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1. Bevezetés

A sejtek anyagcsere-folyamatainak szabalyozasa
fontos szerepet jatszik a  biologiai  valtozasok
bioenergetikai hatterének biztositasaban. A metabolizmus
— anyagcsere — olyan komplex folyamatok Gsszessége,
amelyek egyensulyt teremtenek a felépitd (anabolikus) és
lebontd (katabolikus) folyamatok kozott, mikozben
energiat ¢és ¢épitdelemeket biztositanak a szervezet
novekedéséhez és fenntartasahoz. Eukaridta sejtekben a
citratciklus és az oxidativ foszforilaci6 (OXPHOS) a
mitokondriumban zajlik, de szdmos egyéb folyamat (pl.
glikolizis, fehérje-, ¢és lipidbontds stb.) is segiti a
bioenergetikai egyensuly fenntartéasat. A
glikkézhasznositas f0 utvonalai jol ismertek, a
citoplazmaban zajlo glikolizis 1épései utan a legjobb
hatékonysagii  energiatermelést a  mitokondrialis
folyamatok (citromsavciklus és OXPHOS) biztositjak.
Oxigén hidnydban vagy akar pszeudohipoxia esetén a
glikolizis laktattermelés mellett is képes energiat
biztositani (Warburg-effektus). A keletkezé tejsavat a
monokarboxilat transzporterek (MCT) szallitjak az
extracellularis térbe, ahol a savas mikrokdrnyezet is
segiti a tumorndvekedést. A glutamin is fontos
energiaforrds  lehet. Szerepe  az  anyagcsere-
folyamatokban tobbféle, részt vesz a fehérje- és a
nukleotidszintézisben, az N- és az O-glikolizacioban, de
a lebontasaval bioenergetikai (glutamat) €s transzaminaz
szubsztratok is keletkeznek. A glutamin-glutamat
atalakuldst glutamindaz (GLS) enzimek segitik. A
glutamat fehérje- vagy nukleinsav beépiilést kdvetden
vagy direkt modon a-ketoglutarat (o-KG) tutjan is
hasznosulhat. Az a-KG a citratkdri mitokondrialis
oxidacioval az energiatermelésben vagy reverz uton
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izocitrat-citrat atalakulason keresztiil a zsirsav-, és a
lipidszintézisben is vehet részt. A sejt/szervezet a telitett
és a telitetlen zsirsavakat, lipideket a legkiilonb6z6bb
modon hasznalhatja fel (pl. B-oxidacion energianyerés,
membranfelépités), illetve raktarozhatja is. Daganatok
esetében a CPT1A fokozott termelése és aktivitdsa
inkabb a lipidlebont6 (lipolitikus), mintsem a
lipidszintetikus folyamatokkal all 6sszefiiggésben.

Azok a sejtek, amelyek képtelenek alkalmazkodni a
megvaltozott bioenergetikai feltételekhez, 4atmeneti
proliferacidgatlast kovetéen nekrozis, apoptdzis vagy
egy¢b mechanizmusok utjan elpusztulnak. Azok a sejtek
azonban, amelyek  metabolikusan is  gyorsan
alkalmazkodnak, elényre tesznek szert a tobbivel
szemben. Elobbiek alapjan a metabolikus gatloszerek
kombindldsa a hagyomanyos kezelésekkel (akar kemo-,
akar sugar- vagy célzott terapias kezelések) vagy akér
tobb  metabolikus inhibitor kombinalt hat4dsanak
vizsgalata segitheti a daganat terapia rezisztenciajanak
attoréset.

Az mTOR kinaz funkcidinak, szabalyozasi
szerepének megértését és vizsgalatat egyarant neheziti,
hogy két komplexe (mMTORCI1 ¢és C2) kozott strukturalis,
funkcionalis és inhibitorokkal szembeni
érzékenységkiilonbségek is vannak. Az mTORC2-ben az
MTOR kindz FKBP kotd része a fehérjekomplex belsd
részében talalhato, igy az FKBP12-rapamycin nem képes
kotddni az  mTORC2 komplexhez, az rapamycin
rezisztens.

