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Megjegyzés: Bizonyos esetekben az angol rovidités annyira szerves része a szaknyelvnek (pl.

lipidek nevezéktana), hogy a szovegben nem hasznaltunk magyar forditast.



Bevezetés

1. BEVEZETES

A rékos megbetegedések a vilag egyik legsulyosabb egészségiigyi problémajat
jelentik. 2023-as adatok szerint a kardiovaszkularis betegségek utan a masodik vezetd
halalokként tartjak 6ket szamon. A rék terapiakkal szembeni ellenalloképessége az egyik
legfontosabb kutatasi teriilet. A sikeres kezelés f6 akadalyat az olyan gydgyszerek hianya
jelenti, amelyek képesek a tumorsejtek ellenalloképességét megsziintetni, az attétképzést
megakadalyozni és a tumor-mikrokdrnyezet segitd hatasat csokkenteni.

A tumorok komplex szerveknek tekinthetok, amelyek tumorsejtekbdl és nagyon
heterogén sztromabol allnak. A tumor- és a sztromasejtek kozotti kommunikaciod
befolydsolja a tumorok agresszivitdsat ¢és  attétképzési hajlamat, ezért a
tumorheterogenitas vizsgalata nagy érdeklodésre tart szamot.

A metabolikus atprogramozodas ma mar a malignitas egyik védjegyeként ismert.
A tumor fejlédése soran a tumor- és sztromasejtek Gjraaktivaljak de novo lipogenezisiiket,
hogy biztositsdk a tumor ndvekedéséhez sziikséges mennyiségili és mindségii lipidet.

A kvantitativ  bioanalitikai modszerek fejlesztése elengedhetetlen a
lipidmetabolikus folyamatok értelmezéséhez. Ezek kozott kiemelt helyet foglalnak el a
tomegspektrometria alapt technikdk, kiilondsen a kdzvetlen mintabevitelt alkalmazo
shotgun lipidomika.

A szoveti heterogenitas vizsgalatanak kihivasa a nagy lefedettségii omikai adatok
térbeli informdciokkal valé kombindlédsa, amelyre a tomegspektrometriai képalkotd
technikak jelenthetnek megoldast. Ezek azonban tobbségiikben nem képesek kvantitativ
informaciot szolgaltatni a szoveti Osszetevokrol.

A térbeli felbontas novelésének alternativ. modjat képviselik a 1ézer-
mikrodisszekcioval kapcsolt modszerek, amelyek az elmult évtizedben hdditottak teret.
Népszeruiségiiket elsésorban a kiilonb6zd sejtpopuldciok szovetbdl torténd preciz
izolalasanak koszonhetik, valamint annak, hogy barmilyen omikai analizissel
kombindlhatdak tovabbi elemzés céljabol.

PhD munkdmban a lipidmetabolikus folyamatok térbeli heterogenitasdnak
feltérképezését és az ehhez elengedhetetlen 10j, kvantitativ bioanalitikai modszerek

fejlesztését tliztem ki célul, kiilonds tekintettel a tumorképzddés vizsgalatara.



Irodalmi attekintés

2. IRODALMI ATTEKINTES

Jelen dolgozat keretei nem teszik lehetové, hogy minden, a doktori munkdmban
érintett teriiletrdl és technikardl részletes bevezetést adjak, de torekedtem arra, hogy az
itt kovetkez6 rovid attekintések a témahoz igazodva fokuszaltak legyenek, és megfelelden

helyezz¢k kontextusba az elért eredményeket.

2.1. Tumorheterogenitas

A rak egy dinamikusan valtozo korkép, amely fejlodése soran fokozatosan egyre
komplexebbé valik. Ennek a folyamatos evoliicionak kdszonhetden egy olyan heterogén,
térben ¢és iddben sziinteleniil valtozd, kiilonb6zé molekularis tulajdonsagokkal
rendelkez6 sejttomeg alakul ki, amelyben az egyes sejtek terapias érzékenysége, terapiara
adott valasza igen eltér6é (Dagogo-Jack & Shaw, 2018).

A populacid szintjén a tumorheterogenitast (1. dbra) két nagy csoportra
oszthatjuk. Az intertumoralis heterogenitas szovettanilag egyforma, de kiilonb6z6
paciensekbdl szarmazo tumorokra vonatkozik, amelyek az eltéré etioldgiai és kornyezeti
faktoroknak koszonhetéen mas genotipussal és fenotipussal rendelkeznek (J. Liu és
mtsai., 2018). Az intratumoralis heterogenitas adott daganaton beliili, specifikus
fenotipusos jellemzokkel, egyedi molekularis mintdzattal rendelkezd, kiilonbozd
sejtpopulaciokra utal (Jamal-Hanjani és mtsai., 2015). Az intratumoralis heterogenitas
lehet térbeli, ami alatt a genetikailag eltérd tumorsejt-populaciok egyazon tumoron beliili

egyenlOtlen eloszlasat értjiik, mig az idébeli intratumoralis heterogenitas egy adott tumor

crer

Shaw, 2018).

A B C D
1.paciens 2.paciens 3
, , , ,< .
Intertumoralis Intratumoralis Intermetasztatikus Intrametasztatikus
heterogenitas heterogenitas heterogenitas heterogenitas

1. abra: A tumorheterogenitas tipusai

A metasztazisképzodés is vezethet heterogenitashoz (1. dbra), amikor a primer

tumor kiilonb6z6 sejtpopuldciol 1) mutdciokra szert téve egy masodlagos helyet
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kolonizalnak. Az intermetasztatikus heterogenitds egy primer tumorbol kialakult,
kiilonboz6 szervekbe adott attétekre, mig az intrametasztatikus heterogenitas egy
masodlagosan kolonizalt szervben kialakult attét eltérd molekularis jellemzokkel

rendelkez6 sejtpopulacioira vonatkozik (Jamal-Hanjani és mtsai., 2015).

