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Osszefoglalé

A lipidszintézis egy erdsen szabdlyozott és Osszetett folyamat, mely alapvetden fontos a
kiilonbozo sejtfunkciok normal mikodéséhez. Ugyanakkor a megfeleld lipid ellatottsag szamos
rosszindulati daganat progresszidjahoz is nélkiilozhetetlen. Ennek ellenére a lipidszintézis
egyes lépéseinek szerepe a tumorok novekedésében még mindig kevéssé tisztazott. Kutatasunk
soran egy Drosophila tumormodellt hasznalva egy kisléptékii genetikai sziirést végeztiink el,
mely soran a lipidszintézis egyes komponenseit a tumorokban RNS-interferenciaval
csendesitettiik és azt talaltuk, hogy szamos, a neutralis lipidek szintézisében résztvevd enzim
hianya gatolja a tumorok novekedését. A lipidszintézis folyamatdnak legkorabbi 1épésében
résztvevé enzim, az acetil-koenzim-A-karboxilaz (ACC) szerepét vizsgalva azt is
megallapitottuk, hogy ezen enzim hidnydban a kés6i stddiumi daganat ndvekedése
nagymértékben gatolt, ugyanakkor a tumor korai fejlddését nem befolyésolta. Ez dsszefiigghet
azon megfigyelésiinkkel, hogy zsirsav szintézis hidnyaban a TOR (Target of rapamycin)
novekedési jelatviteli utvonal aktivitdsa csokkent. Végiil azt is megfigyeltiik, hogy a neutralis
lipideket szintetizalé Utvonal enzimei mellett az egyik f6 membranlipid, a foszfatidil-
etanolamin keletkezésének egy alternativ, mitokondrium-specifikus utvonalanak is kiemelkedd
szerepe van a rosszindulati tumorok ndvekedésében. Osszességében kutatdsunk segit
megérteni, hogy a lipidszintézis folyamatanak mely 1épései meghatarozdak a tumor ndvekedése

soran.



1. Bevezetés

1.1 A rak és a lipidszintézis kapcsolata

A rosszindulati daganatos elvaltozadsok mara civilizacios betegségekké valtak, ezzel igen
stilyos terhet rova az egészségiigyre. Eppen ezért, a tumorok 1étrejdttének és novekedési

mechanizmusanak vizsgélata az ¢lettudomanyok rendkiviil fontos kutatési teriilete.

Szamos tanulmény kimutatta, hogy a daganatos megbetegedések nagymértékben fliggenek a
hozzaférhet6 lipidek mennyiségétdl, illetve az ezeket eldallitdé anyagcsere folyamatoktol, mint
a zsirsavszintézis vagy a lipolizis'?, igy e folyamatok a tumorbioldgia kiemelt kutatési
teriiletének szamitanak. Az azonban maig nem tisztazott, hogy a zsirsavak szintézise, majd az
ezeket felhasznald lipidszintézis Gtvonalaknak pontosan mely 1épései sziikségesek a tumorok
novekedéséhez. Ezek megismerésével megtalalhatjuk a rakos sejtek anyagcseréjének olyan
érzékeny pontjait, melyek a késdbbiekben tumor ellenes terapids modszerek célpontjai
lehetnek®. Léteznek is mér olyan igéretes zsirsav-szintaz gatld hatdanyagok, melyek

potencialisan terépids alkalmazhatdsagat jelenleg is tesztelik®.

A sejtek lipid anyagcseréjének szabalyozasaban Szamos, evoliciosan konzervalt jelatviteli
utvonal vesz részt. Ezen Gtvonalak az anyagcsere termékek szintjén keresztiil kozvetve, illetve
akar kozvetlen jeltovabbitas Utjan is befolyasolhatjak mind az egészséges, mind pedig a rakos
sejtek életképességét és osztodasat. Ezek koziil kiemelt szereppel bir az Inzulin/TOR jelatvitel,
mely elsOsorban a sejtek novekedéséért €s a benniik zajlo bioszintetikus folyamatok
serkentéséért felelos, aktivitasa pedig nagyban fiigg a rendelkezésre allo tapanyagok
(aminosavak, cukrok, lipidek) szintjétdl°. Ugyanakkor a TOR jelatvitel koros tlmiikodését
szamos raktipusban is leirtdk®’. Az azonban még mindig nem tisztdzott, hogy ebben milyen
mértékben meghataroz6 a lipid anyagcserében betoltott szerepe, illetve a hozzaférheté lipidek
mennyisége. A lipid anyagcsere folyamatanak és a kiilonboz6 jelatviteli utvonalakkal vald
kolesonhatdsanak megismerése tehat a tumorbiologia egy potencialisan nagy jelentdséggel bird
teriilete. Az igy feltart molekularis folyamatok feltarasaval és ezéltal a jelatviteli és
bioszintetikus Utvonalak manipuldlasaval kozelebb keriilhetiink nem csak ahhoz, hogy a

meglévo a daganatos betegségeket kezeljiik, de akar a kialakulasukat is megel6zhetjiik.



1.2 A lipidszintézis folyamata

A lipidszintézis egy szdmos komponenst és enzimatikus reakcidk sorozatat magéaba foglalo
folyamat (1. abra). A lipidszintézis alapanyaga, az acetil-koenzim-A (acetil-CoA) tobb 1épésen
Keresztiil elészor zsirsavakkd majd neutralis lipidekké — példaul di- és trigliceriddé
(diacilglicerin/DAG és triacilglicerin/TAG) —, vagy membranlipidekké alakul. Az Gjonnan
szintetizalt neutralis lipidek tobbnyire intracelluléris lipidcseppekbe épiilnek be, valamint a
neutralis lipidszintézis koztes termékei, mint a foszfatidsav (PA) és a DAG szintén fontos
prekurzorokként szolgalnak a kiilonb6z6 glicerofoszfolipid tipusi membranlipidek

szintéziséhez, illetve szamos jelatviteli Gtvonal kézvetlen résztvevdi is lehetnek.
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1. abra: A lipidszintézis egyes 1épéseit és a folyamatban résztvevd enzimeket
Osszefoglald abra. A lilaval szinezett komponenseket vizsgaltuk a
késobbiekben bemutatott genetikai sziirés soran. A Roviditésjegyzékben
megtalalhatd az abran szerepld komponensek feloldasa.

