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1. Bevezetés

A legljabb daganatbiologiai vizsgalatok a tumorsejtek
megvaltozott, a  sejtek  proliferacidjdhoz  sziikséges
bioenergetikai hatteret biztositd anyagcsere folyamatainak
jelentéségét hangsulyozzak a daganatok progresszidjaban és
terapias érzékenység valtozasaiban, illetve a daganatok
kialakulasaban is. Szamos kisérleti és egyéb adat tamasztja
ala, hogy a kiillonb6z6 tumorsejtek a normal sejtektdl eltérd
anyagcsere jellegzetességekkel (metabolikus tulajdonsagokkal,
metabolikus profillal), tapanyagigénnyel és szubsztrat-
hasznositdo képeséggel (pl. glikolizis, glutaminolizis, zsirsav
oxidacié) rendelkeznek. Elébbiekkel parhuzamosan a
daganatsejtekre  jellemzé a  nagyfoki  metabolikus
alkalmazkodoképesség, ami hozzajarulhat a daganatsejtek
hosszl tava, akar terapias kezelés melletti taléléséhez, majd
terjedéséhez,  attétképzéséhez. Fontos az  elobbieket
befolyasolo tényezd a daganatszovet sokféle szemponta
heterogenitasa is. Ez nemcsak a felépitd sejtek sokféleségét
(tumor- és normal sejtek — kot6szoveti vagy immunsejtek),
akar genetikai sokféleségét (tobbféle tumorsejt klon) jelenti,
hanem a kiilonb6z6 sejtek egyiittmiikodését, szimbidzisat, az
adott mikrokornyezethez valé alkalmazkodasat is. A
heterogenitas egyik tényezdje a szovetet alkotd sejtek
metabolikus heterogenitasa €s egyiittmiikodése, metabolikus
szimbidzisa, ami segiti a tumorsejtek, a szdvet
alkalmazkodasat és a terapids szerekkel szembeni rezisztencia
kialakulasat is. A metabolikus véaltozas egyik specifikus
jellegzetessége a daganatsejtek onkometabolit-termelése is. Az
onkometabolitok nagy mennyiségben termelédd  kis
molekuldk, melyek a malignus fenotipust szamos ponton
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tamogathatjak. A legismertebb onkometabolitok a szukcinat,
fumarat vagy a D-2-hidroxiglutarat (2-HG) de a legujabb
Osszefoglalok mar a daganatsejtek altal termelt tejsavat is
onkometabolitnak tekintik.

A tumorsejtek anyagcseréjének szabalyozasaban genetikai és
epigenetikai tényezOk jatszanak szerepet. A tumorigenikus
valtozdsok (onkogén aktiviticiok vagy tumorszuppresszor
inaktivaciok, egyéb epigenetikai valtozasok) a
tumornovekedésben fontos szerepet jatszo jelatviteli itvonalak
valtozasat eredményezik, és a novekedési szignal aktivitasanak
fenntartasa mellett részt vesznek az anyagcsere-szabalyozas
atprogramozasaban is. Az RTK-PISBK-mTOR tengely szamos
sejtfunkcid szabalyozasaban vesz részt. Ennek egyik kdzponti
eleme az mTOR (mammalian target of rapamycin) kindz,
amely két kiilonboz6 komplex (C1 és C2) formajaban lehet
jelen a sejtekben. Utobbiak a jelatviteli halézat fontos
szabalyozo elemeiként szenzorai a sejtek energia- és
tapanyagellatottsaganak, amelynek fliggvényében
felépitéséhez sziikséges épitdelemek bioszintetikus vagy akar
lebont6 folyamatait.

Munkamban daganatsejtek ~ metabolikus profiljanak
jellemzéséhez kiillonb6zo modszereket kerestem és allitottam
be. Elébbiekkel 0Osszefiiggd anyagcsere- és szabalyozd
folyamatokat  vizsgaltam. Tanulmanyoztam  kiilonb6z6
daganatsejtek  eltér6, jellemzéen fokozott glikolitikus
aktivitasat, az izocitrat-dehidrogenaz (IDH) mutécio
kovetkezményeként felhalmozdéddé 2-HG  onkometabolit-
termelés hatasait, a daganatsejtek szubsztrat hasznositasanak
kiilonbségeit és ezek Osszefiiggését az emelkedett mTOR
aktivitassal.