2.2. A tumor, mint komplex szerv

Mira nyilvanvalova valt, hogy a tumorok komplex szerveknek tekinthetok,
amelyek tumorsejtekbdl és nagyon heterogén tumor-mikrokornyezetb6l (TM, sztroma)
allnak. A sztroma alkotoelemei kozé tartoznak a tumorasszocialt fibroblasztok,
kiilonb6zé immun- €s gyulladasos sejtek, adipocitdk és neuroendokrin sejtek. A TM
részei tovabba a tumort Gjonnan behaldzo6 vér- és nyirokerek, valamint az extracellularis
matrix (ECM) (Hanahan, 2022).

Elfogadott az a tény is, hogy a daganatképzddésben és a rosszindulatii rakos
folyamatok kialakulasaban a TM komponensei is aktivan részt vesznek, és hozzajarulnak
a 2. abran bemutatott tumorvédjegyek modulaciojahoz vagy akar 1étrejottéhez (Hanahan,
2022; Molendijk és mtsai., 2020). A tumorheterogenitds feltérképezése, a tumor €s a
sztroma kozotti metabolikus kommunikacidé megértése, valamint a TM egyes

komponensei pontos szerepének feltarasa nélkiilozhetetlen az uj, hatékonyabb, kombinalt

terapiak megalkotasahoz.

Proliferacios jelek fenntartasa Novekedést gatld jelek elkeriilése
Ao ; Q Immunrendszer védekezési
Cellularis metabolizmus . .
AtCioRramotica mechanizmusainak
prog Membrane kivédése
Remodelling

Ellendllas a sejthalallal

szemben Replikativ halhatatlansag

Genom instabilitas és Tumorfejl6dést elGsegité

mutaciok gyulladas
Invazio és
Angiogenezis indukalasa metasztazisképz&dés
aktivalasa

2. abra: Tumorvédjegyek (késziilt Hanahan, 2022 alapjan)

A tumorasszocialt fibroblasztok képesek tgy atalakitani az extracellularis

crer
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indukalnak, gyulladasos sejteket toboroznak, valamint kozvetleniil stimulaljak a rakos
sejtek osztodasat azaltal, hogy novekedési faktorokat, illetve immunszupressziv
citokineket bocsatanak ki (Gout & Huot, 2008; Hlatky és mtsai., 1994; Kalluri &
Zeisberg, 2006; Wiseman & Werb, 2002).

Az immunsejtek (makrofagok, neutrofilek, természetes 6ldsejtek, dendritikus
sejtek) szamos kiilonb6z6 citokint, kemokint és egyéb faktorokat szekretalnak, amelyek
befolyasoljak a tumor kialakuldsat és fejlodését. A makrofagok példaul segitenek
fenntartani egy olyan kronikus gyulladasos allapotot, amely kedvez a tumor
novekedésének és fejlodésének. Ezenfeliil a makrofagok az elsé sejtek kozé tartoznak,
amelyek infiltraljak a gyors tumornovekedés kovetkeztében kialakult hipoxias szoveti
terlileteket annak érdekében, hogy stimulaljak a neoangiogenezist. Tovabba kozvetlen
sejt-sejt kapcsolatokon keresztiil szupresszalni tudjak az immunsejtek miikodését, igy
serkentik a tumor fejlédését (Cendrowicz és mtsai., 2021).

Az extracellularis matrix tartalmazza az Osszes tumor- és sztroOmasejt altal
szekretalt citokint, novekedési faktort és hormont, amelyek biztositjdk a folyamatos
kommunikaciét a sejtek kozott. Ezenkiviil az ECM altal biztositott hipoxias és savas
kornyezet kedvez a tumorsejtek tilélésének és gyors tumorndvekedéshez vezet (M. Wang
¢és mtsai., 2017).

A tumorasszocialt adipocitdk a tumorsejtek altal kibocsatott jelek hatasara
képesek lebontani a benniik tarolt lipideket glicerinre és szabad zsirsavakra, ezaltal
biztositva a malignus sejtek tapanyagellatasat. Ezenkiviil nagy energidju metabolitokat
(piruvat, laktat) és szabad savakat szekretalnak, amelyek elegendd energiat biztositanak
a rakos sejtek metabolikus atprogramozasahoz (Yao & He, 2021).

Az Uj vér- és nyirokerek képzddése a tumorndvekedés és attétképzés egyik
kulcsfeltétele. Az angiogenezis a gazdaszerv ereibdl indul ki a tumorsejtek altal a
hipoxias kornyezet hatasara termelt faktorok kovetkeztében (Onimaru & Yonemitsu,
2011). A proangiogenikus szignaloknak koszonhetdéen olyan 1j, rendellenes
nyirokerek képzddnek, amelyek annak ellenére, hogy ezen rendellenességek miatt gyenge
funkcionalitast feltételeziink roluk, képesek ellatni a tumorsejteket tapanyaggal és
oxigénnel, valamint elszallitani a felhalmozodott szén-dioxidot és metabolikus
termékeket. Ennek kdszonhetden biztositjak a tumorsejtek talélését, a tumor ndvekedését,
valamint segitik a tumorsejtek bejutasat a vér- és nyirokkeringésbe, elésegitve ezzel a

metasztazisképzést (De Palma és mtsai., 2017).
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Az extracellularis vezikuldk (EV) kritikus szerepet jatszanak a sejtek kozotti
kommunikécioban (Kudo és mtsai., 2022). A rdkos sejtek altal termelt EV-k fehérjék,
MRNS-ek, mikroRNS-ek és lipidek transzportja révén olyan sejt-sejt kommunikaciot
alakitanak ki, amely tamogatja a tumorsejtek novekedését és talélését, segiti a TM
kialakitasat, és novelheti a tumorsejtek invazios képességét és metasztatikus aktivitasat
(Chang és mtsai., 2021).