BioRenderen szerkesztett, sajat abra.

A lipidszintézisben résztvevd gének kifejezddését szabalyozo transzkripcids faktor a SREBP
(Sterol Regulatory Element Binding Protein). A sejtek alacsony lipidszintje esetén a SREBP
aktivalddik és a sejtmagba transzlokaldodva eldsegiti a lipidszintézis génjeinek kifejezodését.
Az ACC (Acetyl-Coenzyme A-carboxylase) enzim katalizalja az acetil-KoA atalakulasat
malenyl-KoA-va, melyb6l a FASN (Fatty Acid Synthase) zsirsav-szintaz segitségével



fokozatosan hossza lancu telitett zsirsavak keletkeznek. Az ACSL (Acyl-CoA-Synthetase)
modon aktivalt zsirsavakat a GPAT (Glycerolphosphate-acyltransferase) egy glicerin-3-foszfat
molekuldhoz kapcsolja és igy lizofoszfatidsavat hoz 1étre (LPA).
Az AGPAT (l-acilglicerin-3-foszfat-O-aciltranszferaz) a LPA atalakulasat katalizalja
foszfatidsavvd (PA) egy tovabbi zsirsavlanc hozzdadésaval. A lipin enzimek (LPIN) a
foszfatidsavat alakitjak at DAG-¢, mig a DGK (Diacylglycerol Kinase) a DAG foszforilalasaval
visszaalakitja foszfatidsavva. A DGAT (diacilglicerin-O-aciltranszferaz) enzimek a DAG
triacilgliceriddé (TAG) alakulasidban vesznek részt, egyben 0k a neutralis lipidek szintézisének

utols6 komponensei.

A legjelentésebb membranlipidek, a foszfatidiletanolamin (PE) és a foszfatidilkolin (PC)
keletkezésének o utvonalanak kezdeti 1épésében a Pcytl (foszfat-citidil-transzferaz 1) és a
Pcyt2 enzimek vesznek részt. A Pcytl katalizalja a CDP-kolin szintézisét, a Pcyt2 pedig a CDP-
etanolamin szintéziséért felelés. A PE emellett egy alternativ, a mitokondriumok
membranjahoz kothetd folyamat soran is létrejohet, amely soran a PISD (foszfatidil-szerin-
dekarboxildz) a foszfatidil-szerint (PS) alakitja 4 PE-nd. A tovabbi membranlipidek, a
foszfatidilinozitol illetve a foszfatidilglicerin szintéziséhez vezetd utvonal elsd 1épésénél pedig

a CDS (CDP-Diacylglycerol Synthase) enzim szerepel.
1.3 A rak vizsgalata Drosophilaban

A Drosophila melanogaster kivalé modellrendszere mind a lipid anyagcsere mind pedig a
human betegségek vizsgalatanak. A fajt a rovid, koriilbeliil 10 napos életciklus, nagyfoku
termékenység, egyszerii kromoszomalis felépités €és konnyen biztosithatd fenntarthatosag
jellemzi. Az emberi szervezet miikodésével meglepden nagyfoku hasonlésdgot mutat, 289
humén betegséghez kotheté emberi génbdl 197-nek van muslicaban is ortologja®.
Az altalunk hasznalt Drosophila modell egy altalanosan elfogadott és egyre népszeriibb eszkoz
a rosszindulatt tumoros elvaltozasok €s a kiillonb6zd jelatviteli itvonalak kozotti sszefiiggések
feltarasara®. A humén daganatos megbetegedések kozel 90%-a ham eredetii. A rak kialakulasa
soran jellemzé a sejtpolaritas elvesztése, mely a sejtek fokozott mobilitasahoz vezet!?. Az
ecetmuslica larvék fejlddé szeme kivaloan alkalmas az epithelidlis tumor modellezésére,
valamint a kooperativ tumorképzddés vizsgalatara, koszonhetben a MARCM rendszernek,
mely lehetévé teszi a tumorszupresszor gének és onkogén muticiok egyidejii indukciojat!t!2,

Emellett az ecetmuslicdban hasonldé anyagcsere elvaltozasok jelennek meg, mint a human



metabolikus zavaroknal, igy az ilyen betegségmodell hasznalata eldsegiti a betegségek
hétterében 4llo6 patomechanizmusok megértését, valamint lehetdvé teszik a teljes genomra
kiterjed6 megkdzelitéseket is, mivel a zsir és membranlipid anyagcsere és a zsirraktarozasi

zavarokban szerepet jatszo génjeiket napjainkra mar szinte teljesen feltérképezték™®.



2. Célkituzések

Kutatasunk legfobb célja az volt, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a lipidszintézis ¢€s a
rosszindulati tumorfejlodés kozotti Osszefliggésekbe. Vizsgalddasunk {6 célkitlizései igy az

alabbiak voltak:

1. Genetikai sziirés keretén beliill megvizsgalni a lipidszintézis kiilonbozé 1épéseinek
hatasat a tumorok novekedésére.

2. Megallapitani, hogy lipidszintézis hianya milyen lehetséges sejtbiologiai jelenségeken
¢s jelatviteli utvonalakon keresztiil hat a tumornovekedésre.

3. Megérteni, hogy a lipidanyagcsere tumorndvekedést is érintd 1épései hatassal vannak-

e a mitokondriumok mukodésére.