Az mTOR a jelatviteli halézat kozponti részeként
tobb olyan fehérjével ¢és jelatviteli utvonallal is
kapcsolatban all, amelyeknek mutéaciéi (pl. PI3K,
TSC1/2, PTEN stb.), igy nem megfeleld6 mikodése
gyakori daganatokban és mas korfolyamatokban is. Az
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mTORC1 célfehérjéi részt vesznek katabolikus ¢és
anabolikus  folyamatok szabalyozasaban (fehérje-,
zsirsav-, nukleotid- és ATP-szintézis, autofagia gatlasa).
Az mTORCI1 legjobban ismert funkcidja a
fehérjeszintézis tdmogatasa az eukariota iniciacios faktor
4E-kot6 fehérjék (4E-BP-k) és a p70 S6-kinaz 1 (S6K1)
foszforilacion keresztiil. Az mTOR/mTORC1 az yj
membranok szintézisét a zsirsav- ¢és a lipidfelépitd
folyamatok fokozdsan, mig a gliikozanyagcserét
(gliikozfelvételt és lebontast) a kapcsolodo - glikolitikus
— enzimek termelésének novelésén keresztiil segiti eld.
Elobbiekhez hasonléan részt vesz a mitokondridlis
folyamatok és a pentdz-foszfat utvonal enzimeinek
expresszidjanak  szabalyozasaban is. Bioszintetikus
épitéelem- és energiabdség mellett gatolja az ULKI1 és
ATG13 autofagoszoma fehérjéket, kontrollalja a korai és
késoi autofagia lépéseit (pl. UVRAG). Az mTORC2 £6
alkotéelemeinek kilitése gatolja a sejtvaz atépiilését, a
kemotaxist €és a migraciot, a PKCa foszforilacio
elmaradasan keresztiil. Az mTORC2-fliggd foszforilacids
folyamatok szabalyozzak a PDK1, SGK1 és az Akt kinaz
aktivitasokat is. A GSK3b aktivitasanak fokozasaval
gatolja pl. az apoptdzist €s iranyitja a glilkozanyagcserét.
Lényeges szerepe van még a stresszfaktorok elleni
védelemben is.

A rapamycint felfedezését kovetden
immunszuppresszans  szerként torzskonyvezték. Az
MTOR kindz daganatbioldgiai szerepének megismerése
utan jelenleg mar a harmadik generacios gatlok
fejlesztése ¢és tesztelése zajlik. A rapamycin és
szarmazékai az FKBP12 fehérjén keresztiil kotnek az
MTORC1 komplexhez ¢és gatoljak a kindz aktivitasat.
Szarmazékainak tumor indikacios teriiletei: AML —
temsirolimus; elorehaladott vesecarcinoma,
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neuroendokrin tumorok, hasnyalmirigy-,
emésztOrendszeri-, tiidédaganatok — everolimus. A
rapalog kezelések azonban klinikailag nem mindig
sikeresek. A rapaldgok az mTORC2 komplexre nem
vagy kevésbé hatnak, s6t a jelatvitel visszacsatoldsi
mechanizmusai miatt, akar fokozhatjak is az mTORC2
aktivitdsat. A masodik generdciés mTOR inhibitorok
ATP-kompetitiv gatlok, az mTORCI1 ¢és C2 komplexek
hatasait egyarant célozzak, illetve mas jelatviteli
kinazokat (pl. Akt) is gatolhatnak. Napjainkban a
harmadik generacids gatlok vizsgalatai is zajlanak. A
jelenlegi klinikai eredmények szerint azonban az mTOR
gatlok Onmagukban nem elég hatasosak, de mas
kezelésekkel kombindcioban jobb hatékonysag varhato.
Tesztelik pl. a torzskonyvezett aromataz inhibitor
kombinaci6 mellett a trastuzumab (HER2+ ellenes
terapiat) MTOR-gatld kombinaciokat (pl. everolimus,
ridaforolimus). A kombinaciok a rezisztencia problémak
attorésében lehetnek sikeresek a jovoben, de ezek
felhasznalasat a mellékhatds profilok ¢és az egyéni
érzekenység is befolyasolhatja.

Vizsgélatainkban —  terapidas és mMTOR
hiperaktivitas szempontbol is jelentds — két tumortipussal
a magas malignitasd, rossz prognézisu gliomakkal és az
emld adenocarcinomak eltéré molekularis szubtipusaival
foglalkoztunk.

