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Abstract: 

Neuronal differentiation factors are a class of bHLH transcription factors recently shown to be 

differentially expressed in various cancers. However, their functions in glioblastoma (GBM) 

remain little studied so far. Previous studies from our group showed significant downregulation 

of neuronal differentiation factors, NeuroD2 and NeuroD6, in the TCGA-GBM patient cohort 

and further demonstrated the tumor-suppressive role of NeuroD2 in GBM under hypoxic 

conditions. However, the regulation or relevance of NeuroD6 downregulation remained 

unstudied so far. Here, we show that NeuroD6 is significantly downregulated in Indian GBM 

patients and GBM cell lines compared to the control brain. NeuroD6 and NeuroD2 both were 

found to be primarily enriched in the nuclear fraction as compared to the cytoplasmic fraction. 

Notably, analyses of the GBM patient dataset (TCGA, Firehose Legacy) using c-Bioportal, 

showed a truncating mutation in only one out of 619 patients, suggesting that NeuroD6 

downregulation is not at the genomic level and may be regulated at the epigenetic, 

transcriptional or post-transcriptional levels. NeuroD6 was also transcriptionally induced by 

p53 and regulated at the post-transcriptional level by an oncogenic microRNA cluster, miR-

421/374b. Our preliminary studies show that NeuroD6 may be regulated by DNA methylation. 

We further show that NeuroD6 functions as a tumor suppressor in GBM by inhibiting cell 

proliferation, migration, and tumor formation ability and promoting cell cycle arrest at the G0G1 

phase in GBM cell lines T98G and A172. We also show that cells overexpressing NeuroD6 

display increased apoptosis. Further studies revealed that both NeuroD2 and NeuroD6 regulate 

GBM cell metabolism by lowering glucose transport and lactate generation, indicating a 

reduction in glycolysis. Interestingly, overexpression of NeuroD6 and NeuroD2 was shown to 

lower the levels of oncogenic ID family molecules -ID1, ID2, and ID3 and has a negative 

feedback loop with ID2. In glucose-depleted conditions, both NeuroD2 and NeuroD6 were 

shown to accelerate GBM cell death, and when combined with siID2, the inhibition of 

proliferation was considerably increased. NeuroD2 and NeuroD6 transcript levels were found 

to be positively correlated in GBM tumors. Co-overexpression of NeuroD6 and NeuroD2 was 

shown to have a much stronger tumor-suppressive effect on cell proliferation, migration, and 

spheroid formation ability in GBM. Overall, our work reveals that NeuroD6 and NeuroD2, 

individually and in combination, may function as diagnostic biomarkers for GBM, and their 

overexpression may be an attractive option for GBM treatment. 
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सार:  

नू्यरोनल विभेदन कारक बीएचएलएच प्रविलेखन कारकोों का एक िर्ग है विसे हाल ही में विवभन्न कैं सर 

मेअलर्-अलर् रूप से व्यक्त वकया र्या है। हालााँवक, ग्लियोब्लास्टोमा (िीबीएम) में उनके कायों का अब 

िक बहुि कम अध्ययन वकया र्या है। हमारे समूह के वपछले अध्ययनोों ने टीसीिीए-िीबीएम रोर्ी समूह 

में नू्यरोनल विभेदन कारकोों, नू्यरोडी2 और नू्यरोडी6 में महत्वपूर्ग वर्रािट देखी है और हाइपोग्लिक 

ग्लथिवियोों के िहि िीबीएम में नू्यरोडी2 की टू्यमर-दमनकारी भूवमका का प्रदर्गन वकया है। हालााँवक, 

नू्यरोडी6 डाउनरेरु्लेर्न के विवनयमन या प्रासोंवर्किा का अब िक अध्ययन नही ों वकया र्या है। यहाों, हम 

वदखािे हैं वक वनयोंत्रर् मग्लिष्क की िुलना में भारिीय िीबीएम रोवर्योों और िीबीएम सेल लाइनोों में 

नू्यरोडी6 को काफी कम विवनयवमि वकया र्या है। नू्यरोडी6 और नू्यरोडी2 दोनोों को साइटोप्लाग्लिक 