2. Célkitiizés

A malignus tumorok egyik fontos jellemzéje, hogy a tlélés és
a  proliferaci6  érdekében  képesek  megvaltoztatni
anyagcseréjiiket.  Munkamban  kiilonb6zé  tumorsejtek
metabolikus valtozasait (metabolikus profiljat), szubsztrat
hasznositasat, illetve ezekkel Osszefiiggésben az mTOR
aktivitas valtozasait vizsgaltam, céljaim a kdvetkezdek voltak:

a. Eltéré szubsztrat hasznositasu sejtvonalak mint in vitro
modellek segitségével metabolikus jellemzésre alkalmas
analitikai és egyéb modszerek — bioenergetikai profil
meghatarozasok beallitasa.

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

- folyadék kromatografiai-tdmegspektrometriai modszerek
kidolgozasa, fejlesztése

- az IDH mutaci6 és az mTOR aktivitds valtozas
kapcsolatanak vizsgalata

c. mTOR gatld kezelések metabolikus €s onkometabolit-
termelést befolyasolo hatasainak vizsgalata in vitro és in
vivo kisérletekben.

d. Vad és mutans IDH1 fehérjét overexpresszald glioma

sejtvonal par, illetve mas glioma sejtvonalak tobb
szempontu Osszehasonlitd vizsgalata.
- tumor novekedési sajatossagok és metabolikus jellemzok
(metabolikus  profil  és  szubsztrat  hasznositas,
onkometabolit-termelés forrasanak) tanulmanyozasa in
vitro és betegek biopszias mintaiban in situ.



3. Médszerek

Sejt- és szovettenyésztés — in vitro vizsgalatok

A vizsgalatokban hasznalt human sejtvonalakat
leirdsaiknak  megfeleléen tenyésztettiik: HT-1080,
fibrosarcoma; Oscort, osteosarcoma; MDA-MB231, BT-
474, ZR-75.1 eml6 carcinomak; HepG2, hepatocellularis
carcinoma; U937 akut myeloid leukaemia; A-2058,
melanoma; U251 MG, U87 MG, U373 MG ¢s IDHI
R132H overexpresszaldo U251 MG gliomék.

In vitro Kkisérleteinkben alkalmazott inhibitor kezelések:
rapamycin mTORCI1 gatlo; PP242 mTORC1/C2 inhibitor;
NVP-BEZ235 — kettds PI3K és mTORCI1 és C2 inhibitor;
BPTES, illetve Zaprinast glutaminolizis inhibitorok. Elébbiek
mellett rovid- és hossza tava (24, 72 ora és 3 hét)
kezelésekben 2-HG-t és GABA-t (gamma-amino-vajsav)
adtunk a tenyészetekhez. Standard kemoterapias szerként a
doxorubicint és temozolomidot hasznaltuk.

végeztikk, az apoptotikus sejtek %-at aramlasi citométerrel
hataroztuk meg.

Xenograft modell létrehozasa HT-1080 fibrosarcoma
sejtekkel — in vivo vizsgalatok

SCID egerek talpaba a HT-1080 sejteket szubkutan oltottuk.
Tovabboltas utan a tapinthaté tumorok megjelenését kdvetden
kezdtiik a kezeléseket. Rapamycint (3 mg/ttkg) heti harom
alkalommal harom hétig per os adtuk. A kezelés ideje alatt a



tumorméret valtozast regisztraltuk és a végsé tumortémeget is
mértiik.