A kodzponti idegrendszer rosszindulati
daganatainak legnagyobb csoportjat felndttkorban a
gliomak alkotjak. Megkiilonboztethetiink astrocytomakat,
oligodendrogliomakat ¢s ependymomakat. A grade I/11-
es tipusu astrocytomak jobban kezelhetd, lassan novo
tumorok, de transzformalddhatnak magasabb malignitasu
formakba. A grade III anaplasticus astrocytomdk és a
glioblastomak (grade IV) gyors, agressziv novekedésiik
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miatt nehezen kezelhetéek. A grade IV glioblastoma
multiforme a leggyakoribb elsddleges agytumor,
rendkiviil agressziv, igen rovid tualéléssel (atlagosan 15
honap). Az eldébbi csoportok molekularis vizsgalatokkal
tovabbi prognosztikai szempontbo6l is fontos alcsoportra
oszthatok. A gliomak 2016-0s osztalyozasanak fontos
tényezéje az izocitrat-dehidrogendz (IDH) gének
funkcidonyeréses mutacidja, ami D-2-hidroxiglutarat (2-
HG) onkometabolit termeléshez vezet (tumorndvekedést
segitd epigenetikai és egyéb anyagcsere-valtozasok). Az
IDH mutaci6 grade II  astrocytomakban  ¢és
oligodenroglioméakban gyakran kimutathat6, a primer
glioblastomak (grade IV) esetében jelenléte jobb
prognozissal tarsul. A jobb prognoézisi IDH mutans
gliomékbol pedig a progresszié soran magasabb gradust
szekunder glioblastomak alakulhatnak ki. Ezekben egyes
jelatviteli utvonalak fokozott aktivitasa
(PI3K/Akt/mTOR) és bizonyos gének amplifikacidja
(MYC, MET, EGFR) is megjelenhet.

kemoterépia (temozolomide) szerepel. A terapias
lehetdségek elég korlatozottak, az wutobbi évek
fejlesztéser  (pl.  bevacizumab és  mTOR-gatld
fazisvizsgalatok) ellenére sincs igazi attorés. A
gliomakban tobb metabolikus valtozast is megfigyeltek —
a fokozott aerob glikolizis (Warburg-effektus) mellett, a
glutaminolizist is. Az mTORC1/2 aktivitas a glikolizis és
glutaminolizis szabalyozasaban is részt vesz. Szamos in
vitro és in vivo kisérlet is bizonyitja a dual, a harmadik
generacios mTOR-inhibitorok ¢és a temozolomide
kombinéciok potencialis tumorndvekedés-gatldo hatasat
glioma sejtekben. A PFKP és a PDK1 a legigéretesebb
glikolizis célpontok a glioblasztomakban.



A glioblasztoma sejtek metabolikus plaszticitasa,
a glikolitikus folyamatok OXPHOS iranyu atrendezédése
azonban sokszor gatat szabhat a metabolikus gatloszerek
sikerének. A glutaminhasznositasi utvonalak jelent0sége
még kevésbé feltart. A glutaminhasznositas jelentésége
az IDH1 mutans daganatokban jol jellemzett, ezzel
magyarazhato a glutaminazgatlas kimutatott
novekedésgatlo hatasa. Az is jol ismert, hogy az 0j sejtek
keletkezését tamogatdé de novo lipidszintézis mellett a
glioma sejtek a mikrokornyezetbdl exogén lipideket is
képesek  felvenni, lebontani ¢és hasznositani a
mitokondriumban B-oxidacioval. Elobbiek jelentségét
az is megero6siti, hogy az acetat, az ACSS2 expresszid
fokozodas mellett szintén hasznosithatd szénforras lehet
glioma sejtekben. Osszefoglalva, a gliomdkban a
glikolizis fokozott, a glioma sejtek azonban képesek
glutamin-, zsirsavak- és acetatfelhasznalasra is, ami
nagyfoki metabolikus alkalmazkodd képességet ¢és
tovabbi adaptacios mechanizmusokat jelent.