3. Anyagok és modszerek:

3.1 Drosophila genetika és genetikailag indukalt tumorigenezis

A Kkisérletek soran hasznalt ecetmuslicakat tivegcsovekben, agar-kukoricaliszt-éleszté tapon
tartottam fenn. Az adott vizsgalatokhoz sziikséges keresztezéseket tartalmazd csoveket

termosztatban allando homérsékleten (25°C-on) tartottam.
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2. abra: A kutatés soran alkalmazott, genetikailag indukalt tumormodell
létrehozasahoz hasznalt rendszereket bemutatd sematikus abra. Fontos megjegyezni,
hogy az abran csak a rekombinans sejteket eredményez6 eseménysor lathato. Az
ugyanilyen gyakorisaggal bekovetkez6, de heterozigdta, nem tumoros sejteket
l1étrehozd eseménysor az abran, a jobb atlathatosag miatt, nem szerepel. Takats

Szabolcs abraja.

A rosszindulata tumorok 1étrehozasdhoz MARCM (Mosaic Analysis with Repressible Cell
Marker) stratégiat alkalmaztunk (2. 4bra)!*%°, Ennek soran egy ey-Flp; Act-FRT-CD2-FRT-
Gal4, UAS-GFP; FRT82B tub-Gal80 genotipusi (MARCM) térzset hasznaltunk, amelyet az
alabbiakban ismertetésre keriild effektor torzsekkel kereszteztiink. Az igy 1étrejovd larvak
fejlodd szemében a tumorfejlodést szomatikus rekombinacidval indukaltuk az FLP/FRT
helyspecifikus rekombinaz ¢s Gal4/UAS/Gal80 iranyitott expresszids rendszer segitségével. A
modszer eredményeként Gal4-et expresszald GFP pozitiv sejtklonok jonnek l1étre, amelyek vad
tipustl szem epitéliumma, illetve jo- vagy rosszindulata daganatta fejlddnek. A tumor tipusa az
effektor torzsek genotipusatol fiigg. A vad tipust epitélium létrehozédsa soran egy FRT82B-
helyet hordozo (FRT kontrol/FRT ctrl) de egyébként vad tipust allatokat kereszteztiink a
MARCM torzzsel. Joindulati tumor 1étrehozasahoz, UAS-Ras[V12]; FRT82B genotipusu (Ras
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kontroll/RC tumor) effektor torzs, rosszindulati esetén pedig UAS-Ras[V12]; FRT82B
Scrib[d1] genotipust (Ras Scrib/RS tumor) effektor torzs egyedeit kereszteztiink a MARCM-
hez. Igy a 1étrejovd rosszindulatd tumorok nem csak a Ras[V12]-t termelik tal, hanem
homozigéta mutansok lesznek a Scribble sejtpolaritds gén funkcidvesztéses alléljére (ez
kisérlettél fiiggben a Scrib[d1] vagy Scrib[d2] allél volt). Emellett rekombinacidval
létrehoztunk egy UAS-Acc RNAI, UAS-Ras[V12]; FRT82B Scrib[d1] és egy UAS-PISD
RNAI, Ras[V12]; FRT82B Scrib[d1] torzset is, amit a MARCM rendszerhez keresztezve
lipidszintézis hianyos tumorokat (RS ACC és RS PISD tumor) hozhattunk Iétre. A kutatas soran
az alabbi szelekciot segitd dominans markereket és balancer kromoszomakat hasznaltunk: Sp;

Cyo; Cyo, dfdYFP; TM6c¢. A felhasznalt térzsek genotipusat az 1.tablazat tartalmazza.

Alaptorzsek

Genotipus Szévegben hasznalt rovidités
ey-FLP; Act-FRT-CD2-FRT-Gal4, UAS-GFP; FRT82B tub-

Gal80 MARCM t6rzs

+/+; +/+; FRT82B kontroll FRT kontroll effektor torzs
+/+; UAS-Ras[V12]; FRT82B kontroll RC eftektor torzs

+/+; UAS-Ras[V12]; FRT82B Scrib[d1] RS effektor torzs
;;é;%s-RaS[vm]’ Acc RNAI[KK102082]; FRT82B RS ACC effektor trzs
+/+; UAS-Ras[V12], PISD RNAI; FRT82B Scrib[d1] RS PISD effektor torzs
+/+; Sp/Cyo, dfdYFP; UAS-Ras[V12], FRT82B Scrib[d2] torzs a genetikai szliréshez
RNS interferencia torzsek

Genotipus Torzsszam/szarmazasi hely
+/+; UAS-Acc RNAI[KK102082]; +/+ 108631/ VDRC

+/+; UAS-Agpat3 RNAI; +/+ 4729R-1/ NIG-Fly

+/+; UAS-DGKepsilon RNAI; +/+ 8657R-1/ NIG-Fly

+/+; UAS-Pcytl RNAI; +/+ 1049R-1/ NIG-Fly

+/+; UAS-Pcyt2 RNAI; +/+ 18330R-2 / NIG-Fly

+/+; UAS-PISD RNAI; +/+ 5991R-2 / NIG-Fly

+/+; UAS-SREBP[dN]; +/+ 8239 / BDSC

y1 v1; UAS-Lpin RNAI[HMJ30181])/Cyo; +/+ 63614 / BDSC

y1v1; UAS-Acsl RNAI[HMS02307]; +/+ 41885/ BDSC

y1vl; UAS-mdy RNAI[HMC06242]/Cyo; +/+ 65963 / BDSC

y1 v1; UAS-CDS RNAI[HMJ22055]; +/+ 58118 / BDSC

1.tablazat: A kisérletek soran felhasznalt Drosophila genotipusok.
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3.2 Lipidfestés

