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A tumorsejtek anyagcseréjét a vdltozo mikrokdrnyezeti tényezék mellett a tumornovekedést tdmogatd genetikai mechanizmusok
is befolydsoljdk. Napjainkban egyre nagyobb az igény a humdn tumorok terdpids vdlaszreakcidinak vagy metabolikus profiljukra
8plilé szubtipusainak vizsgdlatdra. A tumorsejtek és a tumort hordozo gazdaszervezet metabolikus/bioenergetikai jellegének tdjé-
kozodd igényl tanulmdnyozdsdra alkalmas modszernek tarthatd a C-gliikéz és “C-acetdt oxiddciojanak vizsgdlata. Munkdnkban
radioaktivan jeldlt bioenergetikai szubsztratokbdl felszabadulé CO, meghatdrozdsdval a tumorsejtek (in vitro sejtvonalak, illetve
primer humdn lymphocytdk és leukaemiasejtek) €s a tumoros szervezet (SCID, C57B1/6) metabolikus aktivitdsdt vizsgdltuk in vitro €s
in vivo. Megdllapitottuk, hogy a szolid tumorbdl szdrmazd tumorsejtek tébbsége fokozottabban oxiddlja a gliikézt, mint az acetdtot,
mig a vérbdl izolalt AML-, CML- és CLL-sejtek az acetdtot oxiddltdk nagyobb mértékben, mint a gliikozt in vitro. In vivo vizsgdlata-
inkban azt tapasztaltuk, hogy a bioenergetikai szubsztrdtok intravénds vagy per os adagoldsakor kimutathato a tumorok hatdsa
a gazdaszervezet gliikoz-, illetve acetatoxiddciojdra. Elsé adatot szolgditattunk az emberi tumort hordozé gazdaszervezetek meta-
bolikus profiljdnak vdltozdsdrél xenograft modellen. Osszefoglalva, eredményeink szerint tébb bioenergetikai szubsztrdt oxiddcio-
Janak Gsszehasonlitdsa informativ modszer lehet a tumorsejtek in vitro, illetve a tumorok €s a gazdaszervezet in vivo metabolikus
profilidnak vizsgalatdban. Magyar Onkoldgia 59:292-301, 2015
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Tumour cell metabolism can be influenced by alterations of the extracellular microenvironment and the tumour-promoting genetically
changed mechanisms. There is increasing interest to introduce appropriate bioenergetic assays to describe the therapeutic effect
and metabolic subtypes of tumours in clinical oncology. The analysis of “C-glucose and “C-acetate oxidation could be a suitable
method to examine the metabolic/bioenergetic profiles of tumour cells and tumorous host organisms. The metabolic activity of
tumour cells (in vitro cell lines, primary human lymphocytes and leukaemia cells) and the tumourous host organism were examined
in vitro and in vivo by detecting the released CO, levels derived from the radioactive carbon atom labelled energy substrates. We
have found that the most cancer cells of solid tumours oxidised glucose more intensively than acetate. It was interesting that AML,
CML and CLL cells isolated from blood preferred acetate as an energy substrate in vitro. Furthermore, based on our observations,
tumours affected the glucose or acetate oxidation of the organism when applying bioenergetic substrates per os or iv.. We provided
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Bioenergetikai profil tumorokban

the first data about the alterations in metabolic profiles of the tumour bearing organism in xenograft models. In summary, according
to our results, comparison of the energy substrate oxidation can be an indicative method related to the metabolic profile analysis of

tumour cells in vitro and tumorous host organism in vivo.
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BEVEZETES — A METABOLIKUS PROFIL
VIZSGALATANAK IGENYE

A tumorsejtek és a tumoros, tumort hordozd szervezet anyag-
csere-folyamatainak, metabolizmusanak, az energiaszubszt-
ratok atalakuldsanak tanulményozasa napjainkban ismét az
onkolégiai kutatasok érdekl6dési korébe kertilt (1, 2).

Otto Warburg mér a XX. szazad els6 harmaddban megfo-
galmaztahipotézisét,amely szerint a sejtlégzés nem megfele-
16 mtikodése mellett, a glikolitikus fenotipus — metabolikus
valtozasok kovetkezményeként — segiti a sejtek kornyezeti
alkalmazkoddsat, tdmogatja a tumorprogressziot (1). Az
elmult évtizedben lezajlott bioenergetikai vizsgalatok ered-
ményei megerésitve és pontositva az eldbbieket felhivjak
a figyelmet arra, hogy a kiilonbo6zé tipusu daganatokra,
de azon belill az egyes tumorokra is, mas-mads energetikai
szubsztrat preferencia (pl. gliikkdz, glutamin, laktat, acetat
stb.) lehet jellemz¢é (3). Egy masik rendkivil érdekes kérdés,
hogy adott tumorsejt-populdciéban a kornyezeti hatdsok
szelekcids nyomasa mellett azoknak a daganatsejteknek
vannak a legjobb tulélési esélyei, proliferacids kapacitasa,
amelyek az anyagcsere-utvonalak felhasznalasat a leggyor-
sabban tudjak optimalizdlni, Gjraprogramozni (metabolic
shift or reprogramming) vagy mdas mechanizmussal 4j,
megfelel6bb kérnyezetbe képesek keriilni (4).

A tumorsejtek anyagcseréjét genetikai mechanizmu-
sok és mikrokornyezeti tényezdk egyiittesen hatdrozzak
meg, el6bbiek nagy alkalmazkoddképességgel ruhazzak
fel a tumorsejteket a tumorprogresszié valtozé koriilmé-
nyei kozott (3, 5). A tumorsejtek vizsgalatanak egyik mddja
kiilonb6z6 primer (szévetekbdl izolalt tumorsejtek) vagy
tumoros sejtvonalak funkciondlis vagy biokémiai vizsga-
lata in vitro tenyésztést kovetéen (ez azonos koriilménye-
ket biztosit a sejtek szdmara, igy pl. elsésorban genetikai
tényezOk érvényesiilhetnek az anyagcsere szabalyozasaban
is, bar természetesen sosem szabad elfelejteni, hogy ezek bi-
zonyos korlatok kozott végzett modellkisérletek). A human
tumorsejtvonalak bioenergetikai szubsztrat oxidaciéjanak
vizsgalata esetén a gliikdz oxidacidja a glikolizisben és az
oxidativ foszforilacioban egyarant torténhet, ugyanak-

kor az acetat tilnyomoéan a mitokondriumban az oxidativ
foszforilacié soran alakul at szén-dioxidda.