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

47 human glioma biopszids mintabol szdveti multiblokkokat
(TMA) készitettiink. Eseteink megoszlasa: astrocytoma n=14,
oligodendroglioma n=14, glioblastoma n=19; né n=23, férfi
n=24; WHO gradus: II n=9, III n=19, IV n=19; IDH1 R132H
mutans n=32, vad n=15 szerint. Kontrollként normal human
agyszovet, illetve normal vese biopsziat hasznaltunk.

Fehérje expresszids és mutacios vizsgalatok

Western blottal a kezelt sejtek esetében a p-mTOR, pS6,
Rictor, Raptor, laktat-dehidrogenaz A (LDH-A), glutaminaz,
glikoz transzporter 1 (GLUTL), B-F;-ATPaz, GAPDH, pan-
Akt, p-(serd73)-Akt 1, foszfo-fruktokinaz-P, hexokinaz-2,
glutamin transzporter (ASCT2), szukcinat szemialdehid-
dehidrogenaz (SSADH) és GABA transzporter 1 expressziot
hataroztuk meg.

Immunhisztokémiai festéseket készitettink a HT-1080
xenograft mintakon, ezekben a p-S6, a p-mTOR, a glutaminaz
és az LDH-A fehérjék mennyiségét; mig TMA glioma
metszeteken az SSADH expresszidjat vizsgaltuk.

Az IDH1 RI132H mutaciot immuncitokémiai festéssel
igazoltuk.



Anyagcsere-folyamatok vizsgalatai

Szubsztrat oxidacié vizsgilata “C-jelzett acetat és gliikoz
tapanyaggal: A tumorsejteket szubsztratszegény (glikoz-,
glutamin- és acetatmentes) médiumba helyeztiik, majd 1-*C-
glikoz vagy 1-""C-acetat mellett tartottuk 1 oran at. Ezt
kovetden meghataroztuk a sejtek altal kilélegzett CO,

radioaktivitasat Geiger-Miiller szamlaloval.

Metabolitok mennyiségének meghatarozasa: A sejtekbdl,
szovetekbdl extrahaltuk a kiilonb6z6 metabolitokat, majd a
glikolizis (laktat) és a citratkor (citrat, szukcinat, malat)
metabolitjait, valamint bizonyos onkometabolitokat (2-HG)
mennyiségét folyadék kromatografia-tomegspektrometriai
(LC-MS) rendszer segitségével mértikk. Kisérleteink soran
tobb (LC-MS) modszert is bedllitottunk (pl. grafit oszlopos
elvalasztason alapuld kozvetlen mérés; szarmazékképzést
kovetd mérés, kozvetlen, modositott C18-as oszlopos LC-MS
mérés).

Szubsztrat hasznositas vizsgalata *C stabil izotop jeloléssel: A
jeloléses vizsgalatokban U-"C-gliikozt, illetve U-"C-
glutamint vagy 2-'*C-acetat szubsztratokat adtunk a
tenyészetekhez DMEM D5030 tapfolyadékba keverve. Az
inkubécios idok leteltével a metabolitfrakciot extrahaltuk és

LC-MS modszerrel vizsgaltuk a *C atomok beépiilését a
kiilénb6z6 metabolitokba.

Seahorse mérés: Az oxigénfogyasztasi rata (OCR) és
extracellularis acidifikacios rata (ECAR) szimultan mérése
Seahorse XF96 Analyzer késziilékkel (Agilent Technologies)
tortént. Az OCR a mitkondrialis aktivitassal, az ECAR a sejtek
glikolitikus  tevékenységével aranyos. Meértiik glioma




sejtvonalakon a gliikoz, a glutamin, a citrat, a GABA, a laktat,
a malat, az acetat és a glutamat oxidacié mértékét.

Statisztikai analizis

Legalabb harom fiiggetlen mérés segitségével végeztik a
kiilonboz6é kisérleteket, melyek soran atlagot és szorast
szamoltunk. Az in vitro és in vivo kezelések soran kétmintas t-
probat és egyszempontos variancia-analizist (ANOVA)
hasznéaltunk; a human glioma biopszids mintak SSADH
expresszioinak nem-parametrikus H-score eredményei és a
klinikopatologiai paraméterek Osszefliggéseinek statisztikai
analizisére Mann-Whitney U ¢és Kruskal-Wallis tesztekkel
tortént. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értéket
tekintettiik.

