple analysis was performed on WES system
(ProteinSimple-Biotechne 004—600) according to the manu-
facturer’s instructions. 12—230 kDa Separation Module
(ProteinSimple SM-W004) and either the Anti-Rabbit
Detection Module (ProteinSimple DM-001), Anti-Mouse
Detection Module (ProteinSimple DM-002) or Anti-mouse
IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technologies,
CST #7076) were applied depending on the primary antibod-
ies. In brief, glioma cell samples were diluted to an appropriate
concentration (0.2 or 1 pg/ul depending on the secondary
antibody used) in sample buffer (100x diluted ‘10x Sample
Buffer’ from the Separation Module), then mixed with
Fluorescent Master Mix 1:4 and heated at 95 °C for 5 min.
The samples, the blocking reagent (antibody diluent), the
primary antibodies, the HRP-conjugated secondary anti-
bodies and the chemiluminescent substrate were added
to the plate. The default settings of the device were the
following: stacking and separation at 395 V for 30 min;
blocking reagent for 5 min, primary and secondary antibod-
ies both for 30 min; luminol/peroxide chemiluminescence de-
tection for 15 min (exposure times were selected for the anti-
bodies between 1 and 512 s). The electropherograms were
checked then the automatic peak detection was manually
corrected if it was required. The used primary antibodies and
their dilutions were given in Table 1.
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Tissue Microarray from Human High-Grade Glioma
Biopsies and Immunohistochemistry Analysis

Archived tissue blocks were used with the approval of The
Hungarian Scientific Council National Ethics Committee for
Scientific Research (No. 7/2006). IDH wild-type human glio-
blastoma and high-grade astrocytoma tissues (n = 18) were
selected for immunohistochemistry analyses. Peri-tumoral
brain tissue was used as control (n =2). The glioma samples
were re-reviewed and reclassified according to The World
Health Organization Classification of Tumors of the Central
Nervous System (2016) [27]. The clinicopathological data are
summarised in Table 2.

Immunohistochemistry (IHC) was performed on tissue mi-
croarrays (TMAs) with at least duplicate or triplicate cores per
patient. Representative areas were selected by a neuropathol-
ogist. Antigen retrieval (pH = 6 citric acid buffer, 30 min) was
performed after deparaffinisation and endogenous peroxidase
blocking. Slides were incubated with primary antibodies
summarised in Table 1. Sections were stained using biotin-
free anti-rabbit/mouse IgG polymer-peroxidase conjugate sys-
tem (Novolink, Leica). Immunoreactions were revealed using
a diaminobenzidine (DAB, Dako) chromogen-hydrogen
peroxide substrate. Harris haematoxylin was applied for
highlighting the cell nuclei. Immunostained TMA sections
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Table 2  Clinicopathological data of patients with high-grade glial tumour
n=18
Age
< 65 years 12
> 65 years 6
Sex
Male 6
Female 12
Type
Anaplastic astrocytoma (grade I1I) 4
Glioblastoma (grade IV) 14
Ki67 proliferation index
<20% 5
>20% 13

were digitally scanned at 20X magnification using a
Panoramic scan instrument (3D Histech) equipped with Carl
Zeiss objective (NA =0.83; Carl Zeiss Microlmaging Inc.)
then analysed with CaseViewer 2.3 Software (3D Histech).
Considering the intra-tumoral heterogeneity, the H-score was
used to analyse the expression of mTOR and metabolism-
related proteins. Based on our previously described method,
H-score was calculated for each core of the TMA multiplying
the fraction of tumour cell immunopositivity (%) and staining
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Fig. 2 Representative immunostainings with different metabolic markers
in human high-grade gliomas and normal brain tissues. The antibody-
stainings were developed with DAB substrate (brown) and

normal = aos

intensity scale (0, 1+, 2+ or 3+) [28]. The mean of the H-
scores for each sample was calculated from the evaluated
cores of the same biopsy specimens using two independent
evaluations.

Statistical Analysis

Data are presented as mean = SD deviation. Statistical analysis
was performed using IBM SPSS (version 22; SPSS Inc.) and
PAST (version 3.24) software. Data evaluation of in vitro ex-
periments was performed using Student’s t (two-tailed) test
and one-way analysis of variance (ANOVA). Mann-Whitney
U-test was used to determine associations between clinico-
pathological parameters and IHC results. Spearman correla-
tion was used to evaluate the correlation between protein ex-
pressions. Statistical significance was defined as p < 0.05.

Results

Metabolic Heterogeneity of High-Grade Glioma Cases
Based on Immunohistochemistry Analyses

Similarly, the p-mTOR expression observed in normal brain
tissues with a mean H-score of 80, moderate p-mTOR staining
with a mean H-score of 107 was detected in high-grade glioma

»
"*?":E""v i

counterstained using haematoxylin. mTOR activity was characterised
by p-mTOR, p-S6, Rictor, p-Akt stainings, other metabolic activity
correlates to LDHA, GLS, CPT1A/FASN and (3-F1-ATPase
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samples in almost all cases (Fig. 2). In contrast, in many cases
p-S6, Rictor and p-Akt protein expression patterns showed
elevated mTOR, especially mTORC2 complex activities com-
pared to normal brain tissues. The mean H-scores for p-S6,
Rictor and p-Akt were 170, 128 and 190 in glioma samples
and 70, 90, and 80 in normal brain tissue samples, respective-
ly. The evaluation of other metabolic IHC stainings suggests
that in the studied 18 cases high-grade glioma cells have char-
acteristic elevated metabolic activity which correlates to a sig-
nificant metabolic versatility in substrate utilisation. LDHA
expression was elevated in normal brain tissues as well as in
tumour samples. In addition, several substrate utilisation ca-
pacities can be observed in these glioma cells (e.g. GLS and
CPT1A protein expression levels are higher in glioma cells).
The lipid metabolism was shifted to catabolic 3-oxidation
pathway (CPT1A) from anabolic lipid synthesis (FASN). {3-
F1-ATPase, a marker of terminal oxidation, was also
overexpressed in glioma tissues and showed a strong positive
correlation to GLS expression (R=10.753, p=0.001) in glio-
ma cells. Representative glioma and normal brain biopsy
stainings show these differences (Fig. 2). Mainly, there was
no association between the expression of the studied proteins
and clinicopathological parameters such as age and gender.
However, p-Akt expression was higher in grade IV glioblas-
tomas than in grade III anaplastic astrocytomas. Moreover,
higher FASN expression was associated with higher Ki67
proliferation index (Ki67 <20% vs. Ki67>20%, p=0.001).

Metabolic Diversity of Human GBM Cell Lines

The characteristic mTOR inhibitor (mTORI) sensitivity of
high-grade glioma cell lines has been studied previously. In
our in vitro study, the proliferation could not be inhibited sig-
nificantly by the common chemotherapeutic TMZ after 72-h
treatment in two of the studied cell lines. However, we could
confirm that the mTORCI inhibitor RAPA significantly
inhibited the proliferation of all high-grade glioma cell lines
based on both Alamar Blue and SRB test results (Fig. 3). Our
data are in good correlation to our other findings at protein level
(using Western blot or WES Simple capillary immunoassay) in
which we revealed that these cells have both mTORC1/C2
complex related high activity (detectable p-mTOR — activated
form of mTOR kinase; high Rictor, p-Akt and p-S6 protein
expressions) (Fig. 4). Other metabolic inhibitors have rather cell
line dependent anti-proliferative effects: CHL — autophagy in-
hibitor could inhibit the proliferation in all studied cell lines,
BPTES only in U87 and U251 cells and DOXY only in U251.
Based on these, the most resistant cell line was U373-U (Fig. 3).
To compare the differences, expressions of several other meta-
bolic enzymes and proteins were studied. The protein expres-
sion profile of the three cell lines could also show some indi-
vidual differences as a consequence of inter-tumoral heteroge-
neity. Some of these really interesting findings are the
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Fig. 3 Metabolic inhibitor and TMZ sensitivity differences in human
high-grade glioma cells. The anti-proliferative effects of several
metabolic treatments were shown using Alamar Blue (AB) and SRB
tests (RAPA — rapamycin 50 ng/ml; TMZ — temozolomide 100 uM;
DOXY - doxycycline 10 uM; ETO — etomoxir 50 uM; CHL —
chloroquine 50 pM; BPTES — bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide 10 uM were applied for 72 h) in U373-U
(a), U87 (b) and U251 (c) cells. The significant alterations were labelled *
(p=0.01)

following: there is no detectable LDHA - the Warburg effect
related enzyme - protein expression and the levels of (3-F1-
ATPase, COXIV and PDH were low in U251 and GLS expres-
sion was the lowest in U87 cells. The detected expression pat-
terns (Fig. 4) could correlate to the sensitivity differences.
Mainly, lower metabolic activity of a cell line (without glyco-
lytic phenotype and lower mitochondrial activity) can correlate
to higher inhibitor sensitivity. There are only few differences in
the detected anti-proliferative alterations comparing the Alamar
Blue and SRB test results, however, the SRB data were more
strongly correlated to cell numbers. Based on these, we prefer
using both tests in our further experiments.
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Fig. 4 The metabolic activity a U373-U U87 U251
related enzyme and protein
expressionsin human high-grade - e -‘ PFKP

glioma cells. The metabolic
profile differences were analysed
in three high-grade glioma cell
lines using Western blot (a) or
WES Simple capillary
immunoassay system (b) - the
predicted protein sizes were
shown in Table 1
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Based on its highly resistant phenotype, U373-U cell
line was selected for further analysis. To study the al-
terations of the metabolic enzyme expression quantita-
tively WES Simple capillary immunoassay and/or
Western blot technique were applied. In this cell line,
TMZ, DOXY, ETO and BPTES have no significant ef-
fect on the proliferation, however, RAPA and CHL have
certain anti-proliferative effects (Fig. 3). In almost every
single drug treatment performed on U373-U cells, the
metabolic enzyme protein expression patterns (Western
blot, WES Simple) were rewired. These alterations were
mainly the expected ones. In case of TMZ, DOXY,
ETO and BPTES treatments Rictor expressions were
upregulated and some other potential compensatory
mechanisms were activated (Fig. 5). For example, in
TMZ treated cells both the mitochondrial (COXIV and
[3-F1-ATPase expressions) and the glycolytic (PFKP,
PDH, LDHA) enzymes were intact; p-AMPK level,
CPTI1A expression and the related (3-oxidation were up-
regulated in correlation to higher LC3 (activation of
autophagy) and lower GLS expressions (no induced

glutamine utilisation) and lipid synthesis was blocked
by the decreased Acly activation. U373-U cells could
find alternative metabolic pathways and could prolifer-
ate at the same rate as control cultures in 72-h treatment
period after TMZ. In addition, in RAPA or CHL treated
cells many unpredictable and conflicting alterations
could also occur. As an example, Rictor expressions
were slightly downregulated and the sign of some mi-
tochondrial compensatory mechanism could be observed
in the analysed Alamar Blue and SRB results after
RAPA treatments. However, neither glycolytic nor com-
pensatory, other substrate utilisation pathways could be
activated in these cells. GLS, PFKP were downregulated
and the expression of other proteins related to potential lipid
and autophagy derived compensatory mechanisms were rather
conflicting. In the other anti-proliferative CHL treatment, we
could not find real compensatory mechanism, glycolysis,
glutaminolysis or mTOR could not be activated. This could
be the sign of metabolic failure or catastrophe. In addition, to
understand such a chaos further studies and biochemical func-
tional analyses are needed.
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The In Vitro Effect of Combining Metabolic Inhibitors
in Glioma Cells

As we detected lower effects in high-grade glioma cell lines after
in vitro mono-drug treatments, we applied certain combined
treatments and compared their effects to RAPA+TMZ combina-
tion results using both Alamar Blue and SRB tests (Table 3.).
However, our results draw attention to certain significant differ-
ences observed in the results of Alamar Blue and SRB tests;
nevertheless these could only be interpreted in some combina-
tions. The results of CHL combined treatments were the strangest
in those cases. It is conceivable that the two inhibited metabolic
pathways (including autophagy) try to activate mitochondrial
compensatory mechanisms and alter (disturb) FADH + H* con-
centrations. While ETO + CHL, BPTES+CHL and RAPA+CHL
combinations seemed to be less effective according to Alamar
Blue test results of U373-U cells. These combinations in corre-
lation to their predictive effect (to block two alternate compensa-
tory mechanisms) were really effective based on the protein con-
tent of the remaining cells. It was really surprising that BPTES+

@ Springer

The detected proliferation rates were given relative to controls (%). The
additive (A) or the synergistic (S) effects of different drug combinations
(RAPA — rapamycin 50 ng/ml; TMZ —temozolomide 100 uM; DOXY —
doxycycline 10 uM; ETO — etomoxir 50 tM; CHL — chloroquine 50 uM;
BPTES — bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4- thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide
10 uM) were calculated using the data sets of parallel monotherapies

ETO and BPTES+DOXY treatments were the less effective
combinations in the studied three high-grade glioma cell lines.
Moreover, the other tested combinations reduced the prolifera-
tion of these high-grade glioma cells to about 50% or lower. The
RAPA+CHL combination was really effective in correlation to
its altering function in cellular metabolism and regulation of the
three glioma cell lines.