A tumoros sejtek megvaltozott lipid anyagcseréjének vizualizalasahoz LipidTox (#H34477,
Thermo) festést végeztem, kontrol imago korongokon €s jo, valamint rosszindulati tumorokon,
amelyeket a MARCM torzs és a FRT82B, az UAS-Ras[V12]; FRT82B és UAS-Ras[V12];
FRT82B Scrib[dl] effektor torzsek Osszekeresztezésével hoztam Ilétre. Mindharom
genotipusbdl 7-8 darab 6 napos larva szem diszkuszat boncoltam ki PBS oldatban, majd 4%-0s
formalin-PBS-ben fixaltam 30 percig. A fixaldszer eltavolitasahoz a mintakat 2x Oblitettem,
majd 1x15 percig mostam PBS pufferben. Az imagd korongok megfestéséhez a mintakat
genotipusonként 100-100 pl 1:500 aranyban LipidTox-ot tartalmazé PBS oldatban inkubaltam
4°C-on egy ¢éjszakan at. Masnap a festékoldat eltavolitdsahoz ismét 2x oblitettem majd 1x15
percig mostam a mintakat PBS-ben. Végiil tiszta glicerinben fedtem le a diszkuszokat, és
ApoTome2 konfokalis feltéttel ellatott Zeiss Axiolmager.M2 fluoreszcens mikroszkoppal

vizsgaltam Oket.
3.3 Genetikai sziirés

A genetikai sziiréshez RNS-interferencia-térzseket rendeltiink harom térzsk6zpontbol (Vienna
Drosophila Resource Center/VDRC; Bloomington Drosophila Stock Center/BDSC; National
Institute of Genetics/NIG-Fly). Ezen a torzsek olyan UAS promoterrel meghajthato
transzgéneket hordoztak, amelyek az adott célgént gatldo duplaszala RNS-t kodoltak. Ez alol
egyediil az SREBP volt kivétel, amelyet a gén domindns negativ formdjat taltermeld transzgén
(UAS-SREBP[dN]) segitségével gatoltunk. Az RNSi torzsekbdl szedett him allatokat ezutan
egy Sp/CyO, dfdYFP; UAS-Ras[V12], FRT82 Scrib[d2]/TM6c torzzsel kereszteztem. A
keresztezésbol kikelt allatok koziil kivalogattam az RNSi/CyO, dfdYFP; UAS-Ras[V12],
FRT82B Scrib[d2]/+ genotipust himeket és MARCM sziizekkel kereszteztem, majd az ebbdl
a keresztezésbodl kikelt larvakban vizsgaltam a tumorokat. A boncolas eldtt fluoreszcens
sztereomikroszkopban ellendriztem, hogy a larvakban ndvekszenek a tumorok és mentesek-€ a

CyO-dfdYFP balanszer kromoszoématol.

Az adott RNSi genotipusokbol mindig 7-8 darab, 8 napos larvabol boncoltam ki a fejlédo
szemet PBS-ben, melyeket aztan 4%-0s formalin-PBS (FA-PBS) oldatban fixaltam 30 percen
keresztiil. A 2x oOblités, 1x15 perces mosast szintén PBS-sel végeztem a fixaloszer
eltavolitasahoz, majd glicerinben fedtem le a mintakat. A tumorokat fluoreszcens
mikroszkoppal 10x-es nagyitdson optikai szeletelést (Z-stack funkcid, 3 mikronos

szeletvastagsag) végezve teljes terjedelmiikben lefotoztam.
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3.4 Immuncitokémia

Az immuncitokémiai festés elsd napjan PBS-ben kiboncoltam az RC, RS és RS ACC
genotipusu, 6 napos larvakbol 7-8 db fejlodé szemet, majd a mintakat 20 percen keresztiil
fixaltam 4%-0s formalin-PBS oldatban. A fixalo eltavolitasahoz 3x5 percen keresztiil mostam
0.5%-o0s Triton X100-PBS oldatban (PBT), majd hozzaadtam az els6dleges ellenanyagokat (2.
tablazat), 5%-0s szarvasmarha szérumot tartalmazo PBT-ben (FBS PBT). Ezutan a mintak

4°C-on inkubdlodtak egy éjszakan at.

A masodik napon a mintakat 3x5 percig mostam PBT-ben, majd hozzaadtam az FBS PBT-ben
oldott masodlagos ellenanyagokat és 3 6ran at inkubaltam 6ket szobahémérsékleten, lefoliazva.
A masodlagos ellenanyagokat 2x5 perces PBT mosdassal tavolitottam el, majd 2x5 percen
keresztiil PBS pufferben kimostam a mintdkbo6l a maradék detergenst. A mintdkat 100%-0s
DAPI-glicerinben fedtem le, és valamennyi mintabol fluoreszcens mikroszképpal egy 7-7

szeletbdl allo képsorozatot készitettem (Z-stack), 0.35 um-os szeletvastagsaggal.
3.5 Exvivo

A kisérlethez 10 uM olajsavat (#03008, Merck) tartalmazé Shields és Sang-féle M3 rovar
médiumot (#S8398, Merck) készitettem. A befertézodés elkeriilése végett a kisérlethez steril
24 lyuku plate-t hasznaltam, valamint a larvakat és a csipeszek hegyét a boncolas el6tt 70%-0S
etanolban megmostam. A vizsgalathoz RS, illetve RS ACC tipust tumorokat boncoltam ki M3
médiumban, majd genotipusonként 10-15 tumort inkubaltam 1-1 ml normal, vagy olajsavat
tartalmazd M3 médiumban 24 6ran keresztiil 25°C-on, a fénytdl elzartan. Az id6 letelte utan
megvizsgaltam a tumorok méretét a mar ismertetett, térfogatméréshez hasznalt protokoll (1asd