Az emlddaganatok kezelése sokat valtozott és
fejlodott az  elmult években. A rossz progndzisu,
terapiarezisztens emlddaganatok kezelése azonban
tovabbi fejlesztéseket és erdfeszitéseket kivan. Klinikali
szempontbol a hormonreceptor (HR) expresszid —
Osztrogén- (ER) és progeszteronreceptor (PR) — és a
human epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2)
expresszio alapjan harom nagy csoport kiilonbdztethetd
meg: HR-pozitiv (HER2-negativ, kb. 70%), HER2-
pozitiv (ER-negativ vagy pozitiv 10-20%) és tripla
negativ (ER-, PR-, HER2-negativ 10-20%).
Génexpresszios profil alapjan azonban négy molekularis
altipust kiilonithetiink el: luminalis A, luminalis B,
HER2-pozitiv ¢és bazélis tipus. Az emlétumorok
patomorfoldgiai jellemzésében és klinikai viselkedésében
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fontos szempont a tumorsejtek €s a bazalis membran
egymashoz viszonyitott elhelyezkedése is. Ez alapjan in
situ  (DCIS, LCIS), ¢és invaziv carcinomakat
kilonithetiink  el.  Prognosztikai  szempontbdl a
tumorstadium meghatarozas fontos, ami fligg a tumor
méretétdl (T), a kdrnyezé nyirokcsomok érintettségétol
(N) és a tavoli metasztazisok jelenlététdl (M).

Az emlddaganatok gyogyszeres kezelésében a
hagyomanyos kemoterapias készitmények (pl. taxanok,
antraciklinek) mellett a HER2-ellenes célzott kezelés és a
hormonterapia kiemelt fontossagu.

Az  emlddaganatok  anyagcsere-utvonalainak
vizsgalata alapjan megfigyelhetdk altipusoktol fiiggd és
fiiggetlen metabolikus jellegzetességek. Ezeknek az
eredményeknek a rendszerezése és az emlddaganatok
metabolikus szubtipusok szerinti osztalyozasa azonban
még nem ismert. Egyes adatok alapjan az ER+
emlddaganatokban fontos szerepe van a metabolikus
szimbiozisnak, a reverz Warburg-effektusnak, ami
oxidativ foszforilacios (OXPHOS) aktivitassal fligg
Ossze. Gyakori, hogy az ER+ daganatos betegben
endokrin terdpia rezisztencia alakul ki. Az ER ttvonal
befolyasolhatja a glikolizist, a glutaminolizist és az
OXPHOS-t szabalyoz6 géneket. A HER2+ és tripla
negitv (TN) eml6tumorokban altalanosan magas a
GLUTL1 expresszio, amivel parhuzamosan fokozott az
LDHA ¢és MCT1 expresszio is megfigyelhetd. A HER2+
tumorokra inkdbb a zsirsavak eldallitdsa, mig a TN
tumorokra a fokozott lipidfelvétel jellemzd. A szdveti
vizsgélatok az emlddaganatok glutaminaz
expressziojaval kapcsolatban ellentmondasosak, nem
lehet egyértelmiien bizonyos altipusokhoz kdotni a
glutaminhasznositast. Az eddigi megfigyelések alapjan, a
trastuzumab kezelés csokkenti a gliikkozfelvételt és a

8



laktat leadast, a Warburg-effektus intenzitasat, illetve a
lapatinib a GLUT1 ¢és GLUT4 transzporterek
kifejez6dését. Ezek az aerob glikolizist gatldo indirekt
hatasok oOsszefliiggnek a glikolizis gatlok (pl. GLUT1
inhibitor)  esetében is  megfigyelt in  vitro
tumorndvekedés-gatlo  hatasokkal. A glutaminaz
inhibitorok csokkenthetik a tripla negativ sejtvonalak in
vitro és in vivo novekedését. Zsirsavanyagcsere-gatlassal
(pl. FASN gatlas) eddig tumortipusfiiggé €s ellentmondé
eredményeket is kozoltek. A P-oxidacio  gatlok
sugarterapia rezisztens esetekben azonban nyujthatnak vj
lehetdségeket. Mitokondrialis funkciokat gatld szerek pl.
a metformin vagy bizonyos antibiotikumok (pl.
doxycycline) off-target tumorndvekedést csokkentd
hatasat is leirtdk mar daganatokban. A metabolikus
gatloszer kezelések monoterapiaban nem, de a jelenlegi
terapidk kiegészitéseként kombinacioban segithetik a
terapias fejlesztéseket.



2. Célkitiizés

Human gliomak, emlddaganatok ¢és sejtvonalak
MTOR aktivitasanak és metabolikus kiilonbségeinek
jellemzését, valamint glioma ¢és emlbcarcinoma
sejtvonalak mTOR és metabolikus gatloszerekkel
szembeni érzékenységének vizsgalatat végeztiik el.

