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Osszefoglalas
Az NM23 (tumor szupressor, Non-Metastatic gene) homologjainak expresszio és funkcionalis vizsgalata munkank kdzponti eleme. A fehérjecsalad tagjainak legjobban ismert funkcioja a sejtmigraciora gyakorolt negativ hatasa, de
szamos egyéb regulacids szerepe is lehet (endoszomaképzés, apoptotikus bekebelezés, vezikula-transzport, cellularis energia, citoszkeletalis atrendez6dések). Az MDA-MB-231 human eml&carcinoma sejtvonalban korabban
igazoltuk a H1/H2 és NDK-1 hasonld, a migracidos képességet negativan szabdlyozd funkcidit. Ezekben a genetikailag modositott sejtekben a tulexpresszaltatott NM23 homoldgokkal 6sszefliggésben a potencidlis adhézids,
metasztatikus és anyagcserevaltozasokat kivanjuk vizsgalni in vitro és in vivo. Célunk a H1/H2 homolégok daganatos kornyezetet is érinté hatasainak feltérképezése, kiilonos tekintettel a daganatsejtek extracellularis, a
mikrokornyezetet érinté hatasaira, terapias érzékenységgel kapcsolatos metabolikus valtozasaira és a hattérben zajl6 metabolikus szabalyzék (TORC1, C2) fehérjeszint( aktivitas vizsgalatara. Tisztazni kivanjuk, hogy a
szérumban megjelené NM23 valdban a daganatsejtekbdl szarmazik-e, milyen mechanizmussal keriil a sejtekbél az extracellularis térbe (exocitozis, exosomalis, nekrotikus tormelék, apoptotikus testek) és mi a szerepe.

A szérumbol, tenyészetekbdSl az NM23 H1/H2 vizsgalatat Ujonnan fejlesztett ELISA-val kiilonb6z6 sejtmintakbdl, sejtek feltiluszéjabdl, illetve az el6bbibdl frakcionalt exosoma prepardtumokbdl is tervezziik.

In vitro kezelésekkel (exosomaképzés farmakologiai gatlasa vagy Rab27 silencing, Dynasore-exocitozis gatlasa, medroxiprogeszteron-NM23 expresszid fokozasa, NM23 tartalmu feltluszé preparatumok) vizsgalnank: a sejtekbdl
uruald NM23 mennyiségeét, lokalizacios valtozasat, felderitve a kijutas modjat, bioenergetikai hatterét, a sejtek metabolikus profiljanak és mTOR aktivitasanak valtozasat. Az extracellularis NM23 homoldgok mas sejteket érint6
hatdsakor relokalizacids vizsgdlatainkat a fuzids-MYC/FLAG TAG fehérjék segitenék ko-kulturakban (monocyta/makrofag sejtvonalban, monocyta-leukémia sejtvonalakban, fibroblasztokban) és in vivo xenograft modellben.
Parhuzamosan paraffinos, esetleg fagyasztott primer és attéti human eml6tumor mintaparokban, emlédaganatos betegek szérumdaban (Uj gyUjtés) vizsgdlndnk az NM23 H1/H2 expresszidjat, elemeznénk a szérum és szoveti
NM23 expresszio és a klinikai adatok osszefliggéseit.
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NM23 H1-H2 izoformainak funkcionalis vizsgalata

- Lokalizacidja (EC-IC-exosoma?)

- Extracellularis térbe jutasanak vizsgalata

- Metasztatikus képességre gyakorolt hatas

- Metabolikus hatas (glikolizis/TCA; PKM1/2;
Akt/mTOR aktivitas

Modell:

MDA-MB231 (ER-, PR-, HER2-; Tripla negativ) eml& carcinoma
Nm23 H1, H2, NDK1 izoforma transzfektansok
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exoszomak (exo) méreteloszlasa és elektron mikroszkdpos képe. Osteikoetxea

X et al. PLoS One. 2015 Mar 23;10(3):e0121184.