4. Eredmények

Bioenergetikai vizsgalatok in vitro sejtvonalakban

Tumor sejtvonalak  'C-gliikéz és -acetdt szubsztrdt
hasznositasanak jellemzése

A vizsgalt sejtvonalak nagyobb része a gliikkozt jelentdsebb
mértékben oxidalta, mint az acetatot, a gliikdzoxidald
képesség  azonban  egyedi  kiilonbségeket  mutatott.
Legjelentdsebb eltérést az acetatoxidacioban tapasztaltunk. A
gliikdz/acetatoxidacié hanyadosban mutatkozd, a sejtvonalakat
jellemzo kiilonbségekért elsdsorban a tumorsejtek eltérd acetat
hasznositasa, az ezzel Osszefiiggd mitokondrialis funkciok
eltérései allhatnak. A legnagyobb kiilonbséget a két szubsztrat
oxidacidjanak aranyaban a HT-1080 fibrosarcoma és a ZR-



75.1 emldcarcinoma sejteknél tapasztaltuk, ezért részletes
bioenergetikai dsszehasonlitod vizsgalatokat végeztiink ebben a
két sejtvonalban.

Bioenergetikai utvonalakban fontos enzimek, transzporterek
expressziojanak jellemzése

A gliikoz/acetdtoxidacids aranyok vizsgalatat kiegészitettiik a
GAPDH - glikolitikus enzim ¢és a [B-F1-ATPaz -
mitokondrialis  1égzési  lanc  fehérje  expresszidjanak
meghatarozasaval. A kiegyensulyozott mitokondrialis funkciot
és magasabb acetat hasznositd képességgel rendelkezé ZR-
75.1 sejtek magasabb B-F1-ATPaz expressziot mutattak, mint
a HT-1080 sejtek. A két fehérje expresszidjanak aranya
Osszefiiggést mutatott a korabbi vizsgalatban tapasztalt
glikolizis és oxidativ foszforilaci6 aranyaval.

Gliikéz hasznositas vizsgalata “*C-jelolt gliikozjelolést kovetd
LC-MS méreéssel

A HT-1080 fibrosarcoma sejtekben az U-*C-gliikozbol
szarmazé °C atomok elsésorban a laktatban és gliikoz-6-
foszfatban jelentek meg, a TCA intermedierekben ezzel
ellentétben joval kisebb mértéki jelolédést tapasztaltunk, mint
a ZR-75.1 emlécarcinoma sejtekben. Gliikozbol a malatba 2-3
BC atom beépiilését figyeltik meg a HT-1080 sejtekben, mig a
ZR-75.1 sejtekben 4 *C-et is. Ezek alapjan a HT-1080 sejtek a
gliikkozt a TCA ciklusban kevésbé hasznositjak, mint a ZR-
75.1 sejtek. Elobbi kiilonbség szemléltetésére, a glikolizis és
az oxidativ foszforilaci6 aranyanak jellemzéséhez a sejtek
intracellularis **C-laktat/**C-malat aranyat adtuk meg, ami a
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HT-1080 sejtekben 13,74, mig a ZR-75.1-ben 1,17 volt. Ez a
HT-1080 sejtek jelentds glikolitikus eltolédasat mutatja.