A tumorsejtek és a TM tehat egy flexibilis, folyton valtozo rendszert alkot, amely
adaptivan reagal a kdrnyezet megvaltozasara. Emiatt a rdkos megbetegedések jelentds
hanyaddhoz rossz prognozis tarsul. A hagyoményos sebészeti eljardsokon, sugar- és
kemoterapiakon tul szamos igéretes kiegészit6 terapia all fejlesztés alatt, amelyek a TM
egyes elemeit célozzak. Példaul a vaszkularis-endotelidlis novekedési faktor képzddése,
receptorain keresztiili jelképzése az ezt célzd terapias fejlesztések célkeresztjébe kertilt
(Ghalehbandi és mtsai.,, 2023). Gatlasara szamos monoklonalis ellenanyagot,
rekombinans fazios fehérjét, ill. receptor tirozinkinaz inhibitort fejlesztettek ki az utobbi
években (Elebiyo és mtsai., 2022). Egy masik példa az un. immunellenérzd pont fehérjék
ellen kifejlesztett inhibitorok csoportja. Az immunellen6rz6 pontok akkor 1épnek
mikodésbe, amikor a T-sejtek felszinén 1€vo fehérjék felismerik partnerfehérjéjiiket és
kotddnek hozza. A két fehérje kapcsoloddsakor a tumorsejt egy ,.kikapcsold™ szignalt
kiild a T-sejtnek, ezzel megakadalyozva, hogy az immunrendszer elpusztitsa. Az
inhibitorok megfosztjdk a tumorsejteket a TM tdmogatasatol, és lehetéve teszik, hogy
azokat a citotoxikus T-sejtek elpusztitsak. Ezeket a szereket sikeresen alkalmazzak
szamos szolid tumor kezelésénél (Shiravand és mtsai., 2022). Egy egészen 1j, a
lipidmetabolizmust érint6 felfedezés, hogy a limfoma eredetii EV-K protumorigén hatasat
fokozza egy szekretalt foszfolipaz Az, amelynek inhibicioja humanizalt egerekben

csokkentette a tumorndvekedést (Kudo és mtsai., 2022).

2.3. Tumormodellek

A tumor komplexitisanak, a tumor ¢és a TM kolcsonhatdsainak, az
attétképzodésnek és a kiilonbozd kemoterapeutikumokkal szemben mutatott rezisztencia
kialakulasanak megértéséhez nélkiilozhetetlenek a kiillonboz6 tumormodellek. Ezek az in
vitro és in vivo rendszerek adjak a tumorkutatas alapjat, és teszik lehet6vé, hogy olyan
vizsgalatokat végezziink, amelyek gazdasagi, erkdlcsi és joléti megfontolasok miatt nem

kivitelezhetéek betegeken.
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2.3.1. In vitro tumormodellek

A tumorbiologia és onkoldgia teriiletén a legrégebb oOta hasznalt, legelterjedtebb
in vitro modellrendszerek a 2D sejtkultarak. Ennek legfébb oka, hogy a 2D tenyészetek
konnyen kezelhetdk, olcsé a fenntartasuk, immortalizaltak, a sejtek kozotti heterogenitas
igen kismértékli és alkalmasak nagy ateresztoképességli kisérletek tervezéséhez.
Azonban szamos hatrannyal is rendelkeznek. A Petri-csésze mesterségesen kialakitott,
szintetikus, lapos feliiletén tenyésztett sejtek szabadon Kkitapadhatnak, néhetnek,
osztodhatnak. llyen korilmények kozott elveszitik eredeti morfologiajukat,
polarizaltsagukat, és olyan létfontossagu szignalutvonalak miikddése sériil vagy sziinik
meg, amelyek segitségével a sejt reagal a kiilsé stimulusokra, ezért bioldgiai
relevanciajuk megkérddjelezhetd (Gillet és mtsai., 2013; Katt és mtsai., 2016). Az in vivo
tumorndvekedés dinamikdjat sem mutatjak be pontosan, hiszen mesterséges koriilmények
kozott (standard tapoldatok, szérum) minden sejt szamara egyforman hozzaférhet6 az
Osszes novekedéshez és osztodashoz sziikséges er6forras, mig in vivo ez nem mindig
valosul meg (Sharma és mtsai.,, 2010). Ugyancsak nem tiikrozik egy valdés tumor
heterogenitasat, hiszen egy sejttenyészetbél hianyoznak a sztromalis komponensek. Igy
példaul egy tumorterapias hatdanyag hatékonysaganak vizsgalata soran a klinikumba
val6 adaptalhatésag és alkalmazhatdsag nehezen megjosolhatd (McMillin és mtsai.,
2013; Robert & Janos, 2015). Ezenfelil a folyamatos, ciklikus fagyasztisnak és
felolvasztasnak koszonhetden a sejtek evolvalodnak és szelektdlodnak. Igy az azonos, de
két kiilonboz6 laborban tenyésztett sejtvonalak eltérd genetikai profillal rendelkezhetnek,
ami szintén megkérddjelezi a vilagszerte rohamosan keletkezd adatok €s eredmények

Az utobbi években a haromdimenzids sejttenyésztési modszerek egyre nagyobb
teret hoditanak. A 2D tenyészetekkel szemben a 3D modszereknél a sejtek képesek tobb
rétegben noni, igy morfologiajuk és polarizaltsaguk megmarad, valamint metabolikus
folyamataik sem sériilnek. Ezenfeliil a kiillonbozé rétegekben elhelyezkedd sejtek
kiilonb6z6 mértékben jutnak oxigénhez és tapanyaghoz, igy egy ilyen rendszer jobban
modellezi a valos fiziologias koriilményeket (Déster és mtsai., 2017). A 3D modellek
kozé tartoznak a szferoidok, az organoidok, valamint a tumor-on-a-chip rendszerek.