Human gliomas mintakban és sejtvonalakban az
mTOR aktivitds és egyes metabolikus enzim fehérjék
mennyiségi valtozasainak vizsgalata és Gsszehasonlitasa
mellett tanulmanyoztuk sejtvonalakban az intracellularis
metabolitkoncentracio  kiilonbségeket is. A glioma
sejtvonalak mTOR  inhibitor, temozolomide ¢és
metabolikus gatloszer érzékenységének és kombinacids
kezelések in vitro hatasanak vizsgalata.

Kiilonb6z6 szubtipust human emlddaganat
sejtvonalak mTOR aktivitdsdnak, metabolikus fehérje
expresszi0 ¢€s intracellularis metabolit koncentracio
kiilonbségeinek jellemzése. Elobbiek dsszehasonlitdsa az
emlddaganat sejtvonalak in vitro mTOR inhibitor és
metabolikus gatloszer érzékenységével. Alapozva az
eléobbi  vizsgalatokra immunhisztokémiai markerek
kivalasztasa klinikai szovetmintdk metabolikus és mTOR
aktivitds  jellemzéséhez ¢és a szoveti jellemzOk
Osszehasonlitasa a betegek klinikopatoldgiai adataival.
Emlddaganat modellekben mTOR ¢és metabolikus
gatloszer kombinaciok hatasanak vizsgalata in vitro és in
Vivo.
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3. Moédszerek

In vitro vizsgalatok — a vizsgalt sejtvonalak: U87 MG,
U373-U MG, IDH1 vad U251 MG ¢és IDH1 mutans
U251 MG human high grade glioma sejtvonalak; MCF7,
T47D (LumA); ZR75.1, BT474 (LumB); SKBR3, MDA-
MB453 (HER2+); ¢és MDA-MB231, MDA-MB468,
BT549, HS578T (TN) eml6é adenocarcinoma sejtvonalak.
Az mTOR utvonal (rapamycin (Rapa), NVP-BEZ235,
PP242, GDC-0068 (GDC)) és egyéb metabolikus
folyamat  gatlokat (BMS-303141, etomoxir, 3-
brompiruvat (3BP), BPTES doxycycline (Doxy) és
chloroquine) teszteltiink. Kemoterapias szerként a glioma
sejtvonalak esetében temozolomide-ot (TMZ), mig az
eml6carcinoma sejtek vizsgalataban doxorubicint (Doxo)
vagy szulforodamine B tesztekkel vizsgaltuk.

In vivo vizsgalatok: a ZR75.1 xenograftokat SCID
egerekben szubkutdn oltassal hoztuk létre. Rapamune-,
doxorubicin- és doxycycline-monoterapias, Rapamune +
doxorubicin és Rapamune + doxycycline kombinécios
kezelések esetében a tumorméretet ¢és a végleges
tumortomegeket hasonlitottuk dssze.

Fehérjeszintii expresszios vizsgalatok: formalinban
fixalt, paraffinba  agyazott  biopszias  mintdk
immunhisztokémiai ~ (IHC)  vizsgalata  p-mTOR
(Ser2448), p-S6 (Ser 235/236); Rictor; p-Akt-(Serd73),
GLS, LDHA, CPT1A, FASN, ACSS2.

Az in vitro sejtvonalak fehérje expresszios vizsgalatahoz
Western blot és WES Simple technikat is felhasznaltunk.
A Western blot analizisben anti-f-aktint (mint loading
kontrollt), és p-mTOR, p-S6, Rictor, Raptor, mTOR, S6,
LDHA, GLS, GLUT1, B-F1-ATP-az, GAPDH, pan-Akt,
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p-(Serd73)-Akt, PFKP, HK2, ASCT2, LDHB, CPT1A,
FASN, ACSS2, PDH, p-Acly, COXIV, LC3 és anti-p-
AMPK elsddleges ellenanyagokat hasznaltunk.
Metabolitok meghatarozasa folyadékkromatografia-
tomegspektrometria modszerrel: laktat-, piruvat-,
citrat-, a-KG-, szukcinat-, fumarat-, malat-, glutamat- és
aszpartat-koncentraciokat kalibracios gorbék segitségével
ng/10° sejt koncentracioban hataroztuk meg
Kaplan-Meier plotter adatainak elemzése: a Kaplan-
Meier Plotter adatbazis (KM-plotter;
http://www.kmplot.com)  segitségével  hasonlitottuk
Ossze/elemeztiik az mTOR és a metabolikus utvonalak
egyes enzimeinek MRNS-expresszios adatait
emldcarcinomas betegek adatai esetében.