Citratkor miikodésének vizsgalata “*C-jelolt acetdttal

Az acetil-KoA masodik szénatomja a citratkoron keresztiil
épiilhet be a citratba, igy a 2-"C-acetat alkalmazasaval a
citratkéri metabolitokba beépiils acetatbél szarmazd C
atomok sorsat is nyomon kovethetjiik. Az adott id6 alatt a
beépiild és a citratban vagy tovabbi TCA metabolitokban
feldasulo jelolések mennyisége és a jelolt metabolitok
aranyanak emelkedése utalhat a TCA ciklus intenziv
mikodésére. A sejteket 2-*C-acetattal jeldltik, majd
meghatéroztuk a jeldletlen (csak *’C atomokat tartalmazo
citratot) és a **C-mal (akér tobbszorosen) jeldlt intracellulris
citrat mennyiségét. HT-1080 fibrosarcoma sejtekben 1-2
beépiilést figyeltink meg, mig a ZR-75.1 emlécarcinoma
sejteknél a 6 *C-mal jelslt citratot is detektaltunk. Ezek az
eredmények alatamasztjdk a ZR-75.1 sejtek intenziv
mitokondrialis muikodését, illetve a HT-1080 sejtekben
megfigyelt kdrosodott mitokondrialis funkciokat.

Gliikoz és acetat szubsztrat hatdsa az adenilat energiatéltésre

Kisérleteinkben gliikoz €s acetat jelenlétében és hianyaban is
vizsgaltuk az adenilat energiatoltést (AEC) a HT-1080 és a
ZR-75.1 sejtvonalakban. Tapanyagdus médiumban tartott
sejtekhez  (AEC=0,75-0,85) viszonyitva DMEM D5030
médiumban cs6kkent értékeket mértiink, ami HT-1080
sejtekben még jelentésebben valtozott (0,38), mint ZR-75.1
sejtekben (0,54). Ilyen éhezés mellett a HT-1080 sejtekben a
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hozziadott glilkéz, mig a ZR-75.1 sejtekben a hozzaadott
acetat emelte a mért AEC értéket.

A vizsgdlt  bioenergetikai  ttvonalak  lehetséges
szabalyozoinak tanulmanyozasa

A HT-1080 és ZR-75.1 sejtek Osszehasonlitasakor az energia-
anyagcsere szabalyozasaban is kiemelt jelentéségii mTOR
komplexek szerepét is tanulmanyoztuk. A HT-1080 sejtekben
magas p-mTOR, p-S6 és relativ alacsony Rictor expresszio
volt kimutathato, ami az mTORC1 komplex mennyiségének és
aktivitdsanak talsulyara/dominancigjara utal. A ZR-75.1
sejtekben magas p-mTOR, alacsony p-S6 és magas Rictor
expresszio volt jellemz6, ami magas mTORC2 aktivitassal
hozhatd  Osszefiiggésbe. A p-(ser473)-Akt mennyisége
szignifikansan magasabb volt a ZR-75.1 sejtekben, ami a mar
emlitett magas mTORC2 aktivitasra és az ezekben a sejtekben
kimutatott ~ jol  funkcionalé  citratkéri  folyamatok
Osszefiiggésére utalhat.

2-hidroxiglutarat termelés é az mTOR aktivitas
kapcsolata

HT-1080 tumorsejtek  2-hidroxiglutardt  onkometabolit-
termelése

A HT-1080 tumorsejtek metabolikus karakterizalasa soran
megallapitottuk, hogy ez a sejtvonal jelentds glikolitikus
aktivitast és karosodott mitokondridlis funkciokat mutat. A
mitokondrialis karosodast tamasztjak ala a HT-1080 sejtvonal
xenograftjanak elektronmikroszkopos felvételei, ahol csokkent
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crer

meg. Ezzel szemben a ZR-75.1 sejtek mintaibol késziilt
elektronmikroszkopos felvételek a normal sejtekéhez hasonlo,
ép struktiraju  mitokondriumokat mutatnak. LC-MS
metabolitkoncentraciok mérése soran egy altalunk eddig nem
vizsgalt anyag nagy intenzitasi cstcsat fedeztiik fel a HT-
1080 fibrosarcoma sejtek kromatogramjan. A cstics hatterében
a 2-HG onkometabolit intracellularis felhalmozodasa all (~18
nmol/10° sejt), amit a Sanger szekvenalassal igazolt
heterozygota IDH1 R132C missense, funkcionyeréses mutacio
okozott. **C-jelléses kisérleteink alapjan a 2-HG f6
forrasanak a glutamin bizonyult.