Discussion
The standard treatments surgery, radio- and chemotherapy —

dominantly — have many limitations in GBM patients [29], the
most important ones are the following: a. the special site of the



Inhibition of Metabolic Shift can Decrease Therapy Resiﬁm LWWTW@E'%W gﬂlig 31

body — the blood-brain barrier filters many drugs; b. the tissue
and genetic heterogeneity of the tumours; c. high resistance
rate; and d. toxic side-effects (main targeted processes are also
active in normal/non-malignant proliferating cells, as well).
The high relapse rate is in good correlation to the first three
points, moreover, quiescent tumour cells (e.g. cancer stem
cells/dormant cells/glioma stem cells) may escape from the
conventional therapies with many different strategies [30]. In
2011, Hanahan and Weinberg gave additional fundamental
cancer hallmarks to explain these strategies and the complex-
ity of tumorigenesis and tumour evolution. Nowadays, meta-
bolic rewiring is an emerging hallmark in cancer research. The
recently highlighted metabolic shifts support the rapid prolif-
eration or the survival of highly resistant tumour cells in toxic
microenvironment in order to facilitate energy production,
macromolecule synthesis and maintenance of redox homeo-
stasis [31].

It was clearly demonstrated in different studies that cancer
bioenergetics is changed with dynamic alterations at metabol-
ic level [13]. In our previous work, we tested TMZ with com-
bined metabolic inhibitors, however, glutaminase inhibitors
have not been studied [22]. It is well-known that beside glu-
cose other important substrates can fuel bioenergetic mecha-
nisms in mammalian cells. In the present study, we compared
the effects of glutaminase inhibitor (BPTES) or RAPA com-
bining with other metabolic inhibitors; including RAPA+
TMZ treatment effectivity.

The connection between glutaminolysis and glycolysis,
their dependence on cellular mTOR activity [32] were deeply
investigated in many previous glioma studies [31, 33]. In ad-
dition, both mTOR complexes have been described to play an
important role in the regulation of these processes. In our
recent study, we could underline the importance of individual
differences and metabolic alterations in therapeutic failures,
especially the enhanced Rictor expressions after different
treatments (TMZ, DOXY, ETO, BPTES). Based on
these, mTORC?2 driven metabolic shift in correlation to
the detected AMPK and autophagy activation could sug-
gest combining metabolic targets using dual mTOR in-
hibitors or combining the previous drugs with mTOR
inhibitory treatments [31, 34, 35].

Our another interesting observation is the shift to mito-
chondrial oxidative phosphorylation after several mono- or
combined treatments (e.g. in RAPA and CHL or RAPA+
CHL, respectively) which can be assigned from the different
results of Alamar Blue and SRB tests. This metabolic alter-
ation towards OXPHOS can be targeted with different agents.
This finding confirms that OXPHOS co-targeting could be
another good option in the future as it has been suggested in
Gboxin therapy or other antibiotics targeting mitochondrial
functions (e.g. doxycycline) [36, 37].

According to our findings, the best combination strategies
seemed to be the different RAPA combinations (TMZ/

DOXY/ETO/CHL), except for RAPA+BPTES, which under-
line the importance of multi-targeting metabolic pathways.

RAPA has more targets, it could inhibit glycolysis,
glutaminolysis and several kinase activities related to other
cellular mechanisms than BPTES — glutaminase inhibitor.
RAPA plus one additional metabolic pathway targeting inhib-
itor could have more success than glutaminase inhibitor com-
binations if the side-effects will not increase in the patients.

Many publications have reported that using autophagy in-
hibitors in combination with targeted kinase inhibitors could
have more success in gliomas, as well [38]. It was described
that high-grade gliomas have high LC3 autophagy marker
expression in tissue microenvironment, since gliomas
use autophagy as a survival mechanism frequently
[39]. Our results confirm that autophagy inhibitors could
enhance the effect of many different anti-metabolic
drugs. RAPA+CHL and RAPA+ETO were the most ef-
fective ones, these combinations had extremely high
anti-proliferative effect, and these could even induce
metabolic catastrophe in all high-grade glioma cells. In
these cases, mTOR inhibitory effects were supplemented
with blocking another alternative catabolic energy
source related to autophagy/lipid oxidation. BPTES and
DOXY could not have such a great effect in our 72-h
treatments in concordance with the glutamine oxidation
pathway — these two inhibitors involved in the same
route in cellular metabolism and energy production [40].

Finally, our data suggest that the detected metabolic heteroge-
neity (the high mTORC2 complex activity, enhanced expression
of Rictor, p-Akt, p-S6, CPT1A and LDHA enzymes in glioma
cases) is a very promising combination target. This suggest
studying the in vivo effect and the use of many different new
or already known drugs with less potential side-effects in the
future therapy of glioma models. However, further studies are
needed to find the best combinations for patients. Therefore, it
should be considered to map tissue heterogeneity and alterations
with several cellular metabolism markers in biopsy materials
after applying recently available or new treatments.
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Rapamycin (mTORC1 inhibitor) reduces ® e
the production of lactate and 2-

hydroxyglutarate oncometabolites in IDH1

mutant fibrosarcoma cells

Zoltdn Hujber', Gabor Petévari', Norbert Szoboszlai?, Titanilla Danké', Noémi Nagy', Csilla Kriston', lldiké Krencz',
Sandor Paku'?, Olivér Ozohanics®, Laszlé Drahos®, Andrés Jeney' and Anna Sebestyén'"

Abstract

Background: Multiple studies concluded that oncometabolites (e.g. D-2-hydroxyglutarate (2-HG) related to mutant
isocitrate dehydrogenase 1/2 (IDH1/2) and lactate) have tumour promoting potential. Regulatory mechanisms
implicated in the maintenance of oncometabolite production have great interest. mTOR (mammalian target of
rapamycin) orchestrates different pathways, influences cellular growth and metabolism. Considering hyperactivation
of mTOR in several malignancies, the question has been addressed whether mTOR operates through controlling of
oncometabolite accumulation in metabolic reprogramming.

Methods: HT-1080 cells — carrying originally endogenous IDH1 mutation — were used in vitro and in vivo. Anti-
tumour effects of rapamycin were studied using different assays. The main sources and productions of the
oncometabolites (2-HG and lactate) were analysed by 13C-labeled substrates. Alterations at protein and metabolite
levels were followed by Western blot, flow cytometry, immunohistochemistry and liquid chromatography mass
spectrometry using rapamycin, PP242 and different glutaminase inhibitors, as well.

Results: Rapamycin (mTORCT1 inhibitor) inhibited proliferation, migration and altered the metabolic activity of IDHT
mutant HT-1080 cells. Rapamycin reduced the level of 2-HG sourced mainly from glutamine and glucose derived
lactate which correlated to the decreased incorporation of '>C atoms from '*C-substrates. Additionally, decreased
expressions of lactate dehydrogenase A and glutaminase were also observed both in vitro and in vivo.

Conclusions: Considering the role of lactate and 2-HG in regulatory network and in metabolic symbiosis it could
be assumed that mTOR inhibitors have additional effects besides their anti-proliferative effects in tumours with
glycolytic phenotype, especially in case of IDHT mutation (e.g. acute myeloid leukemias, gliomas, chondrosarcomas).
Based on our new results, we suggest targeting mTOR activity depending on the metabolic and besides molecular
genetic phenotype of tumours to increase the success of therapies.

Keywords: Rapamycin, mTOR, Oncometabolite, 2-hydroxyglutarate, Lactate, Tumour metabolism
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Background

Mammalian target of rapamycin (mTOR) kinase repre-
sents an important regulator of cellular metabolism
besides of its effects on cellular growth, protein synthe-
sis, proliferation and survival. mTOR senses energy sup-
ply, nutrients, growth factors and other conditions in
tumour microenvironment (e.g. oxygen, stress) at the
crossroad of cellular signalling networks [1-3]. Available
energy and nutrients besides appropriate growth factors
allow mTOR activity which supports anabolic pathways,
however, the absence of the above mentioned factors
leads to the inactivation of mTOR and inhibits the anabol-
ism and induces the cellular catabolism, such as autoph-
agy. mTOR complexes orchestrate different pathways and
based on their input influence cellular growth and meta-
bolic programs. mTOR kinase exists in two structurally
and functionally different protein complexes: rapamycin
sensitive mTORC1 and rapamycin-resistant mTORC2
(however, mTORC2 could be rapamycin sensitive during
a long-term treatment) [4, 5]. The multiple regulatory
functions of mTOR complexes are achieved through
different downstream targets. Translation, ribosome and
mitochondrial biogenesis, autophagy, lipid biosynthesis
are controlled by mTORC1, which phosphorylates e.g.
p70S6K and 4-EBP1 and consequently other targets such
as S6 which is a well-known marker of mTORCI activity
at protein level. mTORC2 phosphorylates e.g. Akt (at
S473), SGK1 and PKCa and enhances survival and
cytoskeletal reorganization [3]. Data about other func-
tions of mTORC2 are emerging e.g. a potential meta-
bolic regulatory role of mTORC2 is also in the centre
of interest in recent studies.

The failures in PI3K/Akt/mTOR signalling pathway and
hyperactivated mTOR kinase have been described in
many tumours. In fact, a correlation between elevated
mTOR activity — especially with potential high
mTORC2 activity (mTORC2 complex related Rictor
overexpression) — and poor clinical prognosis of dif-
ferent malignancies has been previously described in
our and other studies [6—8]. Rapamycin (mTORC1 in-
hibitor) and its analogues (rapalogs; e.g. temsirolimus,
everolimus) have been approved by FDA (Food and
Drug Administration) and EMA (European Medicines
Agency) in certain lymphomas, renal cell carcinomas,
pancreatic and breast cancers; rapalogs and newly de-
veloping inhibitor phase studies are ongoing in many
other malignancies.

The regulatory role of mTOR activity in the metabolic
reprogramming has been highlighted in recent years.
mTORC1 complex activity is necessary for appropriate
glycolysis, glutamine consumption, pentose-phosphate
pathway, lipid and nucleotide synthesis; moreover, it
downregulates autophagy [9-11]. Through regulating
these mechanisms, mTOR activity can help the adaptation

Page 2 of 12

to altered energy-, nutrient supplies and microenviron-
ment in metabolic reprogramming [12-14].

Lactate production is a result of Warburg effect in
different tumours [10, 15]. Lactate can be regarded as an
oncometabolite — oncometabolites are defined as small-
molecule components of normal metabolism of which
accumulation causes signalling dysregulation to establish
a milieu that initiates carcinogenesis — based on emer-
ging data. Lactate contributes to many effects which
help the survival and clonal evolution of resistant
tumour cells in tissue microenvironment [16—18]. The
tumour microenvironment is a complex network of
extracellular matrix molecules, soluble factors, non-
tumorous cells, including stromal (e.g. cancer associated
fibroblasts and endothelial cells, adipocytes) and immu-
noregulatory cells. Among the soluble factors present in
the microenvironment, lactate production has particular
importance through its effects not only in cancer, but
also, in neighbouring cells. In vivo lactic acid contributes
to acidosis, which — besides triggering pain in cancer
patients — has more important signals for tumour angio-
genesis and tumour immunosuppression, as well [19]. In
addition, the decreasing pH may contribute to the
metastasis formation (e.g. through MMP activation,
matrix remodelling) of some cancers [19].