A legujabb géntechnologiai és tomegspektroszkopiai
mérémodszerek lehet8séget teremtettek a génmutdciok és
a metabolikus véltozdsok kozotti kapcsolatok feltarasara.
Ilyen példaul az elmult években a kiilonb6z6 mitokondridlis
enzimek génhibdinak, génmutdciéinak kovetkeztében fel-
halmoz6dé metabolitok tumorprogresszidban egyre job-
ban ismertté, elismertté valo szerepe (6-8). Ismert, hogy
a tumorsejtekben gyakran jellemz6 az intenziv gliko-
lizis és a megvaltozott, karosodott mitokondrialis ma-
kodés. Ezzel Osszefiiggésben kimutattak példaul, hogy
egyes metabolitok (szukcinat, fumarat) nagy mennyisé-
gitk (8, 9), mig masok, pl. a 2-hidroxiglutarat, szerkezeti
eltérés miatt onkometabolitnak tekinthetéek (10, 11). Az
onkometabolit kifejezés hasznalata az évtized elején je-
lent meg az irodalomban. Az onkometabolitok olyan, az
anyagcsere-folyamatokban (pl. glikolizis, citratciklus stb.)
normalisan is megjelend kis molekulak, amelyeknek ko-
ros mennyiségi vagy szerkezeti valtozdsai az anyagcsere-
folyamatok szabalyozasanak megvaltozasat segitik eld, és
ezen keresztiil jarulnak hozzd a daganatsejtek tuléléséhez,
proliferacidjahoz, a tumorprogresszidhoz (12). Az elmult
id6szak technikai fejlédésének kovetkeztében megismert
tumorbioldgiai eredmények is hozzajarultak a funkcionalis
genomikai szemlélet onkoldgiai elterjedéséhez. Mindezek
nemcsak tumorbiologiai ismereteinket gazdagitjak, hanem
alapvetéen Gj iranyt hoztak a gyogyszertervezésben (pl.
szintetikus letalitds) (13), tovabba ramutattak a tumorok
genetikai és metabolikus szabalyozdsanak bonyolultsaga-
ra, tulbiztositottsagara. A bonyolult szabalyozasi lehet6sé-
gek segitik a tumorsejtek gyors alkalmazkodoképességét,
ami jelentésen korldtozhatja a jelenlegi terapias beavatko-
zasok hatékonysagat (rezisztenciaproblémak). A jelenlegi
alapkutatasi eredmények varhatéan hasznosulnak a nem
tal tavoli klinikai onkoldgiai gyakorlatban, ezért fel kell
késziilni azok befogadasara, Gjabb terapias célpontok azo-
nositasara. Kétségtelen, hogy a humén tumorok hormon-
receptor-statusztol figgd terdpids véalaszreakcidinak vagy
metabolikus profiljukra épiilé szubtipusainak felismerése
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a gyogyszerfejlesztések, illetve a terapids valasztasok soran
a mutacidsprofil-vizsgalatokhoz hasonléan a metabolikus
profil meghatarozasanak igényét fogalmazhatjak meg a jo-
vében (2, 14, 15).

Mindehhez sziikség lehet az adott tumor malignus geno-
tipusa altal iranyitott metabolikus profil kimutatasara al-
kalmas vizsgalati rendszerekre, lehet8ség szerint olyanokra,
amelyek az onkoldgiai intézmények széles korében elérhe-
téek. A metabolikus vizsgalatok igénye ugyan kielégithetd
lenne tobb nagy teljesitmény( metabolitanalizatorral (pl.
tomegspektroszkopiahoz kapcsolt folyadékkromatografia —
LC-MS, NMR), de ezek széles kor elterjedése a klinikai ru-
tindiagnosztikaban a miiszerek magas koltsége miatt nem
varhaté a kozeljovében. Torekedni kell olyan koltséghaté-
kony moédszer kialakitdsara, amely a terdpiaban hasznosit-
haté tajékoztatast szolgaltat a tumorsejtek metabolikus pro-
filjardl, illetve szlikség szerint a tumoros beteg metabolikus
allapotarol.

Korabbi vizsgalatainkban megfigyeltiik, hogy a glitkoz
és az acetat, mint bioenergetikai szubsztratok metaboliz-
musanak Osszehasonlitasaval kimutathaté a tumorsejtek
dominans bioenergetikai mechanizmusa, pl. a glikolizis
vagy az oxidativ foszforilacié. Tébb mérémodszer egyide-
ju alkalmazasakor (*C-stabil izotép technika, ATP-kon-
centracié meérése, metabolikus enzimek génexpresszios
vizsgalata) levonhat6 kovetkeztetések megegyeztek a glii-
koéz és az acetat oxidacidjanak vizsgalati eredményével. Ez
a vizsgalat megerdésitette azt a felvetést, miszerint legalabb
két bioenergetikai szubsztratbol (gliikoz, acetét, glutamat,
tejsav) felszabadul6 szén-dioxid (CO,) mennyiségének osz-
szehasonlitasa alkalmas a tumorok metabolikus profiljanak
els6 vonalbeli megallapitasara in vitro (1. dbra). Ezt a felve-
tést kivanja alatamasztani a jelenlegi vizsgalat is, amely be-
mutatja a glitkdz és az acetat oxidaciéjabol szarmazo szén-
dioxid meghatarozasaval szerzett tapasztalatokat tobbféle
tumorsejtben in vitro, valamint a tumort hordozé kisérleti
allatokban in vivo (16-18).

VIZSGALATI ANYAGOK ES MODSZEREK
Radioaktiv vegyiiletek

A vizsgalatainkhoz alkalmazott [1-'*C]-Na-acetat [fajlagos
aktivitas: 57 mCi/mmol], [1-“C]-gliikkéz [fajlagos aktivitas:
55 mCi/mmol] az MTA Izot6p Intézet Zrt. terméke, amelyet
vizsgalataink szamara rendelkezésiinkre bocsatott.