Rapamycin kezelés laktar és 2-HG onkometabolit-termelést
gatlo hatasa HT-1080 fibrosarcoma sejtekben

In vitro alatamasztottuk a rapamycin id6fiiggé mTOR aktivitas
és proliferaci6 gatlo hatasait HT-1080 sejtekben. A rapamycin
kezelés az intracellularis laktat és 2-HG mennyiségét is
szignifikansan csokkentette. A rapamycin kezelés végén a
sejteket U-"C-gliikdzzal, vagy U-"*C-glutaminnal jelolve
kovettik a  beépiils '*C  szénatomokat, vizsgaltuk
megjelenésiiket a 2-HG-ban, illetve laktatban. U-*C-gliikoz
jelolést kdvetden a jeloletlen laktat mennyisége kozel 50%-ra
csokkent, *C-jelslt laktatot pedig nem tudtunk kimutatni a
rapamycin kezelt sejtekben. U-"C-glutamin jelolést kovetden
a rapamycin kezelt sejtekben a jeldletlen 2-HG mennyisége
kozel 75%-kal csokkent és a jeldlt 2-HG szintje is szignifikans
csokkent. Megfigyeltiik tovabba, hogy mig rovid jeloleést
koveten is kimutathato az U-"*C-glikéz jelslt C atomok
megjelenése 2-HG-ban — és természetesen ennek mennyisége
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is csokken rapamycin kezelés mellett — addig az U-"*C-
glutamin a laktatot nem jeloli vizsgalati koriilményeink
mellett.

mTORCI aktivitas szerepének igazolasa a 2-HG és laktat
onkometabolitok termelésében in vitro és in vivo

A rapamycin kezelés LDH-A és glutaminaz enzim expressziot
gatld hatasait igazoltuk rapamycin kezelés utdn. Mas mTOR
inhibitor vegyiiletek hasonl6 hatasat is kimutattuk. A PP242 a
laktat, a 2-HG, valamint az LDH-A és a glutaminaz expresszid
csokkentésén kiviil a proliferaciot is jelentdsen csokkentette.
HT-1080 xenograft modellben is szignifikansan csokkentette a
tumorndvekedést a rapamycin kezelés. Vizsgalatunkban
igazoltuk a tumorszovet laktat és 2-HG mennyiségének (LC-
MS), illetve a glutaminaz és az LDH-A expressziojanak (IHC)
in vivo cs6kkenését is Rapamune kezelést kovetden.

Glioma sejtvonalak bioenergetikai tulajdonsagainak
vizsgalata, az IDH1 vad ¢és mutins sejtvonalak
osszehasonlitasa

Glioma sejtvonalak alaplégzésében, glikolitikus aktivitasaban
kimutathato kiilonbsegek

Glioma sejtvonalak (U251 MG, U87 MG, U373 MG)
oxigénfogyasztasat, extracellularis savasodasat vizsgaltuk. A
legmagasabb alaplégzéssel az U373 MG sejtek rendelkeztek.
A glioma sejtek egyedi szubsztratoxidacios és glikolitikus
kapacitassal rendelkeznek.
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IDHI vad és IDHI mutans U251 MG glioma sejtvonalparok
legzesének és glikolitikus tevékenységének osszehasonlitasa

U251 MG IDHI vad tipust és annak IDH1 R132H muténs
fehérjét hordozd parjat Seahorse méréssel Osszehasonlitva a
mutans glioma sejtek magasabb alaplégzéssel és csokkent
extracellularis acidifikacioval rendelkeznek a vad sejtekhez
képest. Az IDHI vad tipusu sejtek 2-HG kezelése
kovetkeztében a sejtek 1égzése emelkedik, glikolizise csokken,
kozelitve az IDH1 mutacidt hordozd sejtekéhez. Az emlitett
valtozasokat a fehérje  expressziés  vizsgalataink is
megerdsitették.