Moreover, tumour and stromal cells can utilize lactate
for energy production depending on the oxygen concen-
tration in metabolic symbiosis, as well [20, 21]. Certain
dysfunctioning metabolic enzymes — e.g. mutated FH,
SDH or IDH (mitochondrial IDH2 or cytoplasmic IDH1)
— promote the accumulation of other oncometabolites
such as fumarate, succinate and D-2-hydroxyglutarate
[17, 22]. 2-hydroxyglutarate could exist as L- or D-
enantiomers. Low level of L-2-HG could be produced
independently from mutant IDH activity in certain cells
at hypoxic conditions (e.g. malate dehydrogenase).
However, D-2-HG (2-HG) is generated from a-KG by
the mIDH and the level of this oncometabolite is highly
elevated in mIDH bearing malignant cells [23].

The role of different oncometabolites is intensively
studied in many tumourigenic events (pseudohypoxia,
DNA methylation, histone modification etc.) and bio-
energetics of tumour cells. Moreover, the expected
regulatory role of 2-HG was also concluded in repro-
gramming of normal stromal cells, which could have
tumour promoting effects on the microenvironment, as
well [24]. IDHI mutations are described in 80% of gli-
omas, 20% of acute myeloid leukemias (AMLs) and in
certain cholangiocarcinomas, thyroid cancers and chon-
drosarcomas [23, 25]. There are no data available about
the role of mTOR activity in 2-HG production in any
homozygous or heterozygous IDH mutant cells. Con-
sidering the aberrant regulatory impact of mTOR in
malignant cells the question has been addressed whether
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mTORCI1 operates through controlling of oncometabo-
lite accumulation in metabolic reprogramming.

In the present work, a heterozygous IDHI mutant cell
line and its rapamycin sensitivity were studied in vitro
and in vivo. Our new results proved the role of mTOR
activity and the inhibitory effect of rapamycin both in
lactate and in 2-HG oncometabolite productions of
heterozygous IDHI mutant fibrosarcoma cells.

Methods
All materials were purchased from Sigma-Aldrich,
except where it is indicated in the text.

In vitro cell cultures and different treatments

HT-1080 endogenous heterozygous IDHI mutant cell
line was used for both in vitro and in vivo experiments.
HT-1080 (CCL121-ATCC); KMH2, DEV (human Hodgkin
lymphoma cells purchased from DSMZ), ZR-75.1
(CRL-1500-ATCC), U251 MG homozygous I[DHI-
R132H mutant (kindly provided by prof. W. Leenders)
[26]) cells were cultured in RPMI 1640 (R8758) or
DMEM high glucose (Biosera, LM-D1108) (for U251
MG) medium supplemented with 10% (20% for DEV)
fetal bovine serum (Hyclone) and gentamycin (for U251
MG penicillin-streptomycin). For different measure-
ments, we plated the cells into T25 or T75 flasks (for
Western blot, LC-MS and '*C-labelling experiments) or
onto 6-, 96-well plates (for flow cytometry and Alamar
Blue proliferation tests) using appropriate cell numbers
(3-8x10° cells/flask or 2-50x10% cells/well). Cells were
treated with rapamycin (0.01-200 ng/mL), PP242
(1 uM, Tocris), BPTES (10 uM), Zaprinast (1-100-
300 pM), sodium-L-lactate (5 mM), sodium D-2-
hydroxyglutarate (0.5 mM) for 24—72 h. In **C-labelling
metabolic experiments, the plated cultures were washed
(with DMEM D5030 - glucose-, glutamine- and
pyruvate-free medium) and the medium was replaced
by DMEM D5030 medium during labelling.

For '*C-labelling cells were incubated with 10 mM
U-"?C-glucose or 4 mM U-">C-glutamine or 10 mM
2-'C-acetate (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
MA, USA) in D5030 medium for one hour before
the extraction.

Cell proliferation, apoptosis and migration assays
To analyse the proliferation capacity Alamar Blue test
was used (Thermo Fisher Scientific) — the incubation
period was 4 h. Fluorescence was measured by Fluoros-
can Ascent FL fluorimeter software (Labsystems Inter-
national). Percentage of proliferation was given relative
to control samples.

Apoptosis and cell cycle were measured by SubGl
analysis as described by Nagy et al. [27]; 10° cells were
fixed in ice-cold ethanol (70%), followed by alkaline
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extraction (200 mM Na,HPO,, pH 7.4), then stained
with propidium-iodide. The measurements were carried
out with FACSCalibur (BD Biosciences) and analysed by
Kaluza software (Beckman Coulter).

Vertical migration from monolayer into extracellular
matrix (ECM; MAXGel ECM) gel was studied using
untreated and rapamycin treated (48 h, 50 ng/mL) HT-
1080 cells (5x10% in six-well micro-plates and then
ECM was overlaid and the tumour cells were allowed to
migrate into the gel in the next 24 h. At the end of the
incubation period the ECM gel was removed from the
monolayer, the cells were released from both compart-
ments and were counted in hemocytometer. The migra-
tory capacity was given in the percentage of the cells
which migrated into the matrix after rapamycin treat-
ment related to the controls [28].

Expression analysis of different proteins by Western blot
and flow cytometry

For Western blot analysis protein extracts from lysated
cells were quantitated using Quant-iT protein assay
(Invitrogen) and were separated by SDS-PAGE. Proteins
were transferred to PVDF membrane applying semidry
technique (BioRad), membranes were incubated with the
following antibodies: anti-phospho-mTOR  (Ser2448,
1:1000, #2971; Cell Signaling Technologies — CST), anti-
phospho-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-lactate dehydrogenase A (LDH-A)
(1:1000; #3582, Cell Signaling), anti-glutaminase (Gls)
(1:1000; #15676, Abcam) and anti-p-actin (1:5000; #A228,
Sigma-Aldrich) as loading control. Finally, biotinylated
secondary antibodies, avidin-HRP complex (Vectastain
Elite ABC Kit, Vector) and enhanced chemiluminescence
technique (Pierce ECL Western Blotting Substrate using
Kodak-Xmat) were used.

For flow cytometric measurements 10° cells were fixed
and permeabilized using IntraStain Kit (DAKO), then
were stained with the appropriate primary antibodies
anti-LDH-A (1:200; #3582, Cell Signaling), anti-Gls
(1:250; #15676, Abcam) after different treatments. LDH-
A and Gls expressions were detected with secondary
anti-rabbit IgG Alexa-Fluor 647 antibody (Invitrogen).
Samples were measured by Navios flow cytometer
(Beckman Coulter) and analysed by Kaluza software
(Beckman Coulter). Displayed results are mean fluores-
cence intensities (MFI).

Confirmation of IDH mutation by Sanger sequencing

Both IDHI and IDH2 genes were analysed after using
routine DNA Isolation kit for Cells and Tissue
(Roche), specific amplifications (AmpliTagGold Master
Mix with the appropriate primers - IDHI exon4 forward:
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aaaactttgcttctaatttttctcttt; reverse: acatacaagttggaaatttctgg,;
IDH2 exon4 forward: tctagactctactgccttcctc; reverse: gtca
gtggatccectctecca — AppliedBiosystems), purification (Exo-
SAP-IT - Affimetrix) and direct sequencing (25 cycles at
51 °C, BigDye 3Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit in
Genetic Analyser 3500 - Applied BioSystem).

Metabolite analysis using liquid chromatography mass
spectrometry

Intracellular metabolites (lactate, citrate, malate, succin-
ate, 2-HG) were extracted by a modified method based
on Szoboszlai et al. [29]. In brief, the cells were
quenched in liquid nitrogen and extracted by mixture of
MeOH-chloroform-H,O (9:1:1) and vortexed at 4 °C.
After centrifugation (15,000xg, 10 min, 4 °C) the clear
supernatants were kept at —-80 °C. The samples were
prepared for LC-MS by the established derivatization
based on the protocol of Jaitz et al. [30]. For derivatiza-
tion 3-nitrobenzyl-alcohol + trimethyl-chlorsilane were
added to the dried samples, sonicated and incubated at
80 °C for 45 min. The reaction was stopped by 100 mM
ammonium-hydrogencarbonate solution. After these
processes the samples were diluted in acetonitrile-water
solution. Gradient elution was used with reversed-phase
chromatography in Waters Acquity LC system. The
detection was performed by Waters Micromass Quattro
Micro triple quadrupole mass spectrometer (Waters
Corporation, Milford MA, USA) using electrospray
source in the positive ion mode with single ion monitor-
ing mode. Standards (L-lactic acid, L-malic acid, succinic
acid, citric acid, D-2-hydroxyglutarate) and other chemi-
cals except for labelled substrates were purchased from
Sigma-Aldrich for these measurements. The analytes
were detected in multiple reaction monitoring mode in
MS. HT-1080 cells produce only D-2-HG [31]. Applying
this method, we did not distinguish L- and D- 2-HG
enantiomers and we use 2-HG, as a synonym for D-2-
HG in the manuscript.

For '*C-labelling, cells were incubated with 10 mM
U-3C-glucose or 4 mM U-"3C- glutamine or 10 mM
2-'C-acetate (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
MA, USA) in D5030 medium for one hour before the
extraction.

In vivo studies with HT-1080 xenograft model

Xenograft tumours were established in SCID mice by
injecting 2 x 10° HT-1080 cells subcutaneously (s.c.) into
the sole region of 8-10-week-old (20-23 g) mice.
Palpable tumours were removed and cut into equal
pieces then were transplanted into secondary recipient
mice. When palpable s.c. tumours developed, animals
were divided into control and rapamycin-treated groups
(n =10 each). Rapamycin (Rapamune 1 mg/mL, Wyeth
Europa Ltd.) was administered by gavage at 3 mg/kg
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body weight three times per week for 3 weeks. Control
groups were treated with saline. Body weight and
tumour size were determined. Tumour volume was
calculated as follows: 11/6 x (2 x shorter diameter + longer
diameter)/3)®. Tumour weights were measured in eutha-
nized animals at the end of the experiments. Tumour
tissues were formalin-fixed and paraffin-embedded.
Immunostaining was performed by anti-p-S6 (1:100;
#2211; CST), anti-p-mTOR (1:100; 2971, CST), anti-Gls
(1:200, #15676, Abcam) and anti-LDH-A (1:400; #3582,
CST) antibodies according to Krencz et al [32]. Frozen
tumour samples were also preserved at -80 °C for
LC-MS metabolite extraction. In vivo experiments
were approved by the Institutional Ethical Review
Board (PEI/001/2457-6/2015) and the Institutional
Animal Care Laboratory, with official permissions
(PEI/001/1733-2/2015).

Statistical analysis

The data are presented as mean + standard deviation
and calculated from three independent experiments with
minimum three or more parallels, depending on the
used method. Data evaluation was performed using
Student’s t (two-tailed) test and variance analysis
(ANOVA) for multiple comparisons with PAST 3.05
software. p < 0.05 was considered statistically significant.

Results

The source of elevated oncometabolite levels (lactate and
2-HG) in IDH1 mutant HT-1080 cells

Characterising the dominant bioenergetic process in HT-
1080 fibrosarcoma cells increased glycolysis and impaired
TCA (tricarboxylic acid) cycle were observed in our previ-
ous study [33]. 2-HG production (Fig. 1a) — high level of
this oncometabolite was detected by LC-MS — and the
decreased number and irregular arrangement of the cris-
tae in mitochondria (electron microscopy-data not shown)
represent other remarkable properties of HT-1080 cells.
To elucidate the involvement of IDHI in the enhanced
production of 2-HG the exons of IDHI gene were
sequenced. Heterozygous IDHI1 gene mutation (R132C)
was confirmed by Sanger sequencing in the studied HT-
1080 cells (Fig. 1b).

High levels of lactate (~27 nmol/10° cells) and 2-HG
(~18 nmol/10° cells) regarded as oncometabolites were
characteristic features of HT-1080. The sources of the
produced oncometabolites were studied after using
different 'C labelled substrates (glucose, glutamine,
acetate) and LC-MS. Incorporation of *C atoms was
shown in ~16% of lactate after one-hour '*C glucose
labelling in HT-1080 cultures. However, neither U-'>C
glutamine nor 2-'C acetate could label lactate in these
cells. Low level of '3C labelling from glucose was
detected in 2-HG (~6% of total 2-HG pool), as well.