A szferoidok olyan mikroméretii sejtaggregatumok, amelyek belso szerkezetiiket,
heterogenitasukat, szignalutvonalaikat, novekedési kinetikajukat, génexpresszios
mintdzatukat, sejt-sejt interakcidikat tekintve alapvetden hasonlitanak egy avaszkularizalt

daganatos sejtcsoportosulashoz, mikrometasztazishoz. A nagyobb méretli szferoidoknal
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(>500 um) mar kiilonb6z6 sejtrétegeket figyelhetiink meg, hiszen a szferoid belseje felé
haladva egyre csokken az oxigén €s tdpanyag mennyisége, valamint a pH, mig a szén-
dioxid, laktat és katabolitok mennyisége nd. Legbeliil, sejttipustol fiiggden, egy anoxias,
savas mag helyezkedhet el, ahol a sejtek mar nekrotizalhatnak, ezt kdveti egy hipoxias,
kozEépso sejtréteg, amelyben a sejtek alvo/nyugalmi allapotban vannak, végiil egy aktivan
proliferald, vékony kiilsé sejtréteg (Han és mtsai., 2021). A szferoidok ezért népszerti
modellek a nagy ateresztOképességli gyogyszer-rezisztencia kisérleteknél és
tumorterapias szerek vizsgalatanal (Mehta és mtsai., 2012). Ugyanakkor hatranyuk, hogy
a TM-et nem vagy csak részlegesen képesek modellezni. Ezenkivil a
szferoidformalashoz hasznalatos bizonyos modszerek nem alkalmasak azonos méretii
szferoidok reprodukalhaté eldallitasara (Katt és mtsai., 2016). A standard biokémiai
vizsgalatok, mint az ¢letképesség és citotoxicitas mérése, egyelére nem kompatibilisek a
szferoidokkal a probak gyenge penetracidja miatt. A fény gyenge penetracioja miatt az
optikai, konfokalis, ,light-sheet”, fazis-kontraszt ¢és fluoreszcens mikroszkopiai
vizsgalatok is kevéssé hatékonyak (Manduca és mtsai., 2023).

Az organoidok olyan 6ssejtekb6l (pluripotens magzati vagy felnétt) szarmazo 3D
sejtkultarak, amelyekben a sejtek spontan modon Onszervezédnek megfelelden
differencialt sejttipusokka (Huch & Koo, 2015). A modell nagy elénye, hogy lehetové
teszi a betegspecifikus modellalkotast, ami a személyre szabott diagnosztika és terapia
tertiletén jelent eldnyt (Kim ¢és mtsai.,, 2019). Hatranya, hogy nagyon idd- ¢és
energiaforras-igényes, kényes modellrendszer, és a TM hianya nagyban megneheziti a
kisérleti eredmények klinikai értelmezését (Neal és mtsai., 2018).

A tumor-on-a-chip technolégia egy gyorsan fejlodo, innovativ rendszer, amely a
sejtbiologiat a mikrotechnikaval és a mikrofluidikaval 6tvozi. Technikai Osszetettsége
miatt azonban nagy szakértelmet kovetel, és csak miniatiirizalt tumorok elemzésére

alkalmas (Imparato és mtsai., 2022).

2.3.2. Invivo tumormodellek

Az egér a leggyakrabban hasznalt in vivo modellrendszer a rakkutatasban a
kiilonb6z6 kornyezetekhez vald nagyfoku alkalmazkodoképessége és genetikai
variabilitasa miatt. Az egértumormodellek 3 f6 csoportjat kiilonboztetjik meg: 1) a
karcinogén-indukalt, 2) a genetikailag modositott, valamint 3) az allograft és xenograft
modelleket. Jelen dolgozatban az allograft és xenograft modellek jelentdségét és

tulajdonsagait targyalom részletesebben.
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A szingenikus egértumormodellek (allograft modellek) esetében egértumor-
sejtvonalat oltanak egy immunkompetens allatba. Széleskoriien elterjedt, konnyen
eléallithato modellrendszer, amely valés immunkornyezetben teszi lehetévé a tumor és a
TM kapcsolatanak teljes korii vizsgalatat. Kitiinben alkalmas a tumorfejlédés, az invazid
és metasztazisképzodés valds idejli tanulmanyozasara (Bos és mtsai., 2010), valamint
immunterapias szerek fejlesztésére és tesztelésére (Olson és mtsai., 2018). Széleskort
alkalmazasa ellenére a modell hatranyai kozott meg kell emliteni, hogy egyrészt
meglehetésen korlatozott azon sejtvonalak szama, amelyek allograft modellek
eléallitasahoz hasznalhatdak, masrészt annak ellenére, hogy valés immunkornyezetben
lehet tanulmanyozni egy tumor fejlédését, az egér és a human immunrendszer miikodési
2020; Ireson és mtsai., 2019).

Az in vivo xenograft modellek lehetévé teszik kiillonb6z6é human tumorsejtvonalak
¢s humén tumorok vizsgalatdt immundeficiens vagy immunhidnyos &llatban. Attol
fliggden, hogy a vizsgalni kivant sejtvonalat szubkutan vagy ortotopikusan injektaljuk az
allatba, beszélhetiink ektopikus vagy ortotopikus xenograft modellekrél. A
tumordisszeminacio €s metasztazisképzodés vizsgalatara a metasztazismodellek allnak
rendelkezésiinkre, ahol luciferaz-aktivitassal rendelkez6 tumorsejteket injektalnak az
egér farokvénajaba (Jung, 2014).