Tumorsejtvonalak

Az emberi vagy ragcsalotumorokbol szdarmazé sejtvona-
lakat (HT25 vastagbél-adenocarcinoma, HT1080 fibro-
sarcoma (humdn); Oscort osteosarcoma (humdn); MDA-
MB-231, BT-474, ZR-75.1 eml§carcinomék (humén); HepG2

hepatocellularis carcinoma (human); U937 monocytas
leukaemia (humdn); A2058 melanoma (humdn); LLT-HH
tiidécarcinoma (egér); colon 38 coloncarcinoma (egér) in-
tézetiink szovettenyészeti laboratériuma a Nemzetkozi
Sejtbank (ATCC, ECACC) adatlapoknak megfelel6 mé-
diumokban tartotta fenn és biztositotta vizsgalatainkhoz.
A szovettenyészeti edényeket, tapfolyadékokat, fotalis bor-
jusavot a Sigma-Aldrich Zrt.-t6l vasaroltuk.

A human vérképzé rendszer malignus sejtjeinek, illetve
a normalis sejtek Ficoll-gradienssel torténé szepardlasdhoz
az ETT TUKEB engedélyével (22-104-/007-118EKU) Dr. Fe-
kete Sandor (Szent Laszlé Kérhaz) szolgaltatta a periférias-
vér-mintakat, a diagnoézishoz a patologiai vizsgalatot intéze-
tiink hematopatoldgia-laboratériuma végezte el.

Kisérleti dllatok

C57Bl/6 testvérparoztatasu, 18-22 g testtomegti, mindkét
nemt egeret hasznaltunk a nem human, hanem egér eredet(i
tumorok in vivo vizsgalataiban. A colon 38 és LLT-HH egér
colon-, illetve tiidé-adenocarcinomat C57Bl/6 egerek 1épé-
be, illetve hatuk bére ala is oltottuk a kiilonb6z6 graftok ki-
alakitasa érdekében. A human eredetii A2058 melanoma, az
Oscort osteosarcoma, a HT25 vastagbél-adenocarcinoma és
a HT1080 fibrosarcoma sejttenyészetébdl 2x10° tumorsejtet
subcutan oltottunk SCID (szisztémdsan immunszuppri-
malt, patogénmentes satorban, testvérparoztatassal szapo-
ritott beltenyésztett, 16-21 g testtomeg(i, mindkét nemi)
egerekbe. A kisérleti 4llatok tartdsa és kisérletbe vonasa
a Semmelweis Egyetem engedélyezési eljarasa alapjan az al-
lattartasi és kisérleti eléirasok betartdsa mellett tortént. Az
egerek a szabvany szerinti tapot és csapvizet fogyasztottak.
A kisérleti 4llatokat alland6 homérséklet és nedvességtarta-
lom, valamint 12 érai fény/s6tétség napi valtakozast biztosi-
t6 feltételek mellett tartottuk.

A tumorsejtek in vitro acetdt-
és gliikozhasznositdasinak vizsgdlata

5% fotalis borjusavot tartalmazé tapfolyadékban szaporodé
human tumorsejttenyészetbdl 10° sejtet adtunk 5 ml - glii-
kéz-, piruvat- és glutaminmentes (D5030, Sigma) - tap-
folyadékba, majd tenyésztéedénybe helyeztiik. Ezt kovetden
a tumorsejtekhez 1 uCi [1-*C]-Na-acetatot vagy [1-"*C]-glii-
kozt adtunk. Ezutdn a légzési CO, radioaktivitasat a kovet-
kez6 mddon hataroztuk meg: Az dramlasi kamraban azo-
nos légkori nyomassal athaladé CO,-mentes levegd a sejtek,
illetve az egerek (1d. kés6bb) altal kilélegzett CO,-t a kam-
ra faldhoz illesztett alacsonyabb nyomasu gytjtékamraba
iranyitotta, ahol a gytjt6kamraba helyezett alkalikus fil-
ter kartya (MTA Izotop Intézet Zrt. biztositotta) felfogta.
A tumorsejtek vizsgalatakor az egydras inkubacios id6 letel-
tével a tapfolyadékban maradt CO,-t citromsavval 60 °C-on
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tovabbi inkubélassal szabaditottuk fel, és szintén megkotot-
titk az alkalikus kartyan. A kdrtya radioaktivitasat, a be-
itések szdmat egy ikercsatornas Geiger—Miiller-szamlalon
hataroztuk meg.

A tumort hordozo egerek szubsztratfelhaszndldsinak
vizsgdlata in vivo

Az atlagosan 20-21 g testtomegt egereket 18 h tapldlékmeg-
vondst kovetden hasznaltuk a radioaktiv szubsztratok oxi-
dacidjanak vizsgalatahoz, az allatok 0,2 pCi [1-“C]-Na-
acetatot vagy [1-"C]-gliikozt kaptak intravénds injekcidval
vagy per os. Ezt kovetGen az egyes egereket behelyeztiik az
aramlasi kamraba. Az egerek altal kilélegzett CO,-t a ra-
dioaktiv jelzés egyes idétartomdnyaiban (1-60, 61-120 és
121-180 perc) az in vitro vizsgalathoz hasonldan gyujtottik
6ssze, majd mértiik a radioaktivitasat. Bizonyos vizsgéla-
tokban intraperitonealisan inzulint (0,5 NE/kg), illetve per
os jeloletlen glitkozt (20%-os
glitkozoldat formdjaban 100
mg/kg dézisban) adtunk az al-
latoknak a szubsztratok adasa
el6tt 15 perccel.

Metabolitok koncentrdcié-
mérése stabil izotopos jelolé-
si technikdval LC-MS-sel

A HT1080 és ZR-75.1 sejtek

Bioenergetikai profil tumorokban 295

Osztalyan végeztik. Az LC-MS mérést grafitoszlopos
(Thermo Hypercarb) Waters folyadékkromatograffal vé-
geztiik, eluensként metanol, viz oldatat alkalmaztuk han-
gyasavval. Az MS-detektalas Waters Quattro Micro ké-
sziilékkel tortént, negativ ESI ionforras, tripla kvadrupdl
analizatorral (19).