3.3 és 3.8 alfejezet) alapjan.
3.6 TMRM festés

A mitokondriumokat jelol6 TMRM (tetrametil-rodamin-metil-észter) festés soran a Yoon és
munkatarsai altal*® alkalmazott protokollt kovetve, a TMRM festéket (#7668, Thermo) Shields
¢és Sang-féle M3 rovar médiumban ((#S8398, Merck) higitva 200 nM-os végkoncentracidban
hasznaltam. A festéshez 6 napos RS, RC, RS ACC és PISD RNAI-t kifejez6 RS tumorokat
(genotipusonkét 5-6-ot) boncoltam ki M3 médiumban, majd 20 percen keresztiil inkubaltam a
mintakat a festékoldatban. A festéket ezutan 3x10 perces PBS-es mosassal tavolitottam el, majd

a mintakat 40 percen keresztiil fixaltam 4% formalin-PBS oldatban. A fixalot 2x10 perces PBS
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mosassal tavolitottam e¢l, majd a mintakat glicerinben lefedve, azonnal megvizsgaltam
fluoreszcens mikroszkoppal. A képalkotas soran valamennyi mintdbdl egy 7-7 szeletbdl allo

képsorozatot (Z-stack funkcio, 0.35 pm-os szeletvastagsag) készitettem.
3.7 Western blot

A kisérletekhez 8 napos larvakbol gytjtottiink tumorokat jégen tartott lizis puffert (50 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, aés 5 mM EDTA) tartalmazé Eppendorf csdvekbe. A
lizis puffer protedz (PMSF 1:100, leupeptin 1:1000, aprotinin 1:1000) és foszfatdz (NaF 1:100,
NasVOs 1:100) inhibitort is tartalmazott. A méretkiilonbség miatt 30 ul lizispufferbe az RS
tumorokbdl 5 az RS ACC-kbdl pedig 10 db-ot gylijtottiink. Ezt kdvetden a mintdkat miianyag
kézi homogenizalo palca segitségével homogenizaltuk, majd Bradford reagenssel megmértiik a
fehérjetartalmukat. Végiil 6xLaemmlii tolt6 puffer hozzaadasat kovetden a mintdkat 5 percig

forraltuk, majd felhasznalasig -20°C-os fagyasztoban taroltuk.

A western blot kisérlet soran 12%-os poliakrilamid gélen mintanként 7,5-7,5 ug fehérjét
tartalmazd mennyiséget futtatunk meg, majd a lefutott gélbdl a fehérjéket Trans-Blot Turbo
(Bio-Rad) berendezés segitségével vittiik at PVDF membranra. A membrant ezt kévetéen 0,1%
Tween-20 detergenst tartalmazé TBS pufferben (TBST) mostuk 3x5 percet, majd egy oran at
blokkoltuk 0,5% kazeinben. Ezt kdvetden a membrant a megfeleld fehérjeméret-tartomany
szerint tobb darabra vagtuk, majd az egyes darabokat kiilonb6z6 elsédleges ellenanyagokat (2.
tablazat) tartalmazo 1:1 TBST-Kazein oldatban inkubaltuk egy éjszakat 4°C-on billegtetve.
Masnap a membranokrol 3x10 perc TBST-s moséassal tavolitottuk el az elsédleges
ellenanyagot, majd egy orat inkubaltuk Oket tormaperoxidaz (HRP) konjugalt méasodlagos
ellenanyagot tartalmaz6 Kazein-TBST-ben szobahdn. Ezt Gjabb 3x10 perces TBST-s mosas
kovette, majd a membrant Chemiluminescent HRP szubsztrat oldattal kezelve hivtuk eld
Chemidoc Imaging System (Bio-Rad) berendezés segitségével. A kisérleteket
denzitometralassal értékeltiik ki. Ennek soran az adott band-ek intezitdsat mértiik meg az

ImageJ szoftver Gels funkcidjanak hasznalataval.
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Immuncitokémia

Elsodleges ellenanyagok | Ellenanyag tipusa Higitas | Gyarto Azonositd szam
nyul anti-PH3 poliklonalis 1:500 Merck #06-570
nyul anti- monoklonalis 1:300 Abcam # ab109364
GABARAP+L1+L2
(Drosophila Atg8a-t
felismeri)
Masodlagos ellenanyagok
anti-nyul Alexa 568-konjugalt | 1:1000 | LifeTechnologies #A-11036
Western blot
Elsodleges ellenanyagok
egér anti-tubulin monoklonalis 1:1000 | Developmental #AA4.3
Studies
Hybridoma Bank
nyul anti-P-p44/42 MAPK poliklonalis 1:1000 ThermoFisher #4370S
(Drosophilaban is felismeri
a P-Erk-et)
egér anti-P-p70 S6-kinaz poliklonalis 1:1000 Cell Signaling #9206S
Technology
nyul anti- monoklonalis 1:5000 Abcam #ab109364
GABARAP+L1+L2
(Drosophila Atg8a-t
felismeri)
Masodlagos ellenanyagok
anti-nyul tormaperoxidaz- 1:2500 Dako #P0217
konjugalt
anti-egér tormaperoxidaz- 1:10000 Sigma #A9044
konjugalt

2. tablazat: Az immuncitokémiai festések és Western blot
eljarasok soran alkalmazott ellenanyagok.

3.8 Statisztika

Tumortérfogat meghatarozas

A genetikai szlrés eredményeit a Fiji Image] képfeldolgozd program segitségével

szamszerUsitettem. Ehhez el8szor az adott tumorrol optikai szeleteléssel késziilt képsorozatbol

levagtam a sz€ls0 szeleteket és csak azokat tartottam meg, amelyek egyiittesen lefedték az adott

tumor teljes térfogatat, majd az igy megvagott képsorozaton lefuttattam egy altalunk megirt

makrot. A makrd megirdsakor a maszk 1étrehozasanal a beépitett ,,Otsu” kiiszobérték szamitasi

modellt és az ,,auto treshold”-bedllitast alkalmaztuk, mely minden képszeletre egy maszkot hoz

létre, ami azokat a pontokat jeldli, ahol elég erds a szinintenzitas a tumoros teriileteket jel616

z6ld csatornan. A Fiji a maszkolt képeken lathatd tumoros teriileteket jel6l6 mezdkbdl 3D-s
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objektumokat készit, ¢és leméri azok térfogatat. Ezen objektumok térfogatat Gsszeadva
megkaptam, hogy mekkora a lemért tumor Ossztérfogata. Az Ossztérfogatok értékeibdl a
GraphPad Prism programban készitettem statisztikat, miutan Shapiro-Wilk teszttel
megallapitottam, hogy az adataim normal eloszlasuak. A statisztikai vizsgalatokat abrazolo
diagramokon a szignifikancia értékeket a kovetkezoképpen jeloltik: *: p<0,05; **: p<0,01;
***: p<0,001; ****: p<0,0001.