A jelenleg leghatékonyabb preklinikai tumormodell a betegbdl szarmazé
xenograft (patient-derived-xenograft, PDX), amelynek eldallitasa soran nem sejteket,
hanem egy human tumorbdl szdrmazo szovetdarabot iiltetnek immundeficiens allatba
(pl.: egér, zebrahal), igy a beiiltetett tumor megdrzi az eredeti primer tumor belsd
szerkezetét, heterogenitasat (Y. Liu és mtsai., 2023). A ragcsal6-PDX modellek elénye
az allatok emberhez hasonlo testhémérséklete (37 °C), valamint a ragesald és a human
szervezet koOzti nagy hasonlosag. Eldallitasukhoz azonban honapok, akar évek
sziikségesek. Ezzel szemben a zebrahal-PDX modellek 1étrehozasahoz minddssze néhany
nap elegendd, és a zebrahalban szdmos, rakkal kapcsolatos szignalitvonal evolucidsan
konzervalt (Hason & Bartiin€k, 2019), idealis tenyésztési hdmérséklete (28 °C) viszont
Iényegesen alacsonyabb az emlésokénél (W. Wang és mtsai., 2023). Az in vivo xenograft
modellek altalanos hatranya, hogy nagyon koltségesek, eléallitasuk komoly szaktudast és
szigoru laboratoriumi feltételeket kovetel meg (Sajjad és mtsai.,, 2021), tovabba
immunszupprimalt allat sziikséges hozzajuk, ami megakadalyozza az immunrendszert

célzo terapias lehetdségek vizsgalatat.
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Az utobbi idében egyre elterjedtebbé és népszeriibbé valtak a humanizalt
xenograft modellek. Ebben az esetben a huméan tumor mellett human immunrendszeri
komponenseket is transzplantalnak az immundeficiens allatba, jellemzéen CD34+
hematopoetikus dssejteket vagy csontvel6-maj-thymus szoveteket (Jin és mtsai., 2021).
fgy olyan immunkdrnyezet hozhaté létre, amely sokkal kozelebb all a human

immunrendszer valos mikddéséhez (Morton €s mtsai., 2016).

2.3.3. Tumormodellek osszehasonlitisa

Ahogy a fentiekbdl lathattuk, mindegyik modellrendszer rendelkezik elényokkel
¢és hatranyokkal; ezeket 0sszegzi az 1. tablazat. Bar nem tokéletesek, a tumormodellek
kapcsolatot teremtenek az alapkutatas, a transzlacidés medicina és a valés human tumorok
kozott. Segitik a tumorfejlddés hatterében zajlo patologias biokémiai és genetikai
folyamatok megértését, és nélkiilozhetetlenek j tumormarkerek azonositasahoz, célzott

terapiak és gyogyszerek fejlesztéséhez.

1. tablazat: Tumormodellek 6sszehasonlitasa

Tumormodell Elényok Hiatranyok
+ konnyti kezelhetdség — megkérddjelezhetd biologiai
2D sejtkultira | + olcso relevancia
+ nagy atereszt6képesség — tumorheterogenitds hianya
., ., — TM hiénya
+ jol modellez egy avaszkularizalt . Y 1r
. . et — kevéssé reprodukalhato
3D szferoid mikrometasztazist C o, .
o . py . — standard biokémiai és mikroszkopiai
= + nagy ateresztOképesség N ,
S vizsgalatok korlatozottak
= + betegspecifikus modellalkotas — draga és kényes
3D organoid + a tumorfejlédés stadiumainak — TM hianya
modellezése — standardizalt protokollok hianya
Tumor-on-a- + a TM szabalyozhat6 modellezése — bonyolult , L
. . . . — nem alkalmas valos méretii tumorok
chip + az allatmodelleknél olcsobb L,
vizsgalatara
+ konnyti eldallithatosag — a felhasznalhato sejtvonalak szama
Szingenikus + tumor-TM kapcsolat valos korlatozott
egérmodell immunkdrnyezetben — az adatok human “extrapolalasa”
+ a tumorfejlddés tanulmanyozasa nehézkes
— immunrendszert célzo
Ragcsalo- + a ragcsalo és a human szervezet vizsgalatokra nem =
o PDX kozti nagyfoka hasonlosag alkalmas & 2
2 — eléallitasa hosszadalmas 23
. r r 4
— QO =
= + nagy ateresztoképesség fmmun rendszert célz6 %2 S
, , vizsgalatokra nem o)
Zebrahal- + gyors létrehozas alkalmas =i
PDX + evolucidsan konzervalt tumorral huméntol eltérd ideali <2
kapcsolatos szignaltitvonalak ~ @ humantol eero 1dea’is S =
testhdmérséklet (28 °C) g 2 =
9 g 2
Humanizalt + immunrendszert célzo6 2 E£3g
. o . © cg
egérmodell vizsgalatokra is alkalmas MI AI‘ -
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2.4. Membranok és lipidek

A membranok és lipidek szerepe a tumor metabolikus atprogramozddasaban
rendkiviil sokréti (Molendijk és mtsai., 2020). Ennek jobb megértéséhez eloszor egy

rovid betekintést adunk a teriiletre.

2.4.1. Membranok

A Dbioldgiai membranok képezik azt a szerkezeti keretet, amely a sejteket
kornyezetiikt6l elhatarolja és — eukariotakban — lehetévé teszi a kompartmentalizaciot
(Vigh és mtsai., 1998). Ez a kompartmentalizacio biztositja a specifikus kémiai reakciok
elkiilonitését a biokémiai hatékonysag novelése és a reakcidtermékek szétterjedésének
korlatozasa érdekében.