EREDMENYEK

A tumorsejtek esetében a glitkdz oxidacidja a glikolizisben
és a mitokondriumban (citromsavciklus, oxidativ foszforila-
ci6) egyarant torténhet, ugyanakkor az acetatbdl elsésor-
ban a mitokondrialis oxidacidban keletkezik CO, (1. dbra).
Vizsgalatainkban megéllapithattuk, hogy az egészséges és
a tumorsejtek egyarant valtozé méodon részesitik elényben
a gliikdz vagy az acetat hasznositasét a sejtlégzésben. Nem
zarhato ki az azonos hisztogenetikai csoportba tartozo sej-

1. dbra. A CO,-képzédés fébb lehetéségei "C-jelzett glikéz és acetdt energetikai
szubsztratokbdl (egyszerdsitett dbrazolds). A “C-jel6lt szubsztratokbdl a bioenergetikai fo-
lyamatokban “C-jelolt CO, keletkezhet, amit detektdlni lehet radioaktivitdsa alapjén. A “C-jel-
zett glikdz és acetdt bioenergetikai szubsztrat sorsa: oxidacié a glikolizis, citratciklus és
oxidativ foszforilacié folyamatdban. A CO, képzédésének fébb lehetéségei: (A) gliikéz-6-
foszfat (G-6-P) direkt oxidaciéjabdl a pentdz-foszfat-titon a 6-foszfoglikonat-dehidrogendz
enzim katalizisével; (B) a piruvat acetil-koenzim-A-va (acetil-KoA) alakuldsa sordn a piruvat-
dehidrogenaz enzimkomplex segitségével; (C) a citromsavciklusban az izocitrat-dehidrogenaz
és az alfa-ketoglutarat-dehidrogendz reakciéjdban (F-1,6-BP: fruktdz-1,6-biszfoszfat)

metabolikus  jellemzéséhez

3 millié sejtet a jelolés el6tt “ ; i

D5030 (Sigma-Aldrich) tapta- 1-HCACETAT 1C6LUKOZ

lajba helyeztiink, majd stabil S EnEmeTn l l

[U-*C]-gliikézt vagy [2-"*C]- O

Na-acetatot (10 mM koncent- T Citoszol
racié, Sigma-Aldrich) adtunk 1-4C-GLUKOZ “C0,A

hozza. 1 o6ras inkubdcids wvi .

id6 utan a sejteket folyékony N Gifip e NORLERSAVZNTEZLS

N,-nel fagyasztottuk, majd é F-1,6-BP

metanol-kloroform-viz  ele- = ZSIRSAVSZINTEZLS
gyével extrahdltuk a megha- o PP

tarozni kivant metabolitokat laktat « pirtvét ctrdt — acetil-KﬁA/‘ «— 1MCACETAT
(glikolizis, pent6z-foszfat-ut *

és Szentgyorgyi-Krebs-ciklus / piruvat 531 \
intermedierek),  amelyeket B “c0, -

a mérésig -70 °C-on tarol- , acetil-KoA

tunk. A meghatdrozandé ve- 1-4C-ACETAT / e 0,

gytletek (pl. glikéz 6-foszfat, uco

malat, citrat, szukcinat, laktat !

- Sigma-Aldrich) standard

oldatsorait is haszndltuk.

@

Az LC-MS analizist az MTA

OXIDATIV FOSZFORILACIO Mitokondrium -/

TTK Toémegspektrometriai
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tek hasonlé Dbioenergetikai
szubsztrathasznositasi profil-
ja. Adataink szerint az egész-
séges fibroblast és a human
fibrosarcoma, valamint az izo-
lalt periférids mononukledris

2. dbra. Humén és egér eredetl sejtvonalak, izolalt normalis humén sejtek CO,-termelése
[1-“Cl-jelzett glikdzbdl és Na-acetdtbdl in vitro (atlag+SD). HT1080, fibrosarcoma (human);
Oscort, osteosarcoma (humén); MDA-MB-231, BT-474, ZR-75.1, eml&carcinomék (human);
HepG2, hepatocellularis carcinoma (human); U937, monocytas leukaemia (human); Egér
PMNC: egérbdl szarmazo periférids mononuklearis sejt; Fibroblast: human fibroblast. A jellt
glikozbdl és acetatbdl szdrmazé CO,-termeléssel ardnyos belitésértékek hdnyadosét is fel-

039

tlintetttk
sejtek és a vizsgalt leukaemia-
sejtek azonos bioenergetikai
szubsztratot részesitettek 20000
elényben, az eltéré szubtipust 18000
kiilonb6z6  eml8carcinoma- 16000
sejtvonalak viszont egyedi S 14000
kiilonbségeket mutattak. Az = 15000
altalunk vizsgalt tumorsejt- § 10000
vonalak nagyobb része a glii- =
kozt oxidalta nagyobb kapa- Z 8000
citdssal, mint az acetatot (a 7 § 6000
vizsgdlt tumorsejtvonal koziil 4000
csak kettd oxidalta szignifi- 2000
kansan nagyobb mértékben 0
az acetatot). Figyelemre mél- = =
ténak tarthaté azonban, hogy % 5
a 7 kiilonbézé tumorsejtvonal -
gliikézoxidald képessége ki- W [1-4C)-qliikéz
sebb egyedi valtozatossagot

HT1080
Oscort
BT-474
ZR-75.1
HepG2
U937

MDA-MB-231

W [1-*(]-Na-acetdt 1-["C]-gliikoz és acetdt forrdshél szarmazé (0, ardny

mutatott, mig jelentdsebb elté-

rést lehetett tapasztalni az ace-

tat oxidacidjanak a vizsgalatakor (~700-15 000 beiités/250
sec/10° sejt) (2. dbra). Ebbdl feltételezhetd, hogy a gliikoz/
acetat oxidacié hanyadosaban mutatkozo, a sejtvonalakat
jellemzd kiilonbségekért elsésorban a tumorsejtek eltérd
acetathasznositasa, ezen keresztiil a mitokondrialis mtko-
dés valtozasa tehetd feleldssé.

A bioenergetikai mechanizmusok klinikai anyagban tor-
ténd vizsgalatat a human vérképz6 rendszer sejtjeinek rovid
idejti tuléld sejttenyészeteiben (short-term culture) is alkal-
munk volt tesztelni. Megfigyeltiik, hogy mind az egészsé-
ges periférias mononukledris sejtek, mind a granulocytdk
glitkozoxidacidja nagyobb mértékd volt a mért radioaktiv
CO, alapjan, mint amit periférids vérbél Ficoll-gradiensen
szeparalt kronikus lymphoid leukaemia (CLL), valamint
izolalt akut myeloid leukaemia (AML) sejtek esetében de-
tektaltunk. A malignus lymphocyta, CLL-populaciéban
az acetat oxidacidja is szignifikansan megvéltozott értéket
mutatott (emelkedett), mig az AML-sejtek esetében csak
a glikdz oxidacidja mutatott csokkenést. Tovabbi érde-
kes megfigyelés, hogy a rossz prognézisu CML-es esetek-
ben a terapias beavatkozast kovetden megjelend rezisztens
CML-sejtekben mind a gliikdz, mind az acetat oxidacidja
kozel kétszeresére emelkedett a gyogyszeresen korabban
nem kezelt CML-sejtekéhez képest. A valtozasok értékelé-

sénél azonban figyelembe kell venni, hogy a vizsgalt bio-
energetikai szubsztratok, kiilonosen a gliikdz bioszintetikus
folyamatokban is részt vehet, és ez a sejtlégzésben valo rész-
vételitkk csokkenésével is egytitt jarhat (1. tabldzat).