Statisztikai analizis: Mann-Whitney U-tesztet, Fisher-
tesztet, log-rank tesztet és Kaplan-Meier-gorbe analizist
hasznaltunk a prognosztikai vizsgalatokhoz (IBM SPSS
Statistics szoftver). A Hazard Ratio-t Cox regresszios és
Student t-probat is hasznaltunk. A p<0,05-6t tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények
Human glioma vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a
normal peritumoralis cerebrumban (n=4), illetve az IDH
vad és mutans humén glioma mintakban (n=10 és n=8) a
normal agyszovet alacsony mTOR aktivitdsaval szemben
az IDH mutans gliomék kozepesen, mig az IDH vad
tipust gliomak jelentdsen emelkedett p-mTOR, p-S6 és
(p-Serd73)-Akt fehérjemennyiséget mutattak. Az IDH
vad tipusu gliomakat — a GLS expresszio kivételével —
kifejezetten magas altalanos metabolikus
enzimexpresszi6é jellemezte (CPT1A, ACSS2, LDHA,
FASN), ami szubsztrat felhasznalasuk sokoldalisagara
utal. Az emelkedett mTOR aktivitast jellemz6 fehérjék
mennyiségével 0sszefliggésben az mTORCI1/C2 és dual
mTOR inhibitorok szignifikansan nagyobb
proliferaciogatlast mutattak, mint a rapamycin (Rapa) és
a temozolomide (TMZ) a vizsgalt négy glioma
sejtvonalban. Az U87 és a genetikailag modositott IDH
mutans U251 sejtek bizonyultak a legkevésbé TMZ és
MTORI érzékenynek in vitro. Az mTOR inhibitor
kezelések a metabolikus folyamatok aktivitasvaltozasat
jellemz6 enzimek kozil a HK2, FASN és a GLS
mennyiségét csokkentették, mig parhuzamosan a CPT1A
és ACSS2 expresszidjat fokoztak. A TMZ metabolikus
atrendez6dést eredményezd hatdsai kevésbé voltak
jellegzetesek ¢és jelentdésebb egyedi kiilonbségeket
mutattak a sejtekben. Az U251 vad és mutans sejtvonalak
alacsonyabb glikolitikus (HK2, LDHA) aktivitast és
parhuzamosan magasabb GLS expressziot mutattak a
masik két sejtvonalhoz képest. Az U251 vad és IDH
mutans sejtvonalak kozott jelentds kiilonbséget a
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metabolikus fehérjék expresszidjaban nem figyeltiink
meg. A HK2 ¢és LDHA mennyiségi kiilonbségeivel
Osszefiiggésben a laktat/maldt ardny az U87 sejtekben
volt a legmagasabb. A Rapa és chloroquine kezelések
sejtvonalfiiggd novekedés gatld hatdsokat okoztak. A
BPTES, a doxycycline (Doxy) és az etomoxir
monoterapia kezelések sem proliferacidos hatdsokat sem
jelentds fehérje vagy foszfo-protein expresszio valtozast
nem mutattak. A TMZ rezisztencia esetében mTORC2
aktivitas eltolodast (fokozodd p-(Serd73)-Akt és Rictor
expresszid), CPTIA és LC3 expresszio fokozodast
figyeltiink meg. Rapa kezelést kovetden a vart mTOR
aktivitas, mTORC2 aktivaciot és a TMZ esetében is
tapasztalt CPTIA ¢és LC3 expresszid6 emelkedést
tapasztaltuk. A chloroquine anti-proliferativ hatasat mas
gatloszer, illetve a TMZ kombinacio is fokozta. A Rapa
hatasosabbnak bizonyult a kombinaciokban, mint
monoterapiaban. Az U251 és U373-U sejtekben
szinergista, az U87-ben additiv volt a Rapa+TMZ hatasa,
illetve a Rapa+Doxy kombinacié is sikeres volt. Fehérje
szinten a FASN mennyisége csokkent, viszont
parhuzamosan nem emelkedett a CPT1A szintje. A TMZ
indukalt mTORCI aktivitas emelkedését a Rapa teljesen
felfliggesztette, s6t az mTORC?2 aktivitas — p-(Ser)-Akt —
emelkedés 1s elmaradt. Az OXPHOS aktivitashoz
sziikséges [B-F1-ATP-4z mennyiségét is jelentdsen
csokkentette az egyébként igen hatékony Rapa+TMZ
kombinéacio, a terdpids szempontbodl is érdekes TMZ
rezisztencia attdrésében.