A bioldgiai membranok lipidekbdl és fehérjékbdl felépiild, vizzel nem elegyedd
struktarak, amelyekben bizonyos szabadsagfoki difftiziora mind rotaciésan, mind
lateralisan lehetség nyilik (van Meer és mtsai., 2008). A sejtmembran szerkezeti alapja
a kettOsrétegként ismert struktra, ami amfipatikus, a vizzel kapcsolatba keriil6 hidrofil
részb6l és a vizes médiumtol izolaltan marado lipofil részbdl alld lipidmolekulak

onszervezodésével jon létre.

2.4.2. Lipidek

A lipidek megddbbentd szerkezeti valtozatossaggal bird bioaktiv kismolekuldk,
szamukat a modern analitikai technikdknak ko&szonhetéen tobb tizezerre becsiilik.
Genetikailag nem kédoltak, hanem Osszetett taplalkozasi €s fizioldgias kontroll alatt all6
metabolikus reakciok termékei, ezért a lipidek sokasagat magaba foglalo lipidom egyedi
ujjlenyomatként tudosit a szervezet aktudlis allapotardl. A teljes szervezettdl a lipid
kettosréteg rétegeinek szintjéig megfigyelhetd szerkezeti sokféleség nagy meértéki
mennyiségi és aranybeli kiilonbségekkel is parosul. Ez a komplex diverzitas sokféle
funkci6 betoltését sejteti, amelyeket még csak most kezdiink el részleteiben felfedezni, és
megérteni, hogy hogyan lehetnek a lipidhomeosztazis akar kis valtozasai is jelentds
befolyassal alapvetd biologiai folyamatokra, és hogyan hozhatdak dsszefiiggésbe szamos
betegség, mint példaul metabolikus, kardiovaszkuldris €s neurodegenerativ korképek

vagy éppen a rak kialakulasaval (Harayama & Riezman, 2018).
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2.4.2.1.  Alipidek szerkezete

A lipidek kémiai szerkezete harom alapvetd funkcidt szolgal: a biologiai
membranok épitdkoveiként szerkezeti szerepet toltenek be, lipidcseppecskékben
raktarozva kdnnyen mozgosithatd energiat tarolnak, illetve rendkiviil sokrétli kozvetlen
¢és kozvetett jelatviteli folyamatban vesznek részt. A dolgozat témajaval 6sszhangban a
3. dbra az emlés membranlipidekre fokuszal, harom f6 csoportjuk az amfipatikus
tulajdonsagu glicerofoszfolipidek (GPL, 34 dbra) és szfingolipidek (SL, 3B dbra),
valamint a koleszterin (3C dabra). A f6 raktarozo lipidek a glicerinvazas, mindharom
hidroxilcsoporton zsirsavval észteresitett trigliceridek (TG), valamint a koleszterin OH-
csoportjanak észteresitésével keletkezd koleszteril-észterek (CE). A jelatviteli lipidek a
membranlipidek metabolizmusaval képz6do, rendkiviil valtozatos és altalaban kis
koncentracioban el6fordulé molekulacsoport.

A GPL-ek (3A dbra) sokféleségének forrasa a két hidrofob zsirsavlab szerkezeti
szénlanckdtés tipusa az sn-1 pozicidban, valamint a foszfattartalmt hidrofil fejcsoport

varialhatosaga. A zsirsavak szerkezeti diverzitdsa elsdsorban a szénlanc hosszanak

crer

crer

telitetlen zsirsavat talalunk. A hidrofil fejcsoportban a foszfatcsoportot leggyakrabban
kolin, etanolamin, inozitol vagy szerin észteresiti, létrehozva igy a legabundansabb
membranlipideket, rendre a foszfatidilkolint (PC), a foszfatidiletanolamint (PE), a
foszfatidilinozitolt (PI) és a foszfatidilszerint (PS). A szerkezeti diverzitas tekintetében
fontos megemliteni a szénlanckotés lehetséges tipusait is. Kétségteleniil a leggyakoribb
az alapvaz hidroxilcsoportjdhoz észterkotéssel torténd kapcsolodas; ilyenkor valdban
zsirsav az €szteresitd agens. Az un. éterlipidek esetében a glicerinvaz sn-1 hidroxiljahoz
zsiralkohol kapcsolodik a bioszintézis sordn (Isd késdbb); az igy létrejovo éter (alkil),
illetve vinil-éter (alkenil) tipusu vegyiiletek egyes szovetekben (pl. az agyban), illetve
patologias allapotokban (pl. rak) jelentdsen feldusul(hat)nak.

A SL-ek (3B dbra) sokféleségének forrasa a szfingoid bazis alapvaz, az N-acillanc
¢s a fejcsoport valtozatossagabdl ered. A legfontosabb emlds szfingoid bazis a 18
szénatom hosszu, a 4-es pozicidban transz kettds kotést tartalmazo szfingozin. Az alapvaz
aminocsoportjanak észteresitésével kapjuk a ceramidokat (Cer); az észteresitd zsirsav
altalaban szaturaltabb és hosszabb, mint a GPL-ek zsirsavai, és gyakrabban tartalmaz

hidroxil szubsztituenst. Az egyik legfontosabb szerkezeti szfingolipid az 1-es pozicioban
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fejesoportként foszfokolint tartalmazé szfingomielin (SM). Amennyiben a fejcsoport
cukormolekula, glikoszfingolipidekrél (GSL) beszéliink. A cukormolekulak (itt nem
részletezett) szerkezete, szama €s kotddési tipusai zavarba ejtd valtozatossdgot mutatnak,

analizisiik komoly kihivast jelent.