A bioenergetikai mechanizmusok nem kizarélag a tumor-
sejtekben, hanem a tumorprogresszié soran egyre meg-
hatarozébban az egész szervezetben is jelentds szerepet
jatszanak. Az anabolikus és katabolikus mechanizmusok
kozétti egyensuly felboruldsa mentén a tumorprogresszio
terminalis szakaszaban a gazdaszervezet szintjén ,energe-
tikai katasztrofa” kovetkezhet be. Ennek a patomechaniz-
musnak a vizsgalatira adhat lehetdséget a bioenergetikai
szubsztratok oxidaciéjanak meghatarozasa kisérleti alla-
tokban. Vizsgédlatainkban azt tapasztaltuk, hogy a glitkoz
és az acetat oxiddcidja a szervezetben nagy eltérést mutat
per os, valamint intravénds alkalmazas esetén. Egészsé-
ges (nem tumoros) egerek esetében megfigyelhetd, hogy
a gliikdzbdl képz6dott szén-dioxid mennyisége intravénds
alkalmazaskor szignifikdnsan magasabb, akdar harom-
szorosa az ordlis adagolds esetén kapott értéknek, mig az
acetatoxidacio kovetkezményeként kimutathaté jelolt CO,
nagy mennyisége jellemzi a per os adagolast (2. tdbldzat).
Ez a kiilonbség a gasztrointesztindlis szervek lokalis, a pe-
riférids érrendszerhez tartozoé teriiletek szerveihez képest
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fokozottabb acetatoxidacids kapacitasa, az acetat jobb hasz-  kenést és a gliikdz hasznosulasa kisfokt emelkedést (2. és
nosuldsa miatt alakulhat ki. Megfigyelhet6 az is, hogy LLT- 3. tdbldzat) a szervezet szintjén. A glitkozanyagcsere sza-
HH kisérleti tumor jelenlétében az intravéndsan bejuttatott ~ balyozdsanak valtozasai az él6 szervezetben tobb szervet
energiaszubsztratok esetében a gliikozbdl szarmazé 1égzési  érinthetnek és idében ciklikus valtozast mutathatnak, ezért
CO, mennyisége a tumoros allatokban csokkent, mig a per  a glitkdzbdl képz4dott szén-dioxid mennyiségét a “C-jel-
os adagolds esetében az acetat oxiddcidja mutatott csok-  zett glitkdz addsat kovetd els6, masodik és harmadik 6ra-

ban is dsszehasonlitottuk egészséges

és tumoros dllatokban. Per os jelzett
1. tdblazat. Lymphoid és myeloid eredetli human leukaemiasejtek “C-jelzett CO,- gliikoz adagoldsa esetén az 1. és 2.

termelése [1-*C]-gllik6zbol és [1-*C]-Na-acetdtbdl in vitro 6raban a glitkézbol képzddstt CO, az
2

[174C]-gliikézbol (A) vagy [1-*C]-Na-acetathol (B) keletkezett | c8¢szséges dllatokban kozel azonos
(0. radioaktivitasa mértéket mutatott, majd a harmadik
2

Je Okkent. A t illatok

. 5 (0,-radioaktivitas (beiités/250 sec/10° sejt, atlag+SD) Orar,a cooRen tmoros atato
Sejttenyészetek = - esetében viszont azt tapasztaltuk,
[1-*C]-gliikoz (A) | [1-*C]-Naacetat(B) | A+B A/B hogy a 2. éraban a jeldlt CO, meny-
PMNC (egészséges személyekbdl) 14444600 1520638 2964 095 nyisége tovabb emelkedik és csak
L 457+195 3220+2410 3677 0,14 a harmadik ordban esik vissza (3.
Granulocytak (egészséges személyekbl) 1727£879 810147 2537 23 tabl‘fzmj)' E,rde£<e§ tovabba, h"gy,az
acetatbdl képz6dé CO, mennyisége

AML 8694218 978+188 1847 0,89 [ o o ..

mar a 2. draban dramaian csokken.
CML kezelés elét 1253:+:456 1031825 284 | 12 A tumoros szervezet anyagcsere-
(ML kezelés utén 244941362 233441284 4783 1,05 valtozasat (megvaltozott szubsztrat-

hasznositdsat) mindkét egértumor-
sejt-modell esetében tapasztaltuk,
a kilégzett jelolt CO, mennyiségének
2. tablazat. Per os vagy intravénasan adagolt gliikdz és acetat oxidacidja egészséges  vitozdsaban markansabb eltérést
(nem tumoros) és tumoros C57BI/6 egerekben a per o0s acetatoxidacio jelentés csok-

[1-"C]-gliikoz és [1-*C]-Na-acetdt 1 uCi/egér, minden egyes csoportban legaldbb 7 fiiggetlen eset adatait dsszegeztiik

Beiltés/250 sec, atlag:SD kenésében la,ttun.k a Vizs.gralt ege,rek—.

lés médi 1Cglikez () | [1-CNa-acetat (B) m ben. Eredményeink alapjan tovabbi
Adagolds modja [1q-glikéz e vizsgalatokban az adott tumorok in
Intravénds eqészséges 16 604+1228 34004269 4,88 vitro metabolikus jellemzésének 6sz-
LLT-HH 8528+2490 3832+236 2,23 szehasonlitasaval érdemes lenne ezt

Per o egészséges 50581504 2166164435 023 az egyszeri modszert és esetleges
LLT-HH 6670461 1125816844 0,59 felhasznalhatdsagat tovabb vizsgal-

ni. Meghatdrozni, hogy alkalmas-e
[1-“C]-gliikoz és [1-*C]-Na-acetat per os vagy iv. adagolds 0,2 uCi/egér adott tumorok jelenlétében a szer-
vezet cukor-, illetve acetathasznositd
képessége valtozasanak kimutata-
sara, ezen keresztiil akar a daganat-
sejtek progresszio soran bekovetkezo

3. tablazat. A [1-*C]-glikdz és [1-*C]-Na-acetdt oxidacidjdnak iddbeli valtozdsa egész-
séges (nem tumoros) és colon 38 vagy LLT-HH tumort hordozé C57BI/6 egerekben

Energetikai szubsztrat | Kisérleti allat (0,-radioaktivitas (beiités/250 sec, atlag+SD) metabolikusprofil-valtozasdnak ki-
1-60. perc 61-120.perc | 121-180. perc mué?tr;‘fi 1s. _— |

s tolésat (th-

egeészséges 50581504 56551614 256041147 opolek  meglonforasat  adtd

masztjak tovabbi eredményeink is.