Osztodo sejtmagok szamszertsitése

Az immuncitokémiai festések eredményeit szintén a Fiji Image] képfeldolgoz6 program
segitségével értékeltem ki. Az RS és RS ACC genotipusu allatokrol késziilt képsorozatokon
lefuttattam egy masik, szintén altalunk megirt makrot, melynek segitségével 6sszehasonlitottam
a GFP-pozitiv, illetve GFP-negativ teriileteken az 0sztdodo sejtmagok szdmat. A GFP-pozitiv
terlileteken itt is az ,,Otsu”, mig a GFP-negativ teriileteken a szintén beépitett ,,L.i’” maszkolasi
modellt alkalmaztuk. A makr6 lefuttatisa utan megkaptam a mintdk osztdodd sejtmagjainak
szamat, melyeket a Phyton-program segitségével a sejtmagok atlagméretével korrigaltam, hogy
az O0sszeolvadt sejtmagokat kiilon tudjam szamolni, illetve a minta méretével is korrigaltam. Az
eredményeket tablazatos formdban Osszesitettem, illetve csoportositott oszlopdiagramon

abrazoltam (7. abra).
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 A lipid anyagcsere szerepe a tumorban

Sz4amos rosszindulatil tumor tipusrél ismert, hogy megvaltozik benniik a lipid metabolizmus?’.
Annak megerésitésére, hogy ez a jelenség az altalunk hasznalt tumormodellre is jellemzo,
LipidTOX festékkel vizsgaltam meg a benniik talalhat6 lipidcseppek mennyiségét és eloszlasat.
Az eredmények alapjan azt tapasztaltam, hogy a GFP+ normal vad tipust (FRT kontroll) és a
joindulata tumoros (RC) sejtekben hasonlé mennyiségli ¢és méretii lipidesepp volt
megfigyelhetd, mint a mikrokdrnyezetet alkotd, GFP-t nem kifejezd sejtekben. Ezzel szemben
a rosszindulatu rakos sejtekben kevesebb lipidcseppet figyeltem meg a mikrokornyezeti
sejtekhez képest (3. abra). Ez arra utal, hogy a rosszindulata elvaltozas az altalunk vizsgalt

tumorok esetében is a rdkos sejtek lipid anyagcseréjének megvaltozasahoz vezet.

6 napos tumor e 6 napos tumor

FRT ctii

3. abra: A rosszindulata Ras[V12]; Scrib[d1] (RS) tumorban megfigyelhetd a
GFP+ teriileteken a lipidcseppek szamanak csokkenése a GFP-
mikrokdrnyezethez, illetve a normal szévetekhez (FRT ctrl) és joindulata
Ras[V12]; ctrl tumorhoz (RC) képest. A skala 20 pm.

4.2 Genetikai sziirés

A lipidszintézis tumorprogresszioban betoltott szerepének tovabbi feltarasa érdekében egy

kisléptékii genetikai szlirést végeztiink. A lipidszintézis egyes komponenseit szisztematikusan

17



csendesitettiik RNSi-vel, és nyomon kovettiik a tumor méretére gyakorolt hatasukat (4. abra).
Ez lehetové tette, hogy meghatarozzuk a lipidszintézis utvonaldnak kulcsfontossagu szerepldit,

melyek hozzédjarulnak a tumor névekedéséhez.

8 napos tumor B 8 napos tumor 8 napos tumor D 8 napos tumor

Ras[V12]; Scrib [d1] Ras[V12], Acc RNAI; Scrib [d1] [ ctrl; Ras[V12], Scrib [d2] PISD RNAi; Ras[V12], Scrib [d2]
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4. abra: A genetikai sziirés eredményeit bemutato abra. Az elsé 4 panelen az a
két genotipus lathaté a sajat kontrolljahoz hasonlitva (A-B és C-D), melyek a
tovabbi kisérleteink foszerepldi voltak. (E) A genetikai sziirés eredményét
mutato diagramok, a vizsgalt gént csendesit6 (z6ld oszlopok) és a hozzajuk
tartozo kontrol tumorok méretének 6sszehasonlitasa.

Azt figyeltiik meg, hogy a neutralis lipidek szintéziséhez sziikséges enzimek tobbségének
hidnyaban szignifikansan csokkent a tumortérfogat. A DAG szintéziséhez sziikséges
komponensek koziil csak az ACSL illetve AGPAT enzimek nem adtak szignifikans

kiilonbséget. A hatas hidnya vélhetéen mindkét esetben arra vezethetd vissza, hogy Drosophila
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genomban szamos ACSL ¢és AGPAT ortolog ¢és paralog talalhatd, amelyek képesek

kompenzalni a csendesitett gének funkciojat'®1®,

Erdekes modon a sejtmembranok legfontosabb membranlipidjeit (PE és PC) eldallito 6
utvonalak nem voltak sziikségesek a tumor progresszidjahoz. Ellenben egy, a PE-t 1étrehozo
alternativ utvonal elrontasaval, melyben a PISD enzim vesz részt, szignifikansan csokkent a

tumorok mérete.

Erdekes megfigyelésiink volt még, hogy CDS csendesitésekor a kontrolljahoz képest a tumor
térfogatanak jelentds novekedését tapasztaltuk, mig a LPIN hidnydban nagymértékben
csokkent a tumorméret. A jelenségre egy lehetséges magyarazat lehet, hogy mindkét enzim a
foszfatidsavat hasznalja szubsztratként, és a CDS hidnyaban a teljes foszfatidsav mennyiséget

a LPIN tudja feldolgozni, amely végs6 soron igy a tumor novekedését tamogatja.
4.3 Az ACC tumorndvekedésre gyakorolt hatasanak lehetséges sejtbiologiai okai

Mivel megallapitottuk, hogy a lipidszintézis valoban kritikus tényez6 a tumor névekedéséhez,
a tovabbiakban a folyamat leginkabb upstream elhelyezkedési enzimével, az ACC-vel

folytattuk a vizsgalatainkat.