A Zsirsavlab Glicerinvaz Fejcsoport
o) OH TTTTTTTRTTTA
sn-1 | i | ]
sn-2 iy /‘:/\/N ]
H.C o/\\<\0 | o7 |\ ]
§ H o B 4
e — — R — o Fejcsoport
szubsztituens
0

_ SZénIénCKatés I_O-----;
1S
! i

PA Eszter (acil) . .____Q’_r*

PC Kolin ) S

PE Etanolamin Eter (alkil) R,}/\O,:/’

PS Szerin Lo--=-

Pl Inozitol Vinil-éter ’E};'\“'}

PG Glicerol (alkenil) R ______O0!
B Szfingoid bazis Fejcsoport

Cer -

SM Foszfokolin
HexCer Glikéz/Galaktéz
Komplex GSL Oligoszacharidok
CerlP Foszfat

3. abra: A f6 membranlipidek szerkezeti sokfélesége. A) Glicerofoszfolipidek,
B) Szfingolipidek, C) Koleszterin. Cer, ceramid; CerlP, ceramid-1-foszfat; GSL,
glikoszfingolipid; HexCer, hexozilceramid; PA, foszfatidsav; PC, foszfatidilkolin; PE,
foszfatidiletanolamin; PG, foszfatidilglicerin; Pl, foszfatidilinozitol; PS, foszfatidilszerin; SM,
szfingomielin.

A membranlipidek kémiai szerkezete meghatdrozza méretiiket, alakjukat,
szolvataciojukat, kollektiv szinten pedig a membran alapveté fizikai-kémiai
tulajdonsagait. A fluiditas, a feliileti toltéssiiriiség, a lipid ,,packing”, a gorbiiletképzés, a
merevs€g, az Osszenyomhatdsag, a permeabilitds vagy a vastagsdg mind olyan
paraméterek, amelyeken keresztiill a lipidek alapvetd biologiai folyamatokat

szabalyoznak.
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2.4.2.2. Lipidmetabolizmus

A lipidek kémiai és Osszetételbeli diverzitasat a lipidmetabolikus halézat harom
jellemzodjére vezethetjiik vissza: 1) a lipidmetabolikus enzimek gyakran mukodnek
hasonld szubsztratok széles skalajan, vagyis néhany enzim képes a kiilonb6zo
labosszetétell specieszek eldallitasara (promiszkuitds), 2) ugyanakkor az enzimek egyedi
szubsztratpreferenciaval is rendelkeznek, aminek eredményeként a kiilonb6z6 termékek
kiilonb6z6 aranyban képzddnek, 3) végiil pedig a lipidmetabolizmus sok 1épése hasznal
kiilonb6z6 preferencidju redundans enzimeket, a lipidosszetétel valtozatossaga igy ezen
(Harayama & Riezman, 2018).

A zsirsavak a komplex lipidek alapvetd épitdkdvei, ugyanakkor maguk is szamos
metabolikus és jelatviteli funkciéval birnak. A citoplazmaban zajl6 de novo
acetil-CoA

Osszeszerelésével jutunk el a telitett palmitinsavig (16:0), amib6l aztan kiilonbozo

zsirsavszintézis  soran  kétszénatomos egységek  Iépésenkénti

lanchosszabbitdsi és/vagy deszaturacios, valamint hidroxilezési 1épéseken keresztiil

képzddik a zsirsavak széles palettaja (4. dbra) (Ali & Szabd, 2023).

de novo/taplalékbdl felvett

csak taplalékbdl felvehetd

acetil-CoA T o COCH
18:3 n-3
+ AcCC [
malonil-CoA —»— 20:5n-3
v N U NP t 16 2
& ¥  FAS 189 6 06, e COCH
- ¥ 22:6 -3 (DHA)
g /“"'—“"’\”’_““/\"H‘&‘; ~Loen lﬂ 18:3n-6
Q
e 16:0 ——» 16:1 n-7 7 RPNy
@ SCD 20:4 n-6 (AA)
g l
(4]
&
- e oo DOH 89 e e e o o -COOH
18:0 S 18:1n-9 3%
AS
' ¥ =3 20:3n9
A\ ' v Mead-sav
24:0 24:1n-9

Deszaturacio

4. abra: Zsirsavak szerkezete és szintézise. AA, arachidonsav; ACC, acetil-CoA-karboxilaz;
DHA, dokozahexaénsav; FAS, zsirsav-szintetaz; SCD, sztearoil-CoA-deszaturaz.

A zsirsavak jelolésére az (XX:Y n-Z) formulat hasznaljuk, ahol az X a szénlanc

hosszat, Y pedig a kettds kotések szamat jelzi. Az altaldban cisz konfiguracioji é€s

crer

zsirsavvégtdl szamitott poziciot adjuk meg (n-Z). A legabundansabb és legfontosabb
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emlds zsirsavak kozé tartozik a telitett palmitinsav (16:0) és sztearinsav (18:0), az
egyszeresen telitetlen olajsav (18:1 n-9) és a két kettds kotéssel rendelkezd linolsav
(18:2 n-6), tovabba a politelitetlen arachidonsav (AA, 20:4 n-6) és dokozahexaénsav
(DHA, 22:6 n-3) (4. dbra). Fontos kiemelni, hogy az emldsok nem képesek az els6
elongacids ¢és deszaturdcios lépés utan keletkezd olajsavbol tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat szintetizalni (kivétel az in. Mead-sav, 20:3 n-9), azok beépitéséhez kiilsé
tapanyagforrasra van szlikség, ezért a taplalkozas jelentés befolydssal van a
lipidosszetételre.

A szervezet szintjén a lipogenezis elsdsorban a hepatocitdkban ¢és az
adipocitakban zajlik. A sejt szintjén a komplex lipidek szintézisének f6 szintere az
endoplazmatikus retikulum, de mas organellumoknak is jut szerep, pl. a TG és CE
szintézisében a lipidcseppecskék vesznek részt, a komplex szfingolipidek eldallitasa
pedig a Golgi apparatusra specializalodik. A foszfatidilglicerin (PG) és a kardiolipin (CL)
mitokondrialis, mig a bisz(monoacilgliceril)foszfat (BMP) lizoszémalis markerlipidként
ismertek. Intenziv és specifikus valogatasi és szallitasi (,,sorting”) események
kovetkeztében a sejtorganellumok lipidosszetétele jelentdsen eltér a sejten beliil (Casares
¢és mtsai., 2019; van Meer ¢és mtsai., 2008).