[1-(}-glikoz colon 38 627041230 1082243726 3671429 Megfigyeltiik, hogy a tumoros ege-

LLT-HH 66704461 850741125 n.a. rekben az acetatoxiddcid csokke-

eqészséges 216614435 595183 409+75 nése 100 mg/kg glitkéz hozzdaddsa

[1-C]-Na-acetit colon 38 133093809 336296 61479 mellett elmaradt (20 547+4450 be-

1ités/250 sec/egér maradt), valamint

LLT-HH 112586844 na. na. h . ,

ogy a tumorral transzplantalt ki-

[1-(]-gliikoz és [1-“C]-Na-acetdt per os adagolds 0,2 uCi/egér, n. a.: nincs adat sérleti allatoknak csak egy részében
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4. tablazat. Az inzulin hatdsa a [1-*C]-gliik6z per os adagoldsakor képz6dott és kiléleg-

zett radioaktiv szén-dioxid mennyiségére

rek esetében az acetatfelhasznalds
nem valtozott, de a glitkézoxidacié

Radioaktivitas (beiités/250 sec/egér, atlag=SD) szignifiknsan fokozédott (a HT25

Egészséges (nem tumoros) C57BI/6 vagy [17*Cl-gliikez Inzulinadds utan [1-Cl-glikoz esetében a glitkézoxidacids adato-
SCID egerek, illetve tumoros parjaik kat nem adtuk meg a tablazatban),
1-60. perc 1-60. perc 61-120. perc és az A2058 esetében még inzulin

(57Bl/6 kontroll 50581504 7530+713 38004722 adasakor is szignifikdnsan maga-
LLT-HH (C5781/6) 6670461 3874877 3397:£256 sabb volt a glikézoxidacio mértéke.
SCID kontroll 12644453 5777495 28384338 A HTI080 fibrosarcoma és Oscort
osteosarcoma xenograftot hordo-

A2058 melanoma (SCID) 2985+184 8978+2567 70691435 26 egerekben ezzel ellentétben az
Oscort osteosarcoma (SCID) 2567+390 9485+1374 5168+1976 acetdt oxidaciéja fokozéddott szig-

[1-C]-gliikoz és [1-"C]-Na-acetdt per os adagolds 0,2 uCi/egér

- feltehetéen a transzplantélt tumortol és gazdaszervezettdl
(C57Bl/6 vagy SCID) is fiiggben - figyeltitk meg az inzulin-
indukalt glitkézoxidacié fokozddasat vagy hidnyét, amely
id8ben kiilonbo6z6 sebességgel rendezédik a szervezet szint-
jén (4. tablazat).

A jelen tanulmanyban megallapithattuk, hogy a human
tumorsejtek egyértelmtien megvaltoztatjik a gazdaszer-
vezet bioenergetikai profiljat, azonban az nem feltétleniil
lesz azonos a tumorsejtek sajat metabolikus profiljaval.
A vizsgalt killonboz6 tipust tumorgraftok esetében egy-
értelmt kiillonbségeket lehetett megfigyelni a kiilonb6z6
tumorsejtekkel transzplantalt egerek szubsztratoxidacids
kapacitasaban (4., 5. tdbldzat). Az A2058 melanomaval
és a HT25 coloncarcinomaval xenotranszplantalt ege-

nifikans mértékben. A HT1080 sej-

tek esetében ez kiilonosen érdekes,

mert ennek a sejtnek az altalunk
mas technikakkal jellemzett in vitro metabolikus profil-
ja egyértelmtien aldtimasztja, hogy els6sorban a gliikozt
hasznaljdk energiaszubsztratként in vitro. Stabil izotopje-
161t gliikdz vagy acetat hozzdadasat koveten az elvégzett
LC-MS metabolitmennyiségi vizsgalatok, a *C-laktat/"*C-
malat és PC-gliikoz-6-foszfat/*C-malat ardnyok mu-
tattdk a HT1080 sejtekben in vitro intenziven miikodd
glikolizist és csokkent aktivitasa citratciklust (az adatokat
részletesen nem mutatjuk be). Ezzel szemben a ZR-75.1
emlGcarcinoma-sejtek nagyobb mennyiségben termeltek
citratkor-intermediereket, az acetatoxidacié mértéke je-
lent6snek bizonyult. [2-C]-Na-acetat jel6lés utdn megha-
tdroztuk a citratba épiilt *C-atomok szamat is, a HT1080
sejtekben a citratmaximum 1 és 2 jelolt *C-atomot tartal-

3. abra. A [2-3C]-jelolt acetdt szubsztratbdl a *C-szénatomok citratba éplilésének eltérései a HT1080 és ZR-75.1 tumorsejtekben.
A [2-BC]-jel6lés utdn a HT1080 sejtek esetében ugyanannyi id6 alatt (60 perc) a hat szénatomos citratba maximum 1, illetve 2
BC-atom éplilt be, mig a ZR-75.1 sejtek metabolitanalizisekor 1, 2, 3, 4, 5 és 6 *C-atomos beéplilést is megfigyeltiink. A teljes
(jelolttjeloletlen) citrdtpoolban a kiilonb6z6 mértékben jelolédd citrdt szdzalékos eloszldsat tiintettiik fel a HT1080 és ZR-75.1

sejtek esetében

HT1080

I Citrat
M Citrat+1%

M Citrdt+2*

1%

W Cidt

W Cae+1*
B Citrét+2*
M Citrgt+3*
B Cirdt+4*
M Citrdt+5*

B Citrat+6*
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5. tablazat. [1-*C]-Na-acetatbdl képzédé szén-dioxid human
tumort nem hordozé és hordozé SCID egerekben per os ada-
golas esetén