A genetikai szlirés kezdetén, az ACC vizsgalatakor megnéztiik a tumortérfogatot 6, illetve 8
napos larvakban is. Azt tapasztaltuk, hogy az ACC elvesztése nem befolyéasolta a korai
stadiumu (6. nap) tumorok méretét. Ezzel szemben a késdi stadiumu tumorok ndvekedése (8.
nap) nagymértékben csokkent az ACC hianyaban (5. abra). Ez arra utal, hogy az ACC-nek
kifejezetten a tumor késébbi stadiumara jellemzd, nagymértékii méretnovekedés soran van

SZerepe.
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6 napos tumor 6 napos tumor

6 napos tumormeéret
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5. abra: A korai (6 napos) illetve késdi (8 napos) stddiumu tumorok
térfogatanak 0sszehasonlitasa a lipidszintézis hianyaban.

Annak megfigyelésére, hogy a zsirsav szintézistdl megfosztott, késéi stadiuma tumor
novekedése helyredllithato kiilsé forrasbol biztositott lipidbevitel esetén, kifejlesztettiink egy
eljarast, amely soran a tumorokat ex vivo koriilmények kozott tudtuk fenntartani M3
szOovetteny€szté médiumban. A kisérlet soran 7 napos larvakbol kiboncolt RS ¢s RS ACC
tumorokat inkubdltunk norméal M3, valamint olajsavval duasitott M3 médiumban, és azt
figyeltik meg, hogy az olajsav jelenlétében a lipidszintézis hidnyos RS ACC tumorok
szignifikdnsan nagyobbra ndttek, mint a normal médiumban tartottak. Ezzel szemben a
lipidszintézisre képes RS tumorok novekedését nem befolyasolta a hozzaadott olajsav (6.
abra). Ez az eredmény arra utal, hogy a lipidek elérhetdsége kritikus tényezd a tumor
novekedésének fenntartasaban €s az RS ACC tumorok kisebb mérete valoban a rendelkezésre

allo zsirsavak alacsony szintjének tudhato be.
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6. abra: Az ex vivo kisérlet eredményeit bemutato abra, az olajsavas
kezelés hatasa a rosszindulata kontrol (RS), illetve ACC-hianyos tumorok
térfogatara.

Annak felmérésére, hogy az ACC-hidnyos tumorokban a késéi stddiumban megfigyelt
tumorméret-cs6kkenés a korlatozott sejtosztddas eredménye-e immunfestést végeztiink. Azt
talaltuk, hogy mind az RS és az RS ACC tumorokban egyarant megnétt az osztodo sejteket
jelolé foszfo-hiszton 3 (P-H3) (7. abra) szintje a joindulatt RC-tumorokhoz képest.
Ugyanakkor az RS, illetve RS ACC tumorok osszevetése soran az utobbiakban a tumoros
teriileteken jelentdsen kevesebb P-H3 jelet figyeltink meg. A festés eredményének
szamszerlsitését kovetden arra jutottunk, hogy a korlatozott sejtosztdédas allhat az ACC-

hidnyos tumorok térfogatcsokkenésének hatterében (7. abra).
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6 napos tumor 6 napos tumor

Ras[V12]; control

S R Vo oy
Osztodo sejtmagok szama

Osztddo sejtmagok szama a rosszindulati tumorban
RS RS ACC 1.2%106
GFP+ 2620 db 227 db
GFP- 3072 db 2350 db §G
A minta méretével korrigalt aranyszam (mm?) —
GFP+ 339001 db 75022 db —
GFP- 964871 db 175836 db 0

RS RS ACC
B GFP- [ GFP+

7. abra: Az RS ACC tumorok méretbeli csdkkenése a korlatozott
sejtosztodasnak koszonhetd. A térfogategységre vetitett 0sztodo sejtek szama
csokken az ACC-hidnyos tumorok GFP+ teriiletein a normal RS tumorok GFP+
teriileteihez képest. A skala 20 pm.

Miutan kimutattuk, hogy az ACC-hianyos tumorokban korlatozott a sejtosztodas, annak
megallapitasara, hogy ez betudhato-e valamelyik osztodast és novekedést szabalyozo jelatviteli
utvonal mitkodési zavaranak, Western-blot analizist végeztiink. A TOR jelatviteli Gtvonal
fontos szerepet jatszik a sejtek tapanyag-ellatottsdganak érzékelésében, a sejtproliferacioban,
valamint kolcsonhatasban 4ll az osztédast szintén szabalyoz6 MAPK-utvonallal és az
autofagiaval®, igy ezek szerepét vizsgaltuk RS illetve RS ACC tumorokban. A Western blot
elemzés kimutatta, hogy az ACC hidnyaban csokkent a TOR szubsztrat S6 Kinaz

foszforilacigjanak szintje, amely a TOR csokkent miikddésére utal. Emellett az Atg8 fehérje
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lipidalt formajanak (Atg8 II) szintje is megemelkedett, ami az autofagia fokozodo aktivitasat és
ugyancsak a TOR inaktivitasat jelzi (8. abra). Ezzel szemben a MAPK-utvonal aktivitasat jelzo
foszfo-ERK szintje nem mutatott eltérést a két tumor kozott. Azon eredménytiinket, miszerint a
lipidszintézis sériilése indukalja az autofagiat, egy ujabb immunfestéssel is igazoltuk (8. abra),
amely soran az RS ACC tumorokban az Atg8a pozitiv autofag strukturak megemelkedett

szintjét figyeltiilk meg.