Hujber et al. Journal of Experimental & Clinical CancEﬁ @1&1@ 12@773%?% 2020.2419

Page 5 of 12

IDH1 mutation

T e A&

a 2-HG peak b

100

270
T oA @ & O & T e AL T

c.394C>T

p.R132C

HT-1080 t,=8.06 min

intensity
id

a T T T T T T U T T
0.om 2m +m 600 i 1000

retention time

c U-13C-glucose labelling
6.04%

U-13C-glutamine labelling

M unlabelled 2-HG
m+1 2-HG

mm+2 2-HG

B m+3 2-HG

M unlabelled 2-HG
m+5 2-HG

93.96%

Fig. 1 Consequence of IDHT mutation in HT-1080. The detected 2-HG peak on chromatogram (LC-MS) (a.) and the heterozygous IDH1 gene
mutation which resulted IDHT R132C was confirmed by sequencing (Sanger) (b.); The main sources of 2-HG production were evaluated by 13
incorporations in 2-HG after one-hour U—W?’C—glucose or U—BC—qutamine labelling and LC-MS (representative data) (c.). t,: retention time;
m + 0 = unlabelled metabolites; m +1/2/3=1/2/3 '*C in 2-HG from glucose, m+5=5 ">C in 2-HG from glutamine, (m+4 and m +5
isotopomers were not detectable in these cells after one-hour glucose labelling in 2-HG)

Acetate substrate could not label 2-HG. However, glu-
tamine was proved to be a remarkable source (~15%) of
2-HG (Fig. 1c).

Rapamycin inhibited mTOR related protein expression,
cell proliferation and migration of HT-1080 cells

The role of the described high mTORCI activity [33]
was studied in our work by rapamycin (mTORC1 inhibi-
tor) treatment. Dose dependent anti-proliferative effect
(0.1-200 ng/mL) of rapamycin was tested in vitro; based
on the evaluation of our and other published results
50 ng/mL was selected for further in vitro studies. Both
Alamar Blue test and the evaluation of cell number con-
firmed the time dependent effect (Fig. 2a) of 50 ng/mL
rapamycin, as well. These were supported by flow cy-
tometry, however, apoptotic effect was not detected after
rapamycin treatment in these IDHI mutant cells after
24-72-h treatment (data not shown). The migration of
HT-1080 cells was also inhibited after rapamycin treat-
ment in ECM gels, the number of the migrated cells was
reduced by more than 80%. Rapamycin sensitivity was
confirmed after 48-h treatment by Western blot (Fig. 2b).
Densitometric analysis showed significantly decreased
expression in phosphorylated forms of S6 and mTOR

(more than 85% decreasing in both p-S6 and p-mTOR,
besides the total level of S6 and mTOR did not change).
In parallel, Raptor and Rictor expressions were also
reduced.

Rapamycin decreased lactate and 2-HG oncometabolite
production by reducing the amount of LDH-A and
glutaminase enzymes
Significantly decreased intracellular levels of lactate and
2-HG were detected using LC-MS measurements after
in vitro rapamycin treatment (Fig. 3a, b). Rapamycin
altered the levels of various TCA cycle intermediates, as
well; however, these changes were not proved to be
significant (Fig. 3c). The effect of the remaining 2-HG
and lactate levels in parallel with 48-72-h rapamycin
treatment were also tested in vitro by adding 2-HG and/
or lactate. In our experimental systems, we could not
observe significant influences of lactate and/or 2-HG in
proliferation, in growth potential and in rapamycin sen-
sitivity of HT-1080 cells (Additional file 1: Figure S1.).
The metabolic effect was verified by using one-hour
3C-substrate labelling after 48-h rapamycin treatment
and measuring-evaluating unlabelled and labelled me-
tabolite levels by LC-MS. ">C atoms appeared in 16% of
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Fig. 3 Rapamycin treatment reduced lactate and 2-HG productions in vitro (LC-MS measurements). The relative levels of lactate and 2-HG (a.); the
levels of these oncometabolites in nmol/10° cells (b.); the relative levels of succinate, malate and citrate (c) after 48-h rapamycin treatment (50 ng/mL);
The changes in relative level of total lactate (m + 0 and m + 3) were shown after 48-h rapamycin treatment and one-hour U—”’C—glucose labelling (d.);
The reduced level of total 2-HG (m + 0 and m + 1/2/3) was also detected after rapamycin treatment and U—BC—g\ucose labelling (e.) or U—‘3C—glutamine
substrate labelling (f) m+ 0= unlabelled metabolites; m+3 =3 "3C in lactate from glucose, m+ 1/2/3=1/2/3 "*C in 2-HG from glucose,
m+5=5 "°C in 2-HG from glutamine, (m+4 and m+ 5 isotopomers were not detectable in these cells after one-hour glucose labelling
in 2-HG); Levels of metabolites were expressed relative to the control (control level = 1) and the tables show the absolute levels of
labelled and unlabelled metabolites after rapamycin treatment. (n =3, *p <0.05;)
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lactate from U-'*C-glucose in control HT-1080 cells at
these experimental conditions. 48-h rapamycin treat-
ment reduced the level of total lactate (both *C- and
13C-lactate) by more than 50% and blocked the incor-
poration of *C from U-'’C-glucose into lactate using
one-hour labelling period at the end of the treatments
(Fig. 3d). 2-HG production was also reduced effectively
after rapamycin treatment, U-'*C-glucose and U-'*C-
glutamine labelling studies confirmed that rapamycin
inhibited 2-HG production. The total level of 2-HG was
reduced by more than 75% and the amount of **C-labelled
2-HG was also reduced significantly after using either
glucose or glutamine labelling in one-hour time period in
the treated cells compared to controls (Fig. 3e, f).

Page 7 of 12

The regulatory role of mTORC1 activity in both LDH-
A and glutaminase expressions were analysed by flow
cytometry in these experiments. Rapamycin reduced the
expression of LDH-A and glutaminase at protein levels
in HT-1080 cells after 48-h treatment (Fig. 4a, b). These
were further confirmed by Western blot, as well
(Fig. 4c). The role of glutaminase enzyme activity in
2-HG production was proved by Zaprinast and BPTES
treatments in HT-1080 cells. Similar to rapamycin, Zapri-
nast and BPTES could also reduce 2-HG production
(Fig. 4d). This was occurred at enzyme activity level [34],
as glutaminase inhibition did not influence the protein
expression of glutaminase negatively (data not shown).
Zaprinast also reduced the proliferation of HT-1080 cells
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inhibitors (Zaprinast, BPTES) have effects on both the proliferation and the 2-HG oncometabolite level in these cells. LDH-A and Gls expressions
were significantly reduced after 48 h rapamycin (50 ng/ml) and PP242 (1 puM) treatment (a. and b. show flow cytometric results, X-Gmean
average + SD n = 3,*p < 0.05; ¢. Western blot). The effects of mTOR and glutaminase inhibitors on the 2-HG production and proliferation (d.)
(Alamar Blue test; Rapa.: rapamycin 50 ng/mL; PP242: 1 uM; Zap.: Zaprinast 100 pM; BPTES: 10 uM). The effect of rapamycin and Zaprinast on the
2-HG production (e.) (LC-MS using U—”C—g\utamine labelling; n= 3, levels of metabolites were expressed relative to the control (control level = 1),
m + 0 = unlabelled 2-HG; m+5=5 ">C in 2-HG, n.d.: not detected: *p < 0.05). The results of Alamar Blue test after using 48-h Zaprinast and
rapamycin (50 ng/ml) combination treatments in HT-1080 cells (f.)




Hujber et al. Journal of Experimental & Clinical CancEﬁ @1&1@ 12@7@%?%20202 419

in vitro (Fig. 4e, f). However, rapamycin was significantly
more effective than Zaprinast after 48—72-h treatment.
Moreover, rapamycin and Zaprinast showed no additive ef-
fect on proliferation, this combination was not more effect-
ive than rapamycin alone (Fig. 4f).

To exclude non-target effect of rapamycin, as a chemical
compound, we used an other mTOR inhibitor (PP242)
and compared their effects on 2-HG, lactate production
and on LDH-A, GlIs protein expression and on prolifera-
tion, as well. PP242 is an ATP-competitive compound,
which is highly selective to mTOR kinase in both
mTORCI and C2 complexes; it is a non-FKBP12 binding
drug as mTORCI1 inhibitor rapamycin. In addition, PP242
has similar effects on proliferation, Gls and LDH-A
protein level (Fig. 4c, d), in parallel PP242 reduced the
lactate level near to 60%, the 2-HG level near to 40%.
These suggest that the inhibition of mTOR kinase is
involved in the alteration of these parameters.

The lactate production of highly glycolytic other non-
IDH mutant cell lines were also tested after in vitro
rapamycin treatment in two human Hodgkin lymphoma
cells and in another previously metabolically charac-
terised ZR-75.1 human breast carcinoma cell line. 48—
72 h rapamycin treatment could reduce the amount of
lactate in these cells; the unlabelled lactate levels were
significantly reduced to 85%—-65% (DEV-75%, KMH2-
85%, ZR-75.1-65%) in these other malignant cells. The
use of one-hour U-"*C-glucose labelling at the end of
rapamycin treatments could confirm these changes, the
labelled "*C-lactate level decreased to 30% in DEV and
near to undetectable level in the other two cell lines in
our experiments. Furthermore, we have chance to ana-
lyse 2-HG production of a generated (genetically modi-
fied) homozygous IDHI mutant glioma cell line — U251
MG. In these cells, we detected high 2-HG production
(~24 nmol/10° cells), however, the known low glycolytic
capacity of this kind of glioma cells was also observed.
The elevated 2-HG and proliferation levels were signifi-
cantly reduced (near to 75% and 80%, respectively) after
48-h mTOR inhibitor treatment which confirmed our
findings about the 2-HG reducing effect of rapamycin
treatment in other 2-HG producing tumour type, in
glioma cells.

Rapamycin inhibited the growth and the oncometabolite
production in HT-1080 xenografts in vivo

The in vivo inhibitory effect of mTORCI1 inhibitor Rapa-
mune (oral rapamycin drug) on tumour growth was also
confirmed in HT-1080 xenotransplanted SCID mice.
Rapamune treatment significantly reduced tumour
weights and tumour volumes in vivo (Fig. 5a, b). The in
vivo inhibitory effect of the applied treatment on mTORC1
activity and on the expression of Gls and LDH-A were con-
firmed by using p-S6, p-mTOR, Gls and LDH-A
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immunostainings (Additional file 2: Figure S2.). The sig-
nificantly reduced oncometabolite levels — lactate and 2-
HG - were also detected by LC-MS in frozen tumour
tissues of HT-1080 xenografts (Fig. 5¢, d).

Discussion

Several studies have shown that metabolic intermediates
have potential to modulate oncogenic (including cellular
and extracellular mechanisms) and epigenetic processes.
Moreover, the accumulation of certain metabolites with
normal or altered structures — designated as oncometa-
bolites — may contribute to carcinogenesis in many
aspects [35, 36].

Noteworthy, oncometabolites are interconnected and
form a network to act by cooperative or autoregulated
manner in tumourigenesis, as well [35-38]. Recently,
Kottakis et al. have supported this network concept es-
pecially at epigenetic level in correlation with the func-
tions of mTOR controlled pathways [39]. This work
underlines the importance of our new data about mTOR
activity dependent regulation of lactate and 2-HG pro-
ductions in m/DHI HT-1080 fibrosarcoma. The pre-
sented data showed that mTOR complex inhibitors — in
parallel reduce tumour growth and migration — have sig-
nificant inhibitory effect on the productions of both
glycolytic lactate and mainly from glutamine sourced 2-
HG oncometabolites in vitro and in vivo. According to
our results and the known microenvironmental tumour
promoting effects of tumour derived lactate, not only
the well-known anti-proliferative effect of mTOR inhibi-
tors should be considered. The altered levels of oncome-
tabolites, especially their potential extracellular effects
should also be taken into account in case of starting to
use rapalog treatments. For example, doxorubicin in-
hibits the proliferation, however, it could not signifi-
cantly alter the studied oncometabolite levels in HT-
1080 cells (data not shown, unpublished results). The re-
duction of lactate and 2-HG oncometabolites could have
fewer effects on stable tumour cell lines in short-term
treatments than in their microenvironment and in
the associated inflammatory or other “normal” (non-
tumour) cells at tissue level. The reduced levels of
oncometabolites are interesting for further studies because
rapamycin preferentially reduced the productions of lac-
tate and 2-HG relative to succinate, malate and citrate.
Our observations call the attention to the translational
effects of mTOR activity [37, 40], which were proved by
the detected decrease of LDH-A and Gls expressions at
protein level both in vitro and in vivo (Fig. 6.).