A 2-hidroxiglutarat forrasanak vizsgalata IDHI mutans
gliomasejtekben

LC-MS méréssel igazoltuk az IDHI mutans sejtekben
felhalmozodo 2-HG-ot. Az IDH1 mutans sejtekben *C-jelolt
szubsztratokkal (U-"C-glutamin, U-C-gliikéz és 2-"*C-
acetat) vizsgaltuk a 2-HG forrasat. Rovid tava (1 oras) jelolés
utan gliikkozbol ¢és glutaminbdl szadrmazo jelolt C atom
beépiilését tapasztaltuk a 2-HG-ba, eszerint forras lehet a
gliikoz és a glutamin, az acetat azonban nem. Hossza tava
jelolés (24 o6ras) utan egyértelmilen igazoltuk, hogy a
keletkez6 2-HG f6 forrasa a glutamin (teljes 2-HG ,,pool”
88%-a jelolodott U-"*C-glutamin szubsztrat adésa utén) és ez
jol korrelal a mutans sejtekben megemelkedd glutamindz és
glutamin transzporter (ASCT2) mennyiségével is. 24 oras
vizsgalatainkban azonban azt is kimutattuk, hogy a 2-HG
szarmazhat gliikkozbol és acetatbol is, csak joval kisebb
mértékben. U-"C-gliikoz jelolés utan a teljes 2-HG ,,pool”
15,95%-a, mig 2-*C- acetat jel5lés utan a teljes 2-HG ,,pool”
15,7%-a tartalmazott jeldlést.
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Kiilonbségek a bioenergetikai szubsztratok oxidaciojaban
IDHI vad és mutans U251 MG glioma sejtekben

Az IDH1 mutéans sejtekben a glutamin, a glutamat, illetve a
malat szignifikdnsan alacsonyabb oxidacigjat figyeltilk meg. A
2-HG kezelés csokkentette a vad tipusa U251 sejtek - a
mutans sejtekben tapasztaltakhoz hasonléan - az adott
szubsztratok oxidaciojat. Elébbiek mellett, GABA hozzaadasa
szignifikansan, kozel 20%-kal emelte a vad tipusa U251 MG
sejtek oxigénfogyasztasat, mig IDH1 mutins U251 MG
sejtekben ez az emelkedés nem jelent meg. Azt is kimutattuk,
hogy a vad tipust sejtek igy jellemzett GABA oxidacios
képességét a 2-HG kezelés szignifikdnsan csokkenti.
Parhuzamosan a GABA bioenergetikai hasznositasaban,
oxidaciojaban szerepet jatsz6 szukcinat szemialdehid-
dehidrogenaz enzim (SSADH) és GATI fehérje expresszidjat
igazoltuk az U251 MG glioma sejtekben.

Révid és hosszu tavit GABA kezelés proliferacios hatasa IDH1
vad és mutdans U251 MG sejtekben

A GABA proliferaciot befolyasold hatasait rovid (72 ora) és
hosszi tava (3,5 hét) kisérletekben IDHI1 vadtipust (wt) és
IDH1 mutans fehérjét overexpresszalé (IDH1m) U251 MG
sejtvonal parban vizsgaltuk. 72 o6ra GABA kezelés
eredményeként kismértekli proliferacio  fokoz6 hatast
figyeltiink meg, de ez nem volt szignifikans. GABA, 2-HG, és
GABA+2-HG hosszii tavi kezelések utan, a GABA
szignifikansan fokozta vad tipusu U251 MG sejtek

jelentdsen csokkentette a vad tipusa U251 MG tipusu
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sejtekben. Erdekes azonban, hogy a GABA kezelés a hosszu
tava vizsgalatainkban, kis mértékben ugyan, de fokozta az
IDH1m sejtek proliferaciojat is.