Radioaktivitas beiités/250 sec/

Egészséges (nem tumoros)/ egér, tlag+SD

tumoros SCID egér

[1-*C]-Na-acetat jelolés 1-60. perc

Egészséges SCID 199161690
A2058 melanoma 209084357
Oscort oteosarcoma 25 118+2702
HT25 colon-adenocarcinoma 1973843168
HT1080 fibrosarcoma 30320+3184

[1-"C]-gliikoz és [1-*C]-Na-acetdt per os adagolds 0,2 uCi/egér

mazott, mig a ZR-75.1 sejtekben 6 szénatomjelolést tartal-
mazo6 citratot is detektaltunk. Ez arra enged kovetkeztet-
ni, hogy a citromsavciklus intenziven miikodik a vizsgalt
emlécarcinoma-sejtekben, a fibrosarcomasejtben viszont
funkciéja nem olyan jelentés (3. dbra). Ezek igazoljak
a HT1080 sejt elsésorban glikolitikus aktivitdsat és a sejt-
ben nem megfeleléen funkciondlé mitokondridlis oxi-
déciot, az acetatnak, mint energiaszubsztratnak a rossz
hasznosithatésagat a HT1080 sejtek szamara. Ezek alap-
jan a HT1080 xenograftot hordozé egerekben megfigyelt
acetathasznositds egyértelmiien a gazdaszervezet anyag-
cseréjében bekovetkezett valtozasokra utal. Ez jo példa
arra, hogy a tumorsejt-populacié (pl. HT1080), amely
kismértékben oxidalja az acetatot szovettenyészetben (2.
dbra), az acetitoxiddciéo mértékét jelentésen megemelheti
a gazdaszervezetben, mint azt vizsgalatainkban a kisérleti
egerekben tapasztaltuk (5. tdbldzat). Ennek a sajatos jelen-
ségnek a megértéséhez azonban mindenképpen tovabbi
igazol6 vizsgalatok sziikségesek, amelyek j Osszefiiggé-
seket tarhatnak fel a daganat és a gazdaszervezet kozotti
kapcsolat megértésében.

MEGBESZELES

Tanulmdanyunk igazolta feltevésiinket, miszerint a gliikoz-
bdlésazacetatbol felszabaduldo CO, mennyiségének dsszeha-
sonlitdsa igéretes vizsgalati rendszer, eszkoz lehet a tumor-
sejtek, valamint a tumor gazdaszervezete bioenergetikai
mechanizmusanak tanulmdnyozdsaban, megértésében.
A moddszer szolgaltatta eredmények megértéséhez ismerni
kell az alkalmazott bioenergetikai szubsztratok atalakula-
sat és sejtbiologiai szerepét. A jelen vizsgalat szamara kiva-
lasztott glitkoz és acetat a glikolizis, illetve a mitokondrialis
oxidativ foszforildcié jol ismert energiaforrasa, emellett
azonban egyéb, egymastol eltérd anyagcsere-utvonalakban

Bioenergetikai profil tumorokban

is részt vesznek, példaul a kiilonb6z6 biopolimerek szintézi-
sében (1. dbra). Ez indokolja, hogy a dominans energetikai
mechanizmus - glikolizis versus oxidativ foszforilacio - fel-
ismerése csak mindkét energiaforras oxidacidjanak ossze-
vetésekor tekintheté megbizhaténak.

A daganatok fokozott gliikdzfelvételének felhaszna-
lasa (PET/CT alkalmazasa) ma madr beépiilt a képalkotd
diagnosztikaba, azonban ennek a daganatokat fémjelz6
molekuldris eseménynek (20, 21) a mélyebb funkcionalis
genetikai és metabolomikai értelmezése és tovabbi hasz-
nositasa a klinikai onkologidban még varat magara. Mar
Warburg kozel egy évszazada leirta a tumorok fokozott
glukozfelvételét, magas tejsavtartalmat, amelyet a sejtlég-
zés karosodasanak ellensulyozasaval magyarazott. Tobb
évtizedes éles kritika utdn beigazolédott Warburg aerob
glikolizis elmélete, miutan megallapitottdak az emelkedett
tejsavtermelést a daganatok tulnyomo tobbségében. Felfe-
dezték a mitokondridlis enzimek génmutacidjanak tumor-
biolégiai szerepét, tovabba kimutattdk az onkogének koz-
remiikodését a glitkdzanyagesere hibas szabalyozasaban (1,
22). Mindezek ellenére a tumor metabolikus valtozasainak
szambavétele a human tumorok jellemzésekor még csak
szlik keretek kozott torténik, amelynek egyik oka az alkal-
mazhaté vizsgalati médszerek, technikak hianya.

Az altalunk leirt vizsgalatokhoz részben hasonlo kisérle-
tek kordbban mar jelentek meg. Ezekben altalaban egyféle
szubsztrat, jellemzben oxidacidjat vagy a radioaktiv szén
mas irdnyu, a sejten, szervezeten beliili akkumulaciojat
vizsgaltak alapvetden a kilégzési tesztekkel Osszefiiggésben
(23, 24). Daganatsejtek esetében in vitro tenyésztéedények-
ben prébéltak hasonld, a sejtek anyagcseréjét jellemz6 izo-
topos vizsgalatokat végezni (25). Sajat vizsgalataink ujsze-
riisége a kivitelezésre, illetve az acetat- és a gliikdzoxidacio
parhuzamos jellemzésének fontossdgara hivja fel a figyel-
met a sejttenyészetek és a szervezet szintjén végzett anyag-
csere-vizsgalatokban.