As far as the regulatory role of mTOR in protein
translation is concerned, there are only limited data
about mTOR hyperactivity dependent metabolic alter-
ations related to oncometabolite productions, especially
2-HG. The detected correlation between hyperactivated
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mTOR and LDH expressions and the related lactate pro-
duction corresponds to the known regulatory role of
mTOR activity in the expressions of glycolytic enzymes
[41, 42]. Various interactions between mTOR activity
and metabolic alterations including oncometabolite pro-
duction have been studied in few available reports ap-
plying different experimental conditions. It has been
reported that 2-HG could equally activate and inhibit
mTOR in different cells (genetically manipulated glio-
blastoma, C. elegans etc.) [43, 44]. Since different bio-
logical systems have been used in these experiments,
there is a possibility that the outcome of 2-HG action
has been influenced by different modulators such as
origin and timing of their presence. However, these an-
tagonistic impacts between oncometabolites and mTOR
activity may suggest a possible coordination of lactate
and 2-HG for joint tumour promoting functions. Never-
theless, it is noteworthy that our conclusion based on
the obtained results — with an established primarily het-
erozygous mutant /DHI fibrosarcoma cell line — are in
harmony with those reported by Carbonneau et al [44].
Their results have demonstrated mTOR kinase activa-
tion in other models in different tumour cells (HeLa,
immortalized astrocytes) after octyl-2-HG treatment or
in newly mIDH transfected cells.

Herein we confirmed their findings that mIDH can
lead both to 2-HG production and to aberrant activation
of mTOR kinase [44] using other primarily endogenous
heterozygous IDHI mutant cell line. However, our new
findings provide that the hyperactivity of mTOR kinase
is needed to produce 2-HG in the studied primarily
IDH]I mutant cells.

Nevertheless, the presented data support our view that
the detected reductions at different oncometabolite
levels correlate to the inhibited proliferation, migration
after rapamycin treatment in HT-1080 cells in vitro. The
detected decrease of mTOR activity and its correlation
with diminished oncometabolite level and tumour
growth were also demonstrated in vitro xenografts in
our study. This effect of rapamycin treatment highlights
the importance of mTOR activity in malignant pheno-
type of IDHI mutant cells. Our results — concerning the
potential roles of mTOR activity and 2-HG production
in migration of malignant cells — confirm the recently
published data about the enhanced migration capacity of
mIDHI transfected glioma cells [45]. Only this study
and our work show the potential benefit of mTOR
inhibitors on the migration of IDH mutation related
malignant cellular phenotype, in this context.

The anti-tumour effects of rapalogs, other mTOR in-
hibitors and elevated mTOR activity have been de-
scribed previously in many tumours including gliomas,
AMLs and chondrosarcomas (where the occurrence of
the IDH mutation is remarkable) [46]. Rapalogs and
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newly developed mTOR inhibitors are being tested with
recurrent and therapy resistant malignancies, especially
in AML and glioma patients [47-49].

Based on our recent findings and the emerging data
about the relation between high mTOR activity and IDH
mutation, we also highlight the importance of recently
ongoing and future studies in different AMLs, gliomas,
and sarcomas. We also suggest studying the metabolic
profile, IDH status or oncometabolite productions — e.g.
lactate and 2-HG level — in these patients. Our results
showed that the endogenous mutant /DHI expressing
HT-1080 fibrosarcoma cells with glycolytic phenotype
proved to be a suitable model to characterise the role of
mTOR in the regulation of 2-HG and lactate produc-
tions. The present study provided evidence for the
first time for simultaneous reduction of two onco-
metabolites (lactate and 2-HG) by mTOR inhibitor.
Moreover, we could detect such a reducing effect of
rapamycin in oncometabolite level, especially in glyco-
lytic lactate production in other lymphoma and breast
cancer cells.

Other laboratories — with separate studies on either
lactate or 2-HG expression— have described that specific
glycolysis or glutaminolysis inhibitors (such as deoxyglu-
cose or Zaprinast, BPTES) can reduce the cellular prolif-
eration in vitro, however, they have no significant
efficacy in vivo in monotherapy [34, 50, 51]. The mTOR
inhibitors (rapamycin mTORC1 and PP242 C1-C2
inhibitors) showed high efficacy in our study. Rapamycin
and PP242 significantly inhibited tumour growth in HT-
1080 IDH mutant cells, where the productions of two
oncometabolites were also attenuated. High concentra-
tions of lactate and 2-HG exert tumour promoting
potential in a cooperative manner with the surveillance
of mTOR activity (e.g. 2-HG initiates DNA hypermethy-
lation and lactate fuels the bioenergetic process) [16, 52]
which can be present in the studied HT-1080 cells. Cer-
tainly, the above outlined network and its role in the poten-
tial metabolic symbiosis of the tissue microenvironment
could be regarded as an important phenomenon. However,
this cannot be denoted as an exclusive mechanism to main-
tain malignant phenotype of HT-1080 fibrosarcoma cells.
In addition, it has been published recently by E. Allen
et al. that inhibition of mTOR in combination can
disrupt the metabolic symbiosis of normoxic and hyp-
oxic cells in the developing targeted therapy resist-
ance [53]. This and our new results suggest that
targeting mTOR activity could have a promising potential
in different new combination treatments depending on
the metabolic phenotype of tumours.

These and our recent findings highlight that tumour
promoting mechanisms supported jointly by lactate and
2-HG oncometabolites — regulated by mTOR dependent
translational effects —, and especially the role of metabolic
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crossroads would be a promising approach to recognise a
set of molecular targets for anticancer therapy.

Conclusions

In conclusion, the mTORC]1 inhibitor (rapamycin) showed
high efficacy in our models. The high mTOR activity re-
lated biological advances in tumour proliferation were
inhibited by rapamycin both in vitro and in vivo in the
studied heterozygous IDHI mutant cells. Moreover, the al-
tered metabolic profile, the consequences of metabolic
adaptation to IDHI mutation and to other tumourigenic
alterations (e.g. hyperactivated glycolytic pathway) such as
the high levels of two oncometabolites — 2-HG and lactate
— were also disrupted after the specific effect of rapamycin
treatment. Considering the role of these oncometabolites in
intracellular and microenvironmental regulatory networks
and their role in metabolic symbiosis it could be regarded
that rapamycin and other developing mTOR inhibitors
may have additional effects besides their anti-
proliferative effects in different tumours with character-
istic highly glycolytic phenotype, especially in case of
IDHI mutation (such as AML, gliomas, chondrosar-
comas). Based on our new results we could suggest
targeting mTOR activity depending on the metabolic
besides molecular genetic phenotype of tumours to
increase the success of the future therapies.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Adding 2-HG, lactate did not influence
the anti-proliferative effect of rapamycin treatment in HT-1080 cells. The
in vitro anti-proliferative effect of rapamycin (50 ng/ml), Na-L-lactate

(5 mM) and D-2-HG (0.5 mM) combination treatments were studied
by Alamar Blue test after 48-72 h (the results of a representative
experiment n =6, *;p < 0.05; Rapa = rapamycin, 2-HG = 2-hydroxyglutarate,
lac = lactate) (PDF 147 kb).

Additional file 2: Figure S2. The representative photos of p-mTOR,
p-56, LDH-A and Gls immunostainings in HT-1080 xenograft tumours. The
expressions of p-mTOR, p-S6, LDH-A and Gls were studied in control and
Rapamune treated xenograft tumours (DAB-brown staining; magnification
400X) (PDF 209 kb).
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Abstract

Background: Bioenergetic characterisation of malignant tissues revealed that different tumour cells can catabolise
multiple substrates as salvage pathways, in response to metabolic stress. Altered metabolism in gliomas has received a
lot of attention, especially in relation to IDH mutations, and the associated oncometabolite D-2-hydroxyglutarate (2-HG)
that impact on metabolism, epigenetics and redox status. Astrocytomas and oligodendrogliomas, collectively called
diffuse gliomas, are derived from astrocytes and oligodendrocytes that are in metabolic symbiosis with neurons;
astrocytes can catabolise neuron-derived glutamate and gamma-aminobutyric acid (GABA) for supporting and
regulating neuronal functions.

Methods: Metabolic characteristics of human glioma cell models — including mitochondrial function, glycolytic
pathway and energy substrate oxidation — in relation to IDH mutation status and after 2-HG incubation were studied
to understand the Janus-faced role of IDH1 mutations in the progression of gliomas/astrocytomas. The metabolic and
bioenergetic features were identified in glioma cells using wild-type and genetically engineered IDH1-mutant
glioblastoma cell lines by metabolic analyses with Seahorse, protein expression studies and liquid chromatography-
mass spectrometry.

Results: U251 glioma cells were characterised by high levels of glutamine, glutamate and GABA oxidation. Succinic
semialdehyde dehydrogenase (SSADH) expression was correlated to GABA oxidation. GABA addition to glioma cells
increased proliferation rates. Expression of mutated IDH1 and treatment with 2-HG reduced glutamine and GABA
oxidation, diminished the pro-proliferative effect of GABA in SSADH expressing cells. SSADH protein overexpression
was found in almost all studied human cases with no significant association between SSADH expression and
clinicopathological parameters (e.g. IDH mutation).

Conclusions: Our findings demonstrate that SSADH expression may participate in the oxidation and/or consumption
of GABA in gliomas, furthermore, GABA oxidation capacity may contribute to proliferation and worse prognosis of
gliomas. Moreover, IDH mutation and 2-HG production inhibit GABA oxidation in glioma cells. Based on these data,
GABA oxidation and SSADH activity could be additional therapeutic targets in gliomas/glioblastomas.

Keywords: Glioma, Bioenergetics, IDH1 mutation, 2-hydroxyglutarate, Glutamine, GABA, Succinic semialdehyde
dehydrogenase
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Introduction

Gliomas, glial cell derived central nervous system malig-
nancies, are a heterogeneous, aggressive tumour type with
poor prognosis. The incidence of isocitrate dehydrogenase
(IDH) mutations is high in low-grade gliomas. Despite the
fact that these malignancies are still incurable, patients
with IDH-mutant gliomas have a better prognosis and re-
sponse to chemo-and radiotherapy than patients with
IDH wild-type tumours [1, 2]. IDH mutations can also be
implicated in the formation of other tumour types (acute
myeloid leukaemia — AML, chondrosarcomas, intrahepa-
tic cholangiocarcinoma — ICC). In these non-glial malig-
nancies, IDH mutations appear to confer a worse
prognosis to the patient; although there is some contro-
versy in case of ICC and AMLs [3, 4].

Based on highly detailed analyses of the genetic basis for
malignant progression (gene amplifications, mutations,
loss of chromosome arms, gene expression, DNA methy-
lation status), several altered pathways in IDH-mutated
gliomas were characterised, including RTK-PI3K-mTOR,
Notch signalling, cell cycle and DNA damage response
regulation. These studies concluded that IDH mutation is
at the centre of epigenetic alterations in glioma cells [5, 6].
The prevalence of IDH mutation is high in grade II-III
and secondary glioblastomas (70-80%), the most fre-
quently (>90%) mutated IDH isoform is the cytosolic
IDH1 R132H [7, 8], that has gained a neomorphic activity
resulting in conversion of a-ketoglutarate (aKG) to the
oncometabolite D-2-hydroxyglutarate (2-HG). In addition,
the mutation has a negative impact on the function on the
wild-type allele [9].