Jeloletlen és 13C glukdz vagy 13C acetat jeldlést koveté metabolit koncentracié meghatarozasa (LC-MS)

segitségével a sejtek anyagcseréjének jellemzése
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Nagyon intenziv g*ikolitikus fenotipus, citrat kor alacsony kapacitasa jellemzé

H1/H2 ELISA mérések, Embertani Tanszék
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in vivo xenograft modellek (A,B,C) MDA-MB231 H1, H2 és NDK-1 transzfektalt (D) MDA-MB231 H1, H2 és NDK-1 transzfektalt

sejtvonalakban az overexpresszalt fehérjék sejtvonalak migracids képessége a kontrollhoz
kimutatasa képest csokken (Boyden kamraban migralt sejtek
(A) Loading kontroll; szama)

(B) FLAG::NM23 H1 és FLAG::NDK1 kimutatdsa; K1, K2 kontrol vektor transzfektalt

(C) MYC::NM23 H2 kimutatasa (Western blot) HA1, HA2: NM23 H1, HB1, HB2 NM23 H2,
Fancsalszky L. ,...Takacs-Vellai K. PLoS One 2014. CE1, CE2 NDK1 transzfektansok
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Metabolit koncentracié meghatdrozas elényei (jelolt vagy jeloletlen szubsztratok jelenlétében)

HT-1080 tumorsejtvonal

. ) ) ng/millio sejt 2-HG (148) |
exosomainak méreteloszldsa Sejtvonalak laktat (M=90) |[szukcinat (118) malat (134) onkometabolitcitrat (192)
. , Ve s 7 HT-1080 72h Co jeldletlen 2793 110 196 2243 700
rapamyCIn kezeles eIOtt €s Utan HT-1080 72h + Rapamycin jeldletlen 1472 97 446 766 380
ZR-75.1 jeloletlen 3682 78 119 0 323
MDA-MB-231 jeloletlen 4235 13 77 10 110
BT474 1649 137 70 0 167
| I I |
HT-1080 sejtekbdél szdrmazo mikrovezikuldk ng/millié sejt
DE: laktat (M=90) |szukcinat(118) malat (134) 2-hg(148) citrat (192)
B ca HT-1080 mikrovezikula jeldletlen 176 7 2 3 4
HT-1080 apoptotikus test jeldletlen 251 8 2 3 4

Els6sorban daganatsejtek esetében informativ és levonhato kévetkeztetések

Jeloletlen laktat, malat mennyiség

laktat>> és laktat/malat>> - erds glikolitikus fenotipus >> citrat kori aktivitas

laktat> és laktat/malat< - glikolitikus fenotipus mellett jelent8s citrat kori aktivitas

13C glukdz vagy acetat jeldlést kovetd metabolit koncentracid meghatarozasa
13C glukdz jelolt/jeldletlen laktat mennyisége = glikolizis aktivitasara utal

Citratba vagy malatba beépiils szénatomok nagyobb szama — citratkor nagyobb kapacitasat mutatja
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1. Metabolitok intracelluldris koncentracioi jellemzik a sejtek anyagcsere viszonyait

2. A metabolit koncentrdcié viszonyok meghatdrozasa, adott sejtek jellemzését segiti,
osszeflggést mutathat a tumorsejtek metasztatikus viselkedésével, allapotvaltozasaval is

3. Adott kezelések gyorsan megvaltoztathatjak ezeket a koncentracié viszonyokat, amik
tukrozik az anyagcsere valtozasat, de akar a sejtek adott kezeléssel szembeni
érzékenységét is

4. A sejtek exosomdiban ezek a metabolit koncentracidé viszonyok ugyanugy kimutathatdak
és feltételezéslink szerint a kezelésekre adott valaszoknak megfelel6en véltoznak vagy
rezisztencia esetén valtozatlanok

5. Onkometabolitok kimutathatdsaga

A modell sejtvonal, az MDA-MB231 metabolikus karakterisztikaja: extrém emelkedett glikolitikus aktivitas

F-NM23H1?

M-NM23H2?

hatdsdnak vizsgdlata

Western blot és ELISA a sejtbdl, feltiliszobdl, exosoma frakciobal

Sejtek metabolikus profil jellemzése, metabolikus gatlok hatasa az
endogén vagy taggelt NM23 expressziora

Exosoma képzés farmakologiai gatlasanak vagy Rab27 silencing

Bioldgia/daganatbioldgiai tulajdonsagok valtozasanak vizsgalata
(xenograft és metasztazis képzés, proliferacids és survival kapacitas
vizsgalata, kokulturakban —fibroblaszt,makrofag — az extracellularis

NM23 izoformak hatasainak vizsgalatain vitro)
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és csokkent, minimalis citrat kor kapacitas
2-hydroxi-glutarat (2-HG) onkometabolitot termeléssel

F-NDK1?
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Az extracellularis NM23 hasznalhatd-e a tumorprogresszio folyamatat mutatd biomarkerként vagy terapias targetként
Az exosomak, és képzdédésiuk mechanizmusa, a tumorspecifikus exosomak tartalmanak vizsgalata segitheti-e a
daganatok diagndzisat, illetve a terapia alatti monitorozasat