Human emldcarcinoma vizsgalatok

Tiz emlécarcinoma  sejtvonal mTOR  és
metabolikus fehérje expresszio valtozasat IS vizsgaltuk
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mTOR ¢és mas metabolikus gatloszerekkel in vitro. Az
mTOR aktivitassal Osszefiiggd fehérjék valtozasait és a
gatloszerek (Rapa, PP242, GDC) proliferacios hatasat
egyiitt értékeltiik. A leghatékonyabb proliferaciogatld
hatast a PP242, mTORCI1 és C2 gatlé kezelések utan
tapasztaltunk. A metabolikus gatloszerek koziil a 3BP
glikolizisgatld bizonyult a leghatdsosabbnak. A tiz
sejtvonalbol harom tripla negativ (MDA-MB468, BT549,
HS578T) bizonyult a leginkabb Warburg-fenotipustinak
az intracellulédris laktat/malat arany alapjan. Az Osszes
sejtvonalban  jellemzéen magas LDHA  fehérje
expressziot figyeltlink meg, mig az LDHB mennyisége
jelentdsebb egyedi kiilonbségeket mutatott. A FASN
inkdbb a nem-tripla negativ csoportokban volt magasabb,
mig a magas CPT1A ¢és az ACSS2 mennyisége
valamennyi sejtvonaltipust jellemezte. Ezek alapjan
altipustol fiiggetleniil az emldcarcinoma sejtvonalak
jelentds egyedi metabolikus eltéréseket mutatnak.

Az emlddaganatok mTOR ¢és metabolikus
aktivitasanak in situ szoveti jellemzéséhez kozel 100
human biopszias mintaban, a p-S6, a Rictor, az LDHA, a
GLS, a CPT1A, a FASN fehérjék szoveti mennyiségét,
eloszlasat vizsgaltuk 0Osszevetve a klinikopatologiai
adatokkal. A normdl szovetekhez hasonloan magas
Rictor szint volt megfigyelhetd a tumorsejtekben is,
viszont fokozott p-S6, FASN és CPT1A expresszio csak
a vizsgalt daganatsejteket jellemezte. Intra- és
intertumoralis kiilonbség a p-S6 THC festésekben volt a
legjellemzObb. Homogén citoplazmatikus LDHA és
granuléris, mitkondridlis GLS expresszio jellemezte a
normal és a tumoros szoveteket is. A betegeket alacsony
¢s magas H-score értékii csoportokba osztottuk az adott
festésekhez tartoz6 median H-score értékek alapjan. A
Warburg-glikolizis, az emelkedett LDHA expresszioé a

15



HR-, mig a magas CPT1A és FASN expresszi6 a HR+
statusszal mutatott szignifikans 0sszefiiggést. A magas p-
S6 a tavoli metasztazis kialakuldsaval és a betegek
koraval  szubtipustol  fliggetlenil a  rovidebb
metasztdzismentes, valamint révidebb teljes taléléssel
fliggott oOssze. Mig az LDHA a szubtipusokkal, a
gradussal ¢és a stadiummal mutatott szignifikans
Osszefiiggést.  Tendencidban  jelentds  kiilonbséget
mutatott a CPT1A és FASN H-score értékek és tulélési
adatok elemzése is. A magasabb CPT1A a rosszabb, mig
a FASN a jobb prognoézissal fiiggott 6ssze. Kombinaltan
is értékeltilk az mTOR aktivitast és a tobbi metabolikus
utvonal markereket. J6 metabolikus alkalmazkodasi
képességlinek értékeltiik azokat az eseteket, amelyeknél
az emelkedett mTOR aktivitassal Osszefliggd H-score
érték mellett még legalabb két masik metabolikus ttvonal
enzim expresszidjanak H-score értéke magas volt. Ezek
alapjdn a jo metabolikus alkalmazkodasi képesség a
rovidebb tavoli metasztdzismentes és teljes tuléléssel
fliggott oOssze. A KM-plotter adatbdzis mRNS
megerdsitettiik eredményeinket.