2-HG can accumulate to millimolar concentrations in
cells and in the extracellular environment [10, 11]. More-
over, mutated IDH1 not only causes 2-HG production,
but also initiates changes in metabolic adaptation of mu-
tated cells [12]. Mutant IDH1 oxidises NADPH to NADP*
during 2-HG production, instead of reducing NADP" to
NADPH as is done by the wild-type IDH1 enzyme during
conversion of isocitrate to aKG. Because 2-HG and aKG
are structurally very similar metabolites, 2-HG acts as a
competitive inhibitor of aKG-dependent dioxygenases in-
cluding prolyl-hydroxylases, histone- and DNA demethy-
lases [13-15]. Cancer-related metabolic alterations,
adaptations and their role in tumourigenesis and progres-
sion are extensively studied in many cancers. The meta-
bolic characterisation of human gliomas started with the
reinterpretation of Warburg effect suggesting that other
substrates than glucose can also be oxidised by glioma
cells [12, 16, 17], such as glutamine and acetate [18—-20].

Multiple substrates can fill up the TCA cycle — which is
in the centre of metabolic activity — to provide acetyl-CoA;
and many studies reported that cells can use glutamine
and/or glutamate as catabolic substrates [21-23]. Previous
results suggested that glioma cells adaptively run the TCA
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cycle backwards to power the electron transport chain, es-
pecially in case of IDH-mutant cells. Analogous to fumar-
ate hydratase (FH) and succinate dehydrogenase (SDH)
mutations, which can also cause oncometabolite produc-
tion, IDH mutation provides an example of how a single
mutation can reprogram cellular metabolism and affect
pathobiology [13, 15, 24].

Recent years have yielded exciting findings in the field
of tumour metabolism, and some aspects of these meta-
bolic alterations related to IDH mutations have also been
described [25, 26].

Astrocytes and GABA-ergic and glutamatergic neurons
play roles in the maintenance of the neurotransmitter
pools of glutamate and gamma-aminobutyric acid (GABA).
Astrocytes and neurons are in metabolic symbiosis, astro-
cytes can catabolise glutamate and GABA for supporting
and regulating neuronal functions. GABA can feed the
TCA cycle via the activities of GABA transaminase and
succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH) to produce
succinate [27]. The expression changes of GABA utilisation
enzymes and GABA consumption were only studied in few
recent publications in cancer research [28, 29].

An emerging question is whether glioma cells have the
ability to use the GABA shunt to support energy pro-
duction and proliferation. This indicates a need to
understand the effect of produced 2-HG (caused by
IDH1 mutations) on the former pathway.

Our study provides an exciting opportunity to advance
our knowledge of the effects of IDH1 mutation and
2-HG accumulation to identify several mechanisms
which can help to understand the Janus-faced role of
IDH1 mutations in the progression of gliomas — IDH
mutations could be driver oncogenic alterations, how-
ever, IDH-mutant human gliomas have better prognosis
than wild-type. In the present study, the alterations of
bioenergetic characteristics and different substrate oxi-
dation capacities in relation to the expressions of rele-
vant proteins in glioma cell lines were analysed
(Additional file 1: Figure S1 summarises the analysed
pathways). Our presented results demonstrate that
SSADH expression — an IDH mutation independent in
vivo characteristic of human glioma cells — provides a
possibility for GABA oxidation. This may have special
importance in survival, proliferation and metabolic adap-
tation of glioma cells.

Methods

All materials were purchased from Merck-Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Germany), except where it is indicated in
the text.

In vitro cell cultures
U251 MG (U251 wt), genetically engineered U251 MG
mutant IDH1 R132H overexpressing (U251 IDHI1m)
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[25], U87 MG (ATCC) and U373 MG (kindly provided
by G. Séafrdny) human astrocytoma/glioblastoma cells
were cultured in DMEM high glucose medium supple-
mented with 10% foetal bovine serum, 2 mM L-glutamine
and 100 Ul/ml penicillin-streptomycin. R132H mutation
status was confirmed by immunocytochemistry using
anti-IDH1 R132H (Dianova, HO9 clone, 1:80) antibody in
different cell lines after paraformaldehyde (4%) fixation. For
metabolic flux experiments, cells were washed with DMEM
D5030 (glucose-, glutamine- and pyruvate-free medium)
followed by incubation with DMEM D5030 medium con-
taining U-*C-glucose, U-"*C-glutamine or 2-'*C-acetate
(Cambridge Isotope Laboratories Inc.). T25 or T75 flasks
(for Western blot, liquid chromatography-mass spectrom-
etry (LC-MS) and '*C-labelling experiments) and 96-well
plates (sulforhodamine-B and Alamar Blue proliferation as-
says), special Seahorse plates were used with appropriate
cell numbers (3-8 x 10° cells/flask or 2.5 x 10*> — 5 x 10*
cells/well) for different treatments and measurements. To
analyse the direct effect of 2-HG accumulation and the role
of GABA metabolism in U251 wt cells, 4 mM 2-HG, 5 mM
GABA and 0.6 mM vigabatrin were added for various time
periods (24 h, 72 h and 14/28 days). We selected concentra-
tions based on previous publications.

Cell proliferation measurements

Beside cell counting the proliferation rate was analysed
by sulforhodamine-B (SRB) assay which correlates to the
protein content of the analysed samples. For 72-h prolif-
eration assays 2.5 x 10> untreated or pre-treated glioma
cells/100 pl well were seeded; followed by incubation
under different conditions. Thereafter the cells were
fixed with 10% trichloroacetic acid subsequently stained
with SRB using 10 mM Tris, and the absorbance was
measured at 570 nm. In addition, Alamar Blue (Thermo
Fisher Scientific) test was also used for proliferation
studies. The incubation period was 4 h, fluorescence was
measured by Fluoroskan Ascent FL fluorimeter software
(Labsystems International). Percentages of proliferation
were given relative to control samples.

Expression analysis of different proteins by Western blot

Protein concentrations of cell extracts were measured
with using Bradford assay (Biorad). Equal amounts of pro-
teins were separated by 8—12% SDS-PAGE gels following
their transfer to PVDF membrane applying BioRad Trans
Blot Cell. Membranes were stained with Ponceau S, before
incubation the following primary antibodies were used in
expression studies: anti-phosphofructokinase P (PFKP)
(Cell Signaling 1:1000 #8164); anti-hexokinase 2 (HK2)
(Cell Signaling 1:1000 #2867); anti-p-F1-ATPase (ATPB)
(Abcam 1:2000 #14370), anti-glutaminase (Gls) (Abcam
1:1000 #156876); anti-acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2)
(Cell Signaling 1:1000 #3658); anti-alanine, serine, cysteine
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-preferring transporter 2 (ASCT2) (Bethyl 1:2000
#A304-353A); anti-succinic semialdehyde dehydrogenase
(SSADH) (Abcam 1:1000 #129017); anti-GABA trans-
porter 1 (GAT1) (Abcam 1:500 #426). Finally, biotinylated
secondary antibodies, Vectastain Elite ABC Kit (Vector)
and enhanced chemiluminescence technique (Thermo
Fisher Scientific ECL Western Blotting Substrate) were
applied by using C-Digit System (Li Cor Biosciences) de-
tection equipment. The membranes were stripped and
probed by anti-B-actin antibody (Sigma-Aldrich; #A228;
1:5000), to prove equal protein loading as well.

Assay to detect cellular respiration and extracellular pH
changes

Real-time measurements of oxygen consumption rate
(OCR), reflecting mitochondrial oxidation and extracel-
lular acidification rate (ECAR), indicated as a parameter
of glycolytic activity, were performed on a Seahorse
XF96 Analyzer (Agilent Technologies, USA) based on
previous descriptions [30—32].

Glioma cell lines were plated in 100 ul complete DMEM
growth media at 1.5 x 10* cells/well density onto 96-well
Seahorse plates (Agilent Technologies, USA) 24 h prior to
the assays. The medium was removed and was replaced by
glucose-, glutamine- and pyruvate-free DMEM medium
(D5030 pH 7.4). The basal OCR and ECAR were calculated
via XF96 Analyzer software (Agilent Technologies, USA)
after 1.5-h incubation at this condition.

Following this, substrate utilisation was measured by
using different substrates in parallel wells.

During the measurements freshly prepared substrates
(glucose 10 mM, glutamine 2.5 mM, citrate 5 mM,
GABA 5 mM, lactate 5 mM, malate 10 mM, acetate
10 mM and glutamate 5 mM) and/or metabolic inhibi-
tors/modulators (oligomycin 2 pM, 2,4-dinitrophenol -
DNP 100 uM and antimycin A + rotenone 1-1 pM) were
injected into each well to reach the desired final working
concentration.

LC-MS/MS method for quantitative metabolite analysis

Intra- or extracellular metabolites - citrate, aKG, succin-
ate, fumarate, malate, glutamate, 2-HG - were extracted
by a modified method based on Szoboszlai et al. [33, 34].
Cells (minimum 5 x 10° cells) were quenched in liquid ni-
trogen. Metabolites were extracted from cells and in paral-
lel 300-500 pl supernatant by methanol-chloroform-H,O
(9:1:1) and vortexed at 4 °C. After centrifugation
(15,000xg, 10 min, 4 °C) the clear supernatants were
stored at -80 °C until measurements. Citrate, aKG, succin-
ate, fumarate, malate, glutamate and 2-HG concentrations
were assessed by using calibration curves obtained with
the dilution of analytical purity standards in the range of
0.5-50 pM. LC-MS grade water, LC-MS grade methanol
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and LC-MS grade formic acid were purchased from VWR
International Ltd. (Debrecen, Hungary).

LC-MS/MS assays were performed on a Perkin-Elmer
Flexar FX10 ultra-performance liquid chromatograph
coupled with a Sciex 5500 QTRAP mass spectrometer.
For chromatographic separation a Phenomenex Luna
Omega C18 column, (100 x 2.1 mm, 1.6 um) was used
(GenLab Ltd., Budapest, Hungary). The mobile phase
consisted of water containing 0.1% (v/v) formic acid (A)
and methanol containing 0.1% (v/v) formic acid (B). The
mass spectrometer was operating in negative electro-
spray ionisation mode with the following settings: source
temperature: 300 °C ionisation voltage: — 4000 V, curtain
gas: 35 psi, gasl: 35 psi, gas2: 35 psi, entrance potential:
-10 V, CAD gas: medium. Quantitative analysis was per-
formed in multiple reaction monitoring (MRM) mode.

Different substrate consumptions were analysed using
3C-labelling and LC-MS measurements

Sub-confluent cells were washed and incubated in DMEM
D5030 medium with 10 mM D-U-"*C-glucose or
4 mM L-U-"*C-glutamine or 10 mM 2-'*C-acetate (Cam-
bridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) addition
for 1 h in short-time labelling experiments before the ex-
traction [32]. In 24-h labelling experiments — avoiding
long-term starvation/non-physiological conditions — cells
were seeded in DMEM D5030 medium supplemented
with FBS, and the combination of labelled and/or un-
labelled glucose (10 mM) and glutamine (4 mM) or acet-
ate (10 mM) were added to cell cultures for 24 h.

SSADH expression analysis by immunohistochemistry
(tissue microarray) in clinical samples

47 glioma patients (type: astrocytoma n =14, oligo-
dendroglioma # = 14, glioblastoma # = 19; sex: female n
=23, male =24; WHO grade: Il =9, Il n=19, [Vn =
19; IDH1 R132H mutation: positive # = 32, negative n =
15) were included in a tissue microarray (TMA) study.
Three normal brain and renal tissues were included as
controls. Expression studies by IHC on biopsy materials
were approved by the Institutional Ethical Review Board
(TUKEB no. 7/2006). TMA sections were deparaffinised,
endogenous peroxidase blocking was followed by antigen
retrieval (sodium citrate; pH 6). Immunostaining was
performed by routine diagnostic antibodies (such as
anti-IDH1 R132H), SSADH (Abcam #129017 1:500)
antibody and Novolink Polymer Detection System
(Novocastra, Wetzlar, Germany), visualised by DAB and
counterstained with haematoxylin. H-scores (scale of 0—
300) were determined by two independent pathologists
with semi quantitative analysis of immunoreactivity
using 3DHistech Pannoramic Viewer program according
to Krencz et al. [35]. The H-score was calculated from
staining intensity (0, 1+, 2+, or 3+) and positively stained
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tumour cells (percentage). The final H-score was calcu-
lated by averaging the H-scores of all the scores from
the same tissue. SSADH expression was categorised as
low (H-score 0-149) and high (H-score 150-300).