SSADH expressziéo vizsgialata human biopszidas glioma
mintakon

A human glioma mintak 97%-aban magas SSADH expressziot
mutattuk ki IHC vizsgalatainkban. Ez a magas expresszié nem
mutatott  Osszefiiggést a  vizsgalt  klinikopatologiai
paraméterekkel (kor, nem, tumor tipusa, gradusa vagy IDHI
mutacios statusz). Az SSADH normalis széveti expresszidja
ettdl eltért, a peritumordlis cerebrum magas SSADH
expressziojat figyeltilk meg a kortikalis régidban, mig a nem
tumoros astrocyta sejtek alacsony vagy kodzepes mértékben
expresszaltak az SSADH fehérjét.
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5. Kovetkeztetések

Sejtek bioenergetikai és mTOR aktivitasanak jellemzése in
vitro:

b)

b)

Az LC-MS technika alkalmas a sejtek intracellularis
metabolit koncentracié viszonyainak mérésére; U-C-
gliikoz és a 2-"C-acetat jelolést kovetéen pedig a jelolt
szénatomok metabolitokban megjelend szambeli ¢és
mennyiségi valtozasanak, a daganatsejtek dominans
anyagcsere Utvonalainak jellemzésére.

A modellként vizsgalt ZR-75.1 eml6carcinoma sejtvonalat

jelentés acetat hasznositd képesség és a TCA ciklus
fokozott aktivitasa;

mig a HT-1080 fibrosarcoma sejtvonalat a tejsavas
glikolizis talsulya és a karosodott mitokondrialis funkciok
jellemzik.

A 2-HG onkometabolit-termelés forrasa IDH1 mutans HT-
1080, illetve glioma sejtekben elsésorban a glutamin; de
glioma sejtekben hosszabb tavu jel6lés alapjan acetat is
lehet 2-HG forras, igy tamogathatja a tumorigenezist.

Az mTOR aktivitds OsSzefiiggést mutat a sejtek
metabolikus aktivitasaval és onkometabolit-termelésével.
A HT-1080 sejtek metabolikus jellegzetességei
Osszefiiggést mutatnak a heterozygota IDH1 mutans
genotipusaval és az  ezzel Osszefiiggd 2-HG
onkometabolit-termelésével és a sejtek magas mTORC1
aktivitasaval.

A ZR-75.1 sejteket a kiegyensulyozott glikolitikus és
mitokondrialis anyagcsere-folyamatok mellett, a magas
mTORC2 komplex aktivitas jellemzi.
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c)

A HT-1080 sejtekben az mTORC1 inhibitor, rapamycin,
proliferacio gatld hatasai mellett, az onkometabolitok
termelését is csokkenti in vitro és in vivo.

A 2-HG ¢és laktat termelés mTORC1 és ezzel
Osszefiiggésben glutaminaz illetve LDH-A aktivitas figgo.

Gliomak IDH1 mutaciéval dsszefiiggé anyagcsere-
valtozasainak bioenergetikai vizsgalata:

1.

a)

b)

d)

A glioma sejtek egyedi szubsztratoxidacios és glikolitikus
kapacitassal rendelkeznek
A nem IDH mutans glioma sejtvonalak alap oxidacios és
glikolitikus funkcidi egyedi eltéréseket mutatnak;
Az IDH1 mutans glioma sejtvonal magasabb
oxigénfogyasztassal ~ és  alacsonyabb  glikolitikus
kapacitassal rendelkezik, mint originalis vad tipusu parja;
Az SSADH expressziot mutatd IDH vad tipusu glioma
sejtvonal a GABA bioenergetikai hasznositasara,
oxidacidjara képes, mig az IDH1 mutans parja nem; a
GABA kezelés fokozza a sejtek in vitro proliferaciojat;
a 2-HG, illetve az IDHI mutacidval Osszefliggé 2-HG
termelés gatolja a GABA oxidaciot ¢és a GABA
proliferaciot fokozo hatasait.
Az altalunk vizsgalt human glioma mintak tobb mint 90 %-
at IDH1 mutaciés statusztol, nemtdl és kortol fiiggetlen
magas SSADH fehérje expresszio jellemzi, ami a GABA
lehetséges bioenergetikai hasznositasara utal.
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