A gliomak esetében a leghatasosabbnak bizonyult
kezeléseket teszteltiik a ZR75.1 LumB human emlétumor
sejteken in vitro és in vivo. A vizsgalt harom kombinacio
(Rapat+Doxy, RapatDoxo, DoxotDoxy) szignifikdnsan
képest in  vitro  vizsgalatainkban. In  vivo
leghatasosabbnak a RapatDoxy kezelés bizonyult, ami
az elso in vivo eredmény a rapamycin €s a doxycycline in
vivo tumorndvekedés-gatlo hatasaval kapcsolatban.
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5. Kovetkeztetések

Human  glioma szovetek és  sejtvonalak  mTOR
aktivitasaval ~— és  metabolikus  jellegzetességeivel
kapcsolatos eredmények:

1. A normal agyszovet alacsonyabb mTOR aktivitdsdhoz
képest a gliomak progresszidjaval dsszefiiggd mTORCI1
¢s mTORC2 komplex aktivitds emelkedést figyeltiink
meg. IDH mutans gliomakban mérsékelten, mig az IDH
vad tipusu gliomakban jelentésen emelkedett mTOR
aktivitast irtunk le.

2. Az mTOR aktivitasokkal parhuzamosan a CPT1A ¢és
ACSS2 fehérjék szoveti mennyisége is emelkedett a
gliomékban. EISbbiek mellett az IDH vad tipusa
szOvetekben jelentds 4ltalanos metabolikus enzim
expresszio  emelkedést  tapasztaltunk. Ezek az
eredmények a high grade gliomdk nagyfoka
bioenergetikai alkalmazkodoképességére és a glikoz
mellett egyeb tapanyaghasznositasi utvonalak
jelentdségére hivjak fel a figyelmet.

3. A glioma sejtvonalak monoterapias temozolomide,
mTOR inhibitor és egyéb metabolikus gatloszerekkel
szembeni alacsony érzékenysége Osszefligg az in vitro
kimutatott metabolikus enzim expresszios valtozasokkal
(metabolikus plaszticitds) és az mTOR komplex aktivitas
atrendez6désekkel, az mMTORC2 aktivitas iranyQ
eltolodassal.

4. Egyszerre tobb gatloszer, anti-metabolikus kezelés
kombinaciok, az elébbi metabolikus atrendezodéseket
meggatolva jelentdsen fokozzak a tumorndvekedést gatld
hatasokat glioma sejtvonalakban. A
temozolomide+rapamycin mellett mas
rapamycint+antimetabolikus gatlészer kombinaciok (pl.
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rapamycin+doxycycline vagy rapamycin+chloroquine
kezelések) komplex additiv, szinergista hatasai jelentdsen
novelik a tumorndvekedés gatld hatdsokat, ndvelhetik a
jelenlegi kezelések hatékonysagat.

Kiilonbozo szubtipusu emlodaganat sejtvonalak és human
biopszias mintak mTOR és metabolikus jellemzésével
kapcsolatos eredmények:

1. A vizsgalt emlddaganat sejtvonalakat egyedi,
szubtipustol fliggetlen mTOR aktivitds és metabolikus
enzimexpresszié és ezzel Osszefliggd in vitro inhibitor
érzékenység kiilonbségek jellemzik.

2. A vizsgilt sejtvonalak metabolikus enzim expresszios
profilja és intracellularis metabolit koncentracidi alapjan
a Warburg-fenotipus jobb progndzisu szubtipusokban is
lehet jellemzd.

3. In vitro vizsgalataink alapjan kivalasztott hat IHC
festés (p-S6, Rictor, GLS, LDHA, CPT1A, FASN)
segitségével az emlddaganatok mTOR aktivitdsa ¢&s
metabolikus plaszticitasa alapjan:

a. A magas mTOR aktivitds, magas p-S6 H-score érték
szubtipustol fliggetlen Osszefliggést mutat a betegek
rovidebb metasztazismentes és teljes talélésével.

b. Az LDHA expresszio (Warburg-glikolizis)
jellegzetesebb a HR- szubtipusokban.

c. A magas CPT1A expresszi a rosszabb, mig a magas
FASN expresszid6 az emlddaganatos betegek jobb
progndzisaval fligg dssze.

d. A vizsgalt hat festés egyiittes, a metabolikus
plaszticitds értékelése segitheti a szubtipus alapjan jo
prognozisi HR+ emlddaganatok esetében a szorosabb
kovetést igényld betegek meghatarozéasat vagy jovobeni
terapidjuk, a relapszust kovetd kezelés atgondolasat.
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