Statistical analysis

The data are presented as mean with standard deviation
and calculated from three independent experiments with
minimum three or more parallels depending on the
method used. Results were statistically evaluated through
one-way ANOVA with post-hoc Tukey’s and Dunnett’s
tests for multiple comparisons by IBM SPSS Statistics soft-
ware, version 22 (SPSS Inc.). Mann-Whitney U test and
Kruskal-Wallis test were used to compare SSADH expres-
sions and clinicopathologic parameters in human gliomas
using IBM SPSS Statistics software, version 22 (SPSS Inc.).
p <0.05 was considered statistically significant.

Results

Characteristics of cellular respiration and glycolytic
activity in glioma cells

The basal oxygen consumption rates (OCR) among the in-
vestigated gliomas showed significant differences. The
lowest respiration rate was observed in U87 MG, while
the highest basal rate was produced by U373 MG cells in
DMEM D5030 medium (Fig. 1a). In contrast with the re-
spiratory parameters, there were no differences in the
basal extracellular acidification (ECAR) rates. However,
glucose addition reveals alteration in the metabolic adap-
tation of gliomas. Lactate productions using glucose ad-
ministration with or without mitochondrial respiratory
inhibitor were the highest in U87 MG cells, which have
the lowest basal respiratory activity (Fig. 1b). These find-
ings indicate an inverse relationship between the basal
oxygen consumption and the glycolytic activity. Addition-
ally, we compared the glutamine metabolising properties
of the examined gliomas. The glutaminolysis-driven re-
spiratory capacity was significantly higher in U251 wt cells
than in U87 MG or U373 MG cells (Fig. 1c). Using same
cell density, time-dependent growth showed individual
differences in these glioma cells (Fig. 1d), but these did
not correlate to their oxygen consumptions. U373 MG
cells have the fastest proliferation and these cells have
both high glucose utilisation and high respiratory capacity.

IDH1 mutation and related 2-HG accumulation increase
the basal respiration and decrease the glycolytic capacity
The effects of the most frequent IDH1 mutation (R132H)
of gliomas in energy metabolism and substrate consump-
tion were studied in an IDH1 mutation (R132H) carrying
glioma model (isogenic pair: U251 wt and its genetically
engineered counterpart - U251 IDH1m). Besides, we stud-
ied the short-term effects of 2-HG incubation in U251 wt
cells. Comparing the basal respiration of wt, 2-HG-treated



Hujber et al. Journal of Experimental & Clinical CancEﬁ @1&1@ 1 475%753@220202 419

Page 5 of 12

= =
15 o
3 S

Oxygen consumption rate (pmol/min) m
)

WII

UB7TMG U251wt

)

U373 MG

(2]

200 -

T Antimycine

Oligomycin
BOmY! Rotenone

Glutamine l
150 DNP)

[ogeZezexy)

100

Proliferation
(absrobance SRB assay)

50

Oxygen consumption rate (%)

0~ —=— U373 MG

0 30 60

Time (min)

90 120

b

Extracellular acidification rate (mpH/min)

o

Fig. 1 Oxygen consumption, extracellular acidification rate and glutamine oxidation differences were measured by Seahorse in U87 MG, U251 wt,
U373 MG glioma cell lines using D5030 medium. a Different oxygen consumption rates in the studied cell lines (pmol/min). b Extracellular
acidification rates were measured in minimal medium (D5030) at basal rate and after glucose (10 mM) addition following oligomycin (2 uM)
treatment. ¢ Oxygen consumption rate curves in minimal medium (D5030), and after glutamine (2.5 mM) addition and using several metabolic
inhibitors and modulators (oligomycin - 2 uM; 2,4-dinitrophenol - DNP - 100 uM; antimycin - 1 uM - and rotenone - 1 uM) *p < 0.05. d Time-
dependent growth of different glioma cell lines (U87 MG, U251 wt and U373 MG) at normal non-starving conditions. Cell proliferation was
monitored by SRB test using 2.5 x 107 cells/100 pl at the starting point of the experiments

! U7 MG
[ y251wt
4| W U373 MG

*
T *

Glucose

Oligomycin

w— U251 wt
U87 MG
— U373 MG

oh

Time

wt and IDH1m U251 cells, significantly elevated OCR was
observed in case of IDHIm and 2-HG-treated wt cells
(Fig. 2a). In contrast, higher extracellular acidification
rates — especially after glucose addition — were measured
in U251 wt cells compared to IDHIm and 2-HG-treated
U251 wt cells (Fig. 2b). These alterations were detected by
Seahorse measurements, the altered characteristics related
to IDH1 mutation and 2-HG treatment were supported
by Western blot analyses of certain metabolic enzyme ex-
pressions in these models (Fig. 2c). Higher p-F1-ATPase
expression was detected in IDHIm cells in parallel with
increased OCR compared to wt cells. However, short-term
2-HG addition did not elevate the expression level of
B-F1-ATPase in U251 wt cells. Analysing certain key en-
zymes of glycolysis (e.g. hexokinase 2, phosphofructoki-
nase P), decrease in their expression was detected in
IDH1m and 2-HG-treated wt cells.

U251 wt and IDH1m cells have significantly different in
vitro growth characteristics. The proliferation of mutant
cells was lower than of wild-type cells registered by cell
number during culturing and SRB assay (doubling times
were calculated based on Roth V. et al. — [36] — the doub-
ling time of IDH1m cells was 1 h longer than wt by both
cell counting and proliferation assay. However, 72-h
(short-term) 2-HG treatment had no significant growing ef-
fect on cell proliferation rates in U251 wt cultures (Fig. 2d).

Intracellular metabolite concentration differences and the
main source of 2-HG production

The intracellular metabolite concentrations (measured by
LC-MS) confirmed the metabolic differences detected
among U251 cell culture systems (Fig. 3a). High level of
2-HG was measured in IDHIm cells and similar 2-HG
level was observed in 2-HG-treated wt cells by LC-MS
(Fig. 3b). Moreover, elevated levels of TCA metabolites
were observed in IDH1m and 2-HG-treated U251 wt cells
(Fig 3a). Inverse alterations were detected in glutamate
concentrations. The amount of glutamate was decreased
in IDH1m, but it was increased in 2-HG-treated wt cells
comparing to wt cells (Fig. 3b).

To identify which substrates are the prominent sources
for 2-HG production in IDH1-mutant U251 cells, the cells
were fed with **C-labelled energy substrates (U-"*C-glu-
cose, U-"*C-glutamine, 2-"*C-acetate) in D5030 medium.
Based on our 1-h-labelling results, both glutamine and
glucose could be sources of 2-HG (5.5% '*C-labelled
2-HG from glutamine and ~ 2% from glucose were de-
tected). Performing 24-h-labelling experiments, glutamine
was proven to be the main source of 2-HG — 87.43%
(sum-total = M + n isotopomers) of the total intracellular
2-HG pool containing glutamine-derived '*C-labelling
(Fig. 3c), as compared to *C-incorporation percentages of
15.95 and 15.7% from glucose and acetate, respectively
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(10 mM) addition and using oligomycin (2 uM) thereafter (Seahorse measurements). ¢ Alterations in the expression of different metabolic
enzymes in IDH1m and 2-HG-treated (72 h, 4 mM) U251 glioma cells (representative Western blot results using anti-3-F1-ATPase - ATPB, anti-
hexokinase 2 - HK2, anti-phosphofructokinase P - PFKP and B-actin). d Differences in proliferation of U251 wt, IDH1m and 2-HG pre-treated (72 h)
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(Fig. 3c). Labelling intensities of extracellular 2-HG levels
correlated to and followed the intracellular ones in our
measurements (Additional file 2: Figure S2).

IDH1 mutation and 2-HG related different substrate -
including GABA - oxidation in U251 MG models
Beside glucose and glutamine, other substrates were also
involved to study different substrate oxidations by Sea-
horse technique using wt, IDHIm and 2-HG-treated
U251 wt cells. No differences between U251 wt and
U251 IDH1m cells were detected with respect to lactate,
citrate or acetate oxidations. In contrast, decreased oxi-
dation of glutamine, glutamate and malate was measured
in IDHIm cells (Fig. 4a). 2-HG-treated U251 wt cells
mimicked IDH1m cells regarding oxidation (Fig. 4b). En-
zyme expressions related to glutamine and acetate con-
sumption were detected by Western blot (Fig. 4c).
Intriguingly, significant GABA oxidation was detected in
U251 wt cells (OCR was elevated with 20%) (Fig. 4a). How-
ever, IDH1m cells did not oxidise GABA and this could be
mimicked in 2-HG treated U251 wt cells (Fig. 4b). The
pro- or anti-proliferative effects of short- and long-term
GABA, 2-HG and GABA+ 2-HG combination treatments
were also tested in U251 wt and IDH1m cells. Long-term

GABA treatment (for more than 3 weeks) significantly en-
hanced the proliferation of U251 wt cells, whereas signifi-
cantly lower increase in proliferation was found in IDHIm
cells (Fig. 4d). While 2-HG could not significantly reduce
the proliferation of the long-term GABA treated IDHIm
cells, 2-HG combination treatments reversed long-term
GABA effects in the wild-type cells (Fig. 4d). Short-term
(72 h) GABA, 2-HG treatments and their combination
showed similar tendency in wild-type cells, however, no
significant effect could be observed (data not shown).
According to the Human Protein Atlas (http://
www.proteinatlas.org) database, U251 cells do not ex-
press GABA receptor subunit mRNAs (GABRA 1-6,
GABRB1-3, GABRR1-3, GABRE and GABRQ), exclud-
ing receptor mediated effects of GABA. However, U251
cells do express SSADH and GAT1 proteins as shown by
Western blot. Of note, SSADH and GAT1 protein level
differences in IDH1m and 2-HG-treated U251 wt cells
were also found (Fig. 4c.). Noteworthy, U87 MG and
U373 MG did not express SSADH. Accordingly, these cells
did not oxidise GABA (Fig. 5a and b). To test the potential
role of GABA shunt and SSADH activity in the survival
and the proliferation of SSADH expressing U251 wt cells,
we tested the effect of vigabatrin (GABA transaminase
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inhibitor). Vigabatrin reduced the proliferation of glioma
cells, as we could see this slight decrease in U251 wt cell
cultures, as well. In U251 wt cells, vigabatrin could lower
GABA oxidation, and in case of the presence of vigabatrin,
GABA addition was not able to influence the cellular prolif-
eration positively (Additional file 3: Figure S3). The exact
role of SSADH in the detected GABA-dependent
pro-proliferative effect needs examinations using specific
SSADH inhibition in further studies.

SSADH overexpression in human glioma cases

In vitro cell lines do not necessarily reflect clinical tu-
mours in all aspects [37]. Therefore, SSADH expression
was studied in human glioma biopsies and peritumoural
normal brain tissues (both cerebrum and cerebellum) by
immunohistochemistry. In peritumoural cerebral tissues,
high expression with H-score > 150 was observed in the
cortical region, however, white matter astrocytes showed
low to moderate expression (150 > H-score). In the cere-
bellum, moderate to high expression was observed in
both the molecular and the granular cell layers similarly

to the Purkinje cells; we recorded that cells have low
SSADH staining intensity (0/+) at non-tumoural areas.
We could detect a moderate expression level in astro-
cytes of white matter in situ and 3+ positivity in glioma
cells. Based on our results, SSADH protein level is
higher in glioma cells than in normal tissues in almost
all studied cases; therefore, we could not find any differ-
ences between IDH-mutant and wild-type cases at this
level. In the glioma biopsies, high SSADH expression
was characteristic for all histological subtypes (Fig. 5c).
High SSADH expression was found in 97% of cases. This
SSADH expression showed no associations with clinico-
pathological parameters such as age, gender, tumour
type, grade or IDH mutation status.