A bioenergetikai szubsztratokbdl felszabadulé CO, meg-
hatdrozasa egyfeldl koltségkiméld, masfel6l szorosan kap-
csolhat6 az ATP-képzédéshez. Aerob kortilmények mellett
elvileg a gliikéz mindegyik szénatomja megjelenhet a CO,-
ban, azonban a tumorsejt igénye mas iranyba terelheti
a glitkozbol képzddott metabolitokat (2, 3). Ezzel szemben
az acetat akdr endogén (a zsirok lebontasi terméke), akar
exogén eredet(i, tilnyomodan a citratkérben metabolizalo-
dik. Két szénatomja mintegy 70-80%-ban jelenhet meg
alégzési CO,-ban. Ezt alatdmasztja a sejtek acetatoxidacioja
és oxigénfogyasztasa kozotti Osszefiiggés, ezért lehet az
acetatoxidacié mértékébdl kovetkeztetni a sejtek oxidativ
foszforilacidjanak valtozasaira, igy az ATP termelésére.
A fenti szempontok tdmpontot nydjtanak a bemutatott vizs-
galati eredmények értelmezéséhez.
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Jelen vizsgalati eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a vizsgalt emberi szolid tumor sejtvonalakat jellem-
z6 fokozott glitkdzoxidacio, ugyan valtozé mértékben, de
a sejtvonalak tobbségében elérte vagy meghaladta az acetat
oxidécidjat (ez a tumorok tobbségét szovettenyészetben is
jellemz8 Warburg-effektus alapjan nem meglepd). Parhu-
zamosan azonban az acetdt oxidaciéjanak nagymértéki
valtozékonysaga jelzésértékli a mitokondriumok eltéré foku
karosodasara. Ez 6sszhangban all a HT1080 fibrosarcoma
tobb, a sejt bioenergetikai jellemzését célz6 vizsgalat alapjan
megallapitott mitokondridlis karosodasaval és a 2. dbrdban
bemutatott alacsony acetatoxidaciéjaval (magas gliikdz/ace-
tat oxidacids hanyados).

Erdekességnek tarthaté és meglepé, hogy a gliikéz oxi-
dacidja eredményeink szerint a vizsgalt kiilonb6z6 human
leukaemiasejtekben a granulocytdkénal és a lymphocyta-
kénal alacsonyabb. Ez azért is meglepd, mert alapvetden az
aktivalodo, proliferalé lymphoid sejtekre jellemz6 a glitkoz-
felhasznalds preferenciaja (26). Feltételezhetd, hogy a glitkkoz
a leukaemiasejtekben elsGsorban a biopolimerek szamara
szolgaltat metabolitokat és kevésbé vesz részt a bioener-
getikai egyensuly fenntartdsaban. A kapott eltérések hatte-
rében elképzelhetd az is, hogy a primer izoldlas és a forras
(periférian talalhato, nem csontvel6i sejtek) is szerepet jat-
szik (periférian a sejtek a sejtciklus Gl fazisaban blokkoltak,
nem proliferalnak). A glitkéz csokkent oxidacidja a vérkép-
z8 rendszer malignus sejtjeiben azonban mindenképpen
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Tovéabbi fontos megfigyelésiink, hogy per os adagolaskor
a "C-jelzett acetat, mig intravénas kezeléskor a glikdz oxi-
dacidja a nagyobb mértéki. Ez a megfigyelés amellett, hogy
ramutat az érintett szervek eltérd szubsztrathasznositésara,
utalast jelenthet példdul a vizsgalt tumor altal karositott
szervekre (pl. izomzat) is. Hasonlé kiilonbségeket a szubszt-
ratfiiggé CO,-produkcidban maj- és szivkarosodas eredmé-
nyeként tapasztaltak kordbban ragcsalomodellekben is (27).
A [1-"C]-gliikoéz adagolasat kovetd elsé és masodik 6raban
elktilonitve 6sszegytjtott CO, radioaktivitisinak megha-
tarozasaval jellemezhet$ a glitkdzanyagesere korforgalma
is a szervezetben. A gliikézadagolas médjatdl és a tumor
biologiai hatasatol fiiggéen megvaltozott a szervezetben
a glitkozoxidéacid aranya a vizsgalat 1-60. és a 61-120. per-
ce kozott. A klinikai onkolégidban tapasztalhatd, hogy
a malignus megbetegedések kiilonbozéképpen karositjak
a szervezetet, amelynek tobb magyarazata lehet (daganat
lokalizécidja stb.), ezért hisztogenezisiikben eltéré emberi
tumorok azonos lokalizacidban tortént transzplantdlasa
mellett 6sszehasonlitottuk a tumort hordozé éllatok bio-
energetikai profiljat. A jelen vizsgalatokban meg lehetett
figyelni az emberi eredettt tumorok, illetve egértumorok
hatasat a gliikoz és az acetat oxidacidjara a SCID egerekben,

illetve nem immundeficiens egerekben. Ugyanazon nagy-
sagu és lokalizacioju tumorok eltér8en befolydsoltak a per
os adagolt acetat oxidaciojat a xenograft modellben. Eredeti
megfigyelésnek tarthat6, hogy a vizsgalt tumorok koziil az
acetat oxidacidjat legjobban a HT'1080 fibrosarcoma fokoz-
ta, pedig szovettenyészetben alacsony acetatoxidaciot muta-
tott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy egyes tumorok meg-
valtoztatjak a gazdaszervezet metabolikus profiljat, de nem
a sajatjukat ruhazzak at. Mindezek alapjan a humén tumo-
rok altal kivaltott és vizsgalati modszertinkkel kimutatha-
t6 bioenergetikai valtozasok a tumort hordozé xenograft-,
graftmodelleken a tumorprogresszié terminalis szakasza-
ban mintegy 30-50%-ban kialakul6 cachexia tanulméanyo-
zasara is igéretes modellek lehetnek (28, 29).

Osszegezve, vizsgdlataink alapjdn a bioenergetikai
szubsztratok, glitkoz és acetat oxiddciéjanak dsszehasonli-
tasa alkalmasnak bizonyulhat a tumorsejtek metabolikus
jellemzésén tul a gazdaszervezetben kivaltott anyagcsere-
valtozasok megfigyelésére is. Természetesen az altalunk
hasznalt modszereknek tovabbi vizsgalata és validalasa
sziikséges, pl. felhasznalva tobb lymphoma-, leukaemia-
sejtvonalat és xenograftmodelljeiket, esetleg tovabbi hu-
man leukaemia- és lymphomamintakat vagy kiilonbozé
altipust adherens tumorsejtvonalakat és szolid tumoro-
kat, pl. emlécarcinomakat. Eddigi vizsgalataink azonban
alatamasztjak, hogy tobb bioenergetikai szubsztrat oxida-
cidjanak Osszehasonlitdsa elsévonalbeli tajékoztatd jellegli
modszer lehet a tumorok és a gazdaszervezet metabolikus
profiljanak vizsgalataban.
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