RS RSACC

Tumor Tumor
/0 kDa — <aP-S6K
; ~SpK

L

— S P [k
35 kDa —

15 kDg —m e —— a Alg8a |
s - AtgBalll

09 kDa == s s < Tubulin

Denzitometria| RS RS ACC
P-S6K/Tubulin | 0,104 | 0,009
P-Erk/Tubulin | 0,841 | 0,863
Atg8 Il/Tubulin| 0,22 0,664

8. dbra: A Western blot eredményei azt mutatjak, hogy az ACC-hiany csokkent
TOR-aktivitassal jar egyiitt. A P-Erk vizsgalatanal nem figyeltiink meg kiilonbséget
az RS és RS ACC tumorok kozott. Az Atg8 lipidalt formajanak (Atg8 I1) magasabb

jelenléte az ACC-hianyos tumorban arra utal, hogy az autofdgia indukalodik ha a
lipidszintézis sériil. Fluoreszcens immunjelléses mikroszkdpiaval ugyancsak az
Atg8a pozitiv autofag strukturak emelkedett szintjét figyeltilk meg az RS ACC
tumorokban. A skala 20 um.

4.4 A lipid anyagcsere és a mitokondrialis rendszer kapcsolatanak vizsgalata

A PISD a mitokondriumokban a PS PE-a4 valo atalakitasaban vesz részt. Korabbi
kovetden, hogy a genetikai szlirés soran mi is megallapitottuk a PISD kiemelt szerepét a tumor
novekedésében, mivel a PISD a mitokondrium bels6 membranjaban taldlhat6 enzim, a
lipidszintézis és a mitokondridlis rendszer kozotti Osszefiiggés feltarasaval folytattuk a
kutatasunkat. Ehhez a mitokondriumok membranpotencialjat jel616 TMRM festést végeztiink,

hogy lathatova tegylik a mitokondrialis aktivitast a kiilonb6z6 genotipusti tumorokban.
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9. abra: A mitokondrialis aktivitas vizsgalata a RC, RS, RS ACC illetve RS PISD
tumorokban. Lathato, hogy a normal és a lipidszintézis hidnyos rosszindulati tumorok rakos
sejtjeiben (GFP+), joval intenzivebb a TMRM festés a jéindulati RC tumorhoz képest. A
skala 20 pm.

A joindulata daganatokban (RC) a mitokondriumok festési mintdzata homogén, egyenletes
eloszlast volt, mind a tumor (GFP+) mind pedig a mikrokdrnyezetiiket alkotd egészséges
(GFP-) sejtekben. Ezzel szemben a normal rosszindulata (RS), valamint azokban, ahol a
lipidszintézis sériilt (RS ACC, PISD) tumorok rakos (GFP+) sejtjeiben a mitokondriumok
fest6dése jelentdsen intenzivebb jelet mutatott. Ez arra utal, hogy a rosszindulati tumorokban
megndvekedik a mitokondrialis aktivitas, ugyanakkor a lipidszintézis hianya ezt kozvetleniil
nem befolydsolja. Fontos azonban szem el6tt tartani, hogy a TMRM festéssel alapvetden a
sejteken beliili mitokondridlis membranpotencialt (A¥Ym) lehet vizualizalni, mely a
mitokondrialis membranok altalanos allapotarol és polarizacidjarol ad informacidt, azonban a
festddés intenzitasanak a ndvekedésébdl nem deriil ki, hogy a 1égzési lanc fokozott mitkdése

vagy a megnovekedett energiatermelés all fenn.
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Osszegzés

Munkénk ravilagit a lipid metabolizmus, mitokondrialis aktivitas, illetve a rdk progresszidja
kozotti Osszetett kolcsonhatasokra. Az itt bemutatott kisérletek azt sugalljak, hogy a lipid
anyagcsere kiemelkedd szerepet jatszik a késéi stadiumi daganatok ndvekedésében. Az
elvégzett genetikai sziirés soran kimutattuk, hogy a neutrdlis lipidszintézis utvonal
komponensei az utolsd, diacilglicerinbdl triacilglicerint 1étrehozé 1épést leszamitva
nélkiilozhetetlenek a tumor potencialis méretének eléréséhez. Erdekes modon a
membranlipidek esetében egyeldre ugy tiinik, hogy csak a mitokondrialis PISD enzim jatszik
kiemelkedd szerepet. A DAG-ek szdmos membranlipid szintézisének kiindulé pontjai, igy a
PISD szubsztratjanak szamito foszfatidil-szerinnek is. Igy osszességében eredményeink azt
sugalljak, hogy a rosszindulat tumorokban a lipidszintézis f6 célja, hogy a PISD utvonalon

keresztiil megfelel6 membranlipid, f6leg foszfatidil-etanolamin keletkezzen.

Eredményeink arra utalnak, hogy ACC hidnyaban a korlatozott sejtosztodasnak koszonhet6 a
kisebb tumorméret, amellyel Osszefiigghet a TOR jelatviteli utvonal altalunk megfigyelt
csOkkent miikodése. Az ACC gatlasanak egyik lehetséges hatdsa, hogy ellehetetleniil a
tumorsejtek hatékony sejtosztodashoz sziikséges membranlipidek, példaul a PE eldallitasa. E
képbe jol illik a mitokondriumokban PE-t eldallitani képes PISD altalunk megfigyelt fontos
szerepe a tumorndvekedésben, valamint az A&ltalunk szintén tapasztalt mitokondrialis

aktivitasnak az emelkedése a rosszindulatu daganatokban.

Osszességében kutatasaink ramutatnak a neutralis lipid és a PISD altal medialt PE szintézis
utvonalak kozotti lehetséges kapcsolatra a tumorndvekedés soran. Ezek a tumorok
anyagcseréjének olyan érzékeny pontjai, amelyek novekedésiikhoz elengedhetetlenek, és
amelyek kiilon-kiilon vagy egylittes gatlasa jo kiindulopont lehet a jovobeli tumorellenes

modszerek kifejlesztéséhez.
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