Discussion

Our main aim was to characterise the bioenergetic differ-

ences related to IDH mutations by using an isogenic cell

line pair with and without the IDH1 R132H mutation.
The effects of epigenetic and other (e.g. metabolic) alter-

ations caused by IDH1 mutation have been described



Hujber et al. Journal of Experimental & Clinical CancEﬁ @1&1@ 1 47503?53@220202 419

Page 8 of 12

[

N
o
o

sk

-
=
S

%)
N
]
o

N
w0 o
S o

m U251 wt

basal respiration (%)
@
S

IS
S

Oxygen consumption compared to
~
o

o

U251 U251 U251
C wt IDHIm  wt+2-HG

——

SSADH 53 kDa

ASCT2 60-70 kDa

Gls 65 kDa

ACSS2 78 kDa

U251 IDHIm

Oxygen consumption compared to c
basal respiration (%)

o

60 -

40

)
S]

glutamine

GABA

m U251 wt
U251 IDH1m
W U251 wt +2-HG

d Proliferation activity after 3-week treatments

250

200

-
%
=]

(SRB test)
o

o 5

o o

Proliferation relative to untreated cells (%)

o

r

2-HG

GABA

GABA+2-HG

H U251 wt

U251 IDHIm

N

B-actin 44 kDa

Fig. 4 Energy substrate oxidation differences in wt, IDHTm and 2-HG-treated U251 wt cells. a Oxygen consumption compared to basal
respiration (%) after using different energy substrates: glucose (10 mM), glutamine (2.5 mM), citrate (5 mM), GABA (5 mM), acetate (10 mM),
malate (10 mM), lactate (5 mM), glutamate (5 mM) in U251 wt and U251 IDHTm cell lines in D5030 medium by Seahorse measurements, *;p <
0.05 **p < 0.01. b Effects of 2-HG on glutamine and GABA oxidation in U251 wt, IDHTm and 2-HG-treated wt cells (the oxidation was measured
after with or without 2-HG (4 mM) pre-treatment (72 h) in D5030 by Seahorse measurements) *:p < 0.05, **:p < 0.01. ¢ GABA metabolism related
enzyme (GATT - GABA transporter 1; SSADH - succinic semialdehyde dehydrogenase) expressions; glutamine metabolism related enzyme expressions
(glutaminase, ASCT2 - alanine, serine, cysteine-preferring transporter 2); and acetate consumption related ACSS2 (acetyl-CoA synthetase 2) enzyme
expression in U251 wt, IDHIm and 2-HG (4 mM) treated cells (72 h) using Western blot analyses. d Different growing characteristics of U251 wt and
U251 IDH1m cells using long-term (3-week-long) 2-HG (4 mM), GABA (5 mM) and combination treatments in DMEM high glucose. After 3-week long-
term continuous treatment (intermittently passaging 2 or 3 times per week) 2.5 x 10° cells/100 ul were plated for 72 h and terminated by SRB tests.

Data show the average of relative proliferations (untreated U251 wt — 100%) *: p < 0.05

previously [38—40]. However, few data are available about
the bioenergetic consequences of IDH1 mutation and
their role in growth and survival of tumour cells [25, 41].
Based on our Seahorse measurements (oxygen consump-
tion and extracellular acidification), higher oxygen con-
sumption is strongly correlated to mutant IDH1-produced
2-HG. In addition, after using 2-HG treatment in wild-type
cell cultures, the respiration was increased to similar level
as in IDH1-mutant cells. Alterations of intra- and extracel-
lular 2-HG besides Krebs cycle metabolite levels were ob-
served. These observations suggest the presence of
metabolic compensatory mechanisms in these cells. Our
results confirmed, that the Warburg phenotype is domin-
ant in IDH1 wild-type cells, whereas IDH1-mutant cells
prefer oxidative phosphorylation using substrates other
than glucose. Khurshed et al. published that glycolytic
enzyme mMRNA expression levels are higher in IDH
wild-type tumour tissues and the expression levels of TCA
related enzymes are higher in IDH1-mutant human cases
[20]. It was also described that mutant IDH1 enzyme was

correlated with high mitochondrial density and increased
mitochondrial activity in oligodendroglioma cell line xeno-
grafts in vivo [41].

In our study, the significantly reduced glutamate level in
IDH1-mutant cells could correlate to enhanced glutamino-
lytic pathway (glutamine-glutamate-aKG-2-HG axis). This
was not observed in U251 wt cells after 2-HG incubation,
suggesting that glutamatolysis in IDH1-mutant cells is re-
lated to the necessity to replenish aKG levels, rather than by
2-HG induced effects [16]. Previous spectrometric analyses
have shown and highlighted that the most important source
of 2-HG is glutamine, and only low labelling could derive
from glucose due to limited glucose turnover [26]. Glutam-
ine was the main source of 2-HG in our experiments using
3C-labelled substrates in 1-h-and 24-h-labelling periods
which is in line with previous report [23]. Glucose and acet-
ate also contributed to 2-HG-labelling in 24-h *C-labelling
experiments. This potential contribution of acetate substrate
in significant 2-HG '*C-labelling after 24 h was detected
first in our experiments. Previous TCGA-based analyses
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suggest that glucose and acetate are preferential substrates
in IDH wild-type, rather than IDH-mutant gliomas [20];
therefore, the relative contribution of glucose and acetate in
clinical IDH-mutant gliomas needs further investigations.

It has been shown in in silico studies that IDH1-mu-
tant gliomas have significantly higher lactate dehydro-
genase B expression comparing to wild-type tumours;
and higher lactate oxidation was hypothesised in IDH1
mutation bearing cells [20]. In our observations, we
could not detect significant differences in lactate and
acetate oxidation between wild-type and IDHI1-mutant
glioma cells. However, our results show that glutamine,
glutamate and GABA energy substrates could significantly
increase oxygen consumption rate in IDH1 wild-type
U251 glioma cells (approximately 20% increase in OCR),
but not in their IDH1-mutant counterpart cells. These
suggest that GABA and glutamine can have an important
role in energy production through substrate oxidation
preferentially in IDH1 wild-type gliomas.

Dependency on glutamine and/or glutamate of IDH-
mutant gliomas has been reported previously [21, 23].
Our current study has demonstrated for the first time,
that GABA oxidation (using GABA as an energy sub-
strate) via the activity of SSADH can produce energy,
explaining our finding the GABA stimulated prolifera-
tion of U251 wild-type cells. However, emerging data

about the exact mechanism of GABA receptor mediated
pro-proliferative effects are still unclear and contradict-
ory [42, 43]. The detected pro-proliferative effect was
not the result of GABA-receptor stimulation [44] as
U251 cells lack expression of these. Based on our results,
2-HG could reverse the effect of GABA on proliferation.
In line with the absence of SSADH expression in U87
MG and U373 MG, these cell lines were not able to oxi-
dise GABA. Recent publications highlight the import-
ance of GABA shunt in primer and metastatic brain
tumours. The heterogeneity in cell lines with respect to
SSADH expression and GABA oxidation warrants fur-
ther investigation towards GABA use in human glioma
cases and in other tumours which may rely on the effect
of GABA use [28, 29, 45, 46]. Our IHC studies reveal
that both IDH-mutant and wild-type gliomas express
high levels of SSADH in contrast to normal brain, sug-
gesting certain role for GABA in growth and survival in
clinical tumours. This correlates to data of Human Pro-
tein Atlas, where 90% of studied human gliomas showed
moderate or high SSADH expression which indicates a
significantly higher expression than normal brain tissue.
Related to these El-Habr and his co-workers have demon-
strated that the accumulation of gamma-hydroxybutyrate
(by-product of GABA in central nervous system) and the re-
lated SSADH downregulation contribute to a less aggressive
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phenotype in glioblastoma cases. They found higher SSADH
protein expression in glioma cells than in normal brain tis-
sue. They also described that downregulation, lowered ex-
pression and inhibited function of SSADH (shRNA
silencing and gamma-hydroxybutyrate — structurally shows
similarities to aKG and 2-HG - treatment) correlated to
lower proliferation capacity of glioma cells in vitro and in
vivo [47]. Regarding to high-grade gliomas which showed
lower SSADH expression at mRNA level in TCGA database,
in our study (47 cases were analysed), we could not confirm
this difference at protein level. Based on our and others’ re-
sults, SSADH protein level is higher in almost all glioma
cells than in normal tissues. These suggest that SSADH pro-
tein overexpression at tissue level could have special tumour
cell survival and growth promoting effect in both
IDH-mutant and wild-type cases. To clarify the role of
GABA metabolism, SSADH expression and functions need
further studies using both mRNA and protein expression
studies with patient follow-up. In these studies, overall sur-
vival data evaluations and if it is possible some SSADH func-
tion related analyses should be performed.

Our findings suggest that 2-HG may contribute to a less
aggressive phenotype through its inhibitory effect on
GABA oxidation. The detected SSADH overexpression in
human cases could support GABA metabolism through
either GABA oxidation or alternative GABA consump-
tions. Regarding to our and others’ results, GABA metab-
olism of gliomas might be a possible novel entry point for
therapy, especially in glioma patients with poor prognosis
and limited treating opportunities.

Conclusions

As discussed above, evaluating the dominant bioener-
getic pathways, preferred substrates (such as glutamine
or GABA) which can support tumour growth could help
to understand metabolic reprogramming and adaptation
facility better in glioma cells, and to seek new alterna-
tives for targeted therapy in this incurable aggressive dis-
ease, respectively.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Simplified scheme of the examined
bioenergetic pathways in the studied IDH1 wild-type and mutant glioma
cells. In our study, different energy substrate oxidation and metabolic
enzymes relating to the following bioenergetic pathways were analysed
regarding the role of IDH1 mutation. Energy substrate oxidation: glucose,
glutamine, citrate, GABA, acetate, malate, lactate and glutamine were
measured by Seahorse technique. Energy metabolites - succinate,
fumarate, malate, citrate, a-ketoglutarate, glutamate and 2-
hydroxyglutarate were determined by liquid chromatography-mass
spectrometry. Several protein expressions were measured by Western
blot analysis or immunohistochemistry - Glycolysis: hexokinase 2 (HK2),
phosphofructokinase P (PFKP), Glutaminolysis: alanine, serine, cysteine-
preferring transporter 2 (ASCT2), glutaminase (Gls), GABA shunt: GABA
transporter (GAT1), succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH),
acetate consumption: acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2). Other
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abbreviations can be found in the figure: GLUT1: glucose transporter 1,
IDH: isocitrate dehydrogenase, LDH: lactate dehydrogenase, MCT1:
monocarboxylate transporter 1, OAC: oxaloacetate, SSA: succinic
semialdehyde. (PDF 348 kb)

Additional file 2: Figure S2. Extracellular 2-HG levels after '*C-substrate
labellings detected by LC-MS in U251 IDHTm cells. a., 2-HG pool after

24 h following "*C-substrates incubation: 4 mM U-">C-glutamine labelled
intra- and extracellular 2-HG. b, 10 mM U-' 3C—g\ucose labelled extracellular
2-HG in D5030. ¢, 10 mM 2-"*C-acetate labelled 2-HG in D5030. Unlabelled
2-HG did not contain incorporated 13C atoms, M + 1/2/3/4/5 = mass number
increased with 1/2/3/4 or 5 '°C atoms in 2-HG from different labellings (the
low rate of M + 4 is not visible in the figure). The labelling conditions were
given in the legends of Fig 3. (PDF 197 kb)

Additional file 3: Figure S3. Vigabatrin abolished the pro-proliferative
effect of GABA a, The effect of GABA (5 mM), vigabatrin (0.6 mM) and
GABA+vigabatrin on the proliferation of U251 wt glioma cells. SRB and
Alamar Blue (AB) proliferation assays were used in 24-h treated cell
cultures; b., Alterations in cell numbers (U251 wt cells) followed in
every 4-day passage using 3-week continuous treatment, the average
cell numbers were calculated from triplicates. (PDF 198 kb)

Abbreviations

2-HG: D-2-hydroxyglutarate; ACSS2: Acetyl-CoA synthetase 2; AML: Acute
myeloid leukaemia; ASCT2: Alanine, serine, cysteine-preferring transporter 2;
ATPB: B-F1-ATPase; FH: Fumarate hydratase; GABA: Gamma-aminobutyric
acid; GAT1T: GABA transporter 1; Gls: Glutaminase; HK2: Hexokinase 2;

ICC: Intrahepatic cholangiocarcinoma; IDH: Isocitrate dehydrogenase;
IDH1m: IDH1-mutant; PFKP: Phosphofructokinase P; SDH: Succinate
dehydrogenase; SSADH: Succinic semialdehyde dehydrogenase;

TCA: Tricarboxylic acid
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