अोंर् की िुलना में मुख्य रूप से परमारु् अोंर् में समृद्ध पाया र्या। सी-बायोपोटगल का उपयोर् करके 

विशे्लषर् वकए र्ए पाोंच चार डेटासेट में से, केिल एक डेटासेट, ग्लियोब्लास्टोमा मल्टीफॉमग (टीसीिीए, 

फायरहोि वलरे्सी) डेटासेट ने केिल एक रोर्ी (0.17%) में एक टर ोंवकों र् उत्पररििगन वदखाया, िो सुझाि 

देिा है वक नू्यरोडी 6 डाउनरेरु्लेर्न िीनोवमक िर पर नही ों है और एवपिेनेवटक, टर ाोंसविप्र्नल या 

पोस्ट-टर ाोंसविप्र्नल िरोों पर विवनयवमि वकया िा सकिा है। नू्यरोडी6 को भी पी53 द्वारा टर ाोंसविप्र्नल 

रूप से पे्रररि वकया र्या िा और पोस्ट-टर ाोंसविप्र्नल िर पर एक ऑन्कोिेवनक माइिोआरएनए 

क्लस्टर, एमआईआर-421/374बी द्वारा विवनयवमि वकया र्या िा। हमारे प्रारों वभक अध्ययन से पिा चलिा 

है वक नू्यरोडी6 को डीएनए वमिाइलेर्न द्वारा वनयोंवत्रि वकया िा सकिा है। हम आरे् वदखािे हैं वक 

नू्यरोडी6 िीबीएम में टू्यमर दमनकिाग के रूप में कायग करिा है, िो कोवर्का प्रसार, प्रिासन और टू्यमर 

वनमागर् क्षमिा को रोकिा है और िीबीएम सेल लाइनोों टी98िी और ए172 में िी0िी1 चरर् में कोवर्का 

चि वर्रफ्तारी को बढािा देिा है। हम यह भी वदखािे हैं वक नू्यरोडी6 को अविक व्यक्त करने िाली 

कोवर्काएों  एपोप्टोवसस को बढािी हैं। आरे् के अध्ययनोों से पिा चला वक नू्यरोडी2 और नू्यरोडी6 दोनोों 

िूकोि पररिहन और लैके्टट उत्पादन को कम करके िीबीएम सेल चयापचय को वनयोंवत्रि करिे हैं, िो 

िाइकोलाइवसस में कमी का सोंकेि देिा है। वदलचस्प बाि यह है वक नू्यरोडी6 और नू्यरोडी2 की अविक 

अवभव्यग्लक्त से ऑन्कोिेवनक आईडी पररिार अरु्ओों -आईडी1, आईडी2 और आईडी3 के िर में कमी 

देखी र्ई है और आईडी2 के साि एक नकारात्मक फीडबैक लूप है। िूकोि-क्षीर् ग्लथिवियोों में, नू्यरोडी2 

और नू्यरोडी6 दोनोों को िीबीएम कोवर्का मृतु्य में िेिी लाने के वलए वदखाया र्या िा, और िब 

एसआईडी2 के साि िोडा र्या, िो प्रसार का अिरोि काफी बढ र्या िा। िीबीएम टू्यमर में नू्यरोडी2 

और नू्यरोडी6 टर ाोंग्लिप्ट िर सकारात्मक रूप से सहसोंबद्ध पाए र्ए। नू्यरोडी6 और नू्यरोडी2 के सह-
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ओिरएके्प्रर्न को िीबीएम में कोवर्का प्रसार, प्रिासन और र्ोलाकार र्ठन क्षमिा पर अविक मिबूि 

टू्यमर-दमनकारी प्रभाि वदखाया र्या है। कुल वमलाकर, हमारे काम से पिा चलिा है वक नू्यरोडी6 और 

नू्यरोडी2 व्यग्लक्तर्ि रूप से और सोंयोिन में िीबीएम के वलए डायग्नोग्लस्टक बायोमाकग र के रूप में कायग 

कर सकिे हैं, और उनकी ओिरएिपे्रर्न िीबीएम उपचार के वलए एक आकषगक विकल्प हो सकिी 

है। 
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