A glicerinvézas lipidek bioszintézisének kiinduldsi vegyiiletei a glikolizisbol
szarmazé dihidroxiacetonfoszfat (DHAP) és a glicerin-3-foszfat (G3P), amelyek ezaltal
kapcsolodasi pontot biztositanak a két nagy metabolikus kor kozott. Ezen szubsztratokbol
koenzim-A-aktivalt zsirsavak beépitésével eldszor a kozos prekurzor foszfatidsav (PA)
jon 1étre 1-acil-lizofoszfatidsavon (LPA) keresztiil (5. dbra). A kiilonb6z6 fejcsoporth
membranlipidek szintézise a PA-bol kétféle mechanizmussal torténik. Citidin-difoszfat-
aktivalt diglicerid (CDP-DG) koztiterméken at képzodik a PI és a PG (valamint a CL és
a BMP), mig a PC és a PE (valamint a PS) szintézisekor a PA-foszfataz révén keletkezd
diglicerid (DG) kapcsolodik CDP-aktivalt polaris fejcsoportokkal (CDP-kolin és CDP-
etanolamin). A PC PE-bdl is keletkezhet szekvencialis metilezések utjan, harmadik
lehetséges szintézisutja pedig kapcsolodasi pontot jelent a GPL- és SL-metabolizmus
fejcsoport DG-hez kotddik. A DG-bol egy tovabbi zsirsav felvételével TG keletkezhet,
igy a DG fontos koztitermék a membranlipid/raktarozo lipid arany szabdlyozasa
tekintetében is. Mindemellett a DG sokrétli jelatviteli szerepet is betdlt szamos

szignalfehérje (pl. proteinkindz C) aktivalasa vagy toborzésa révén.
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Az éter tipusu glicerolipidek szintézisének elsd két 1épése a peroxiszomaban
zajlik, ahol az 1-acil-DHAP acilcsoportja zsiralkohollal torténd szubsztitucid soran
alkilcsoportra cserélddik; a reakciot az alkilgliceronfoszfat-szintaz (AGPS) katalizélja.
Az 1-alkil-DHAP redukciojaval keletkez6 1-alkil-LPA-t mar a diacil lipidek szintéziséért
is felel6s enzimrendszer alakitja tovabb. A viniléterkotést 1étrehoz6 deszaturaz preferalt
szubsztratként 1-alkil-2-acil-PE-t hasznal, igy nem meglepd, hogy az un. plazmalogén
(alkenil) lipidek jellemz6en PE szarmazékok (PE-P, 5. dbra).

DAz OH

0 +— [DHAP T—* G3p +——— lal,
GPD2 .

OH

1-acil- D-HAP Glicerin

E—*E

1-alkil-DHAP

CDP-DG O-Aci

l \\-\w

I\ |

BEMP CcL PIR, PE-P +——— PE — PS5

PA

5. abra: A glicerolipidek metabolizmusa. AGPS, alkilgliceronfoszfat-szintaz, BMP,
bisz(monoacilgliceril)foszfat; CDP-Cho, citidin-difoszfat-kolin; CDP-DG, citidin-difoszfat-
diglicerid; CDP-Etn, citidin-difoszfat-etanolamin; Cer, ceramid; CL, kardiolipin; DG, diglicerid;
DHAP, dihidroxiacetonfoszfat, GPD2, glicerin-3-foszfat-dehidrogenaz-2; G3P, glicerin-3-
foszfat; LPA, lizofoszfatidsav; MG, monoglicerid; PA, foszfatidsav; PC, foszfatidilkolin; PE,
foszfatidiletanolamin; PE-P, plazmalogén-foszfatidiletanolamin; PG, foszfatidilglicerin; PI,
foszfatidilinozitol; PIP,, foszfatidil-inozitol-n-foszfat; PS, foszfatidilszerin; SM, szfingomielin;
TG, triglicerid.

A komplex glicerolipidek katabolizmusa hidrolitikus folyamatok révén szamos
koztiterméket termel. A zsirsavakat, fejcsoportokat, illetve fejcsoport Osszetevoket
lehasito foszfolipazokat 4 csaladba soroljuk hasitohelyiik szerint. A foszfolipaz Ai/Az
(PLA1/PLA;) az sn-1/sn-2 észterkotést bontja lizolipidek egyidejii képzddésével,
amelyek tovabb hidrolizalodhatnak, illetve reacilezOdhetnek. Az egymast kovetd
hidrolitikus és reacilezési reakcioknak fontos szerepiik van, mert posztszintetikusan

crer

hatarozzdk meg a glicerinvdzon a zsirsavak Osszetételét ¢és poziciojat

15



Irodalmi attekintés

(zsirsavatrendez6dés, Lands-ciklus). A foszfolipaz C (PLC) a foszfattartalmua
fejesoportot hasitja, mikozben DG keletkezik, a foszfolipaz D (PLD) pedig a fejcsoportot

a foszfodiészter-kotés alapvazzal ellentétes oldalan hasitva PA-t hoz létre (6. dbra).

L

PLA. LPLAT
sn-1 _O —é— R.l FA-CoA
PLC PLA;
DG « sn2 f——Q =+ R:
_ » LPL > FFA
PLD . PLA;2
PA sn-3 bs—p = X l
PLC FA metabolitok
GPL
L J

6. abra: A foszfolipazok hasitasi helyei. DG, diglicerid; FA, zsirsav;
FA-CoA, zsirsav-koenzim A; FFA, szabad zsirsav; GPL, glicerofoszfolipid;
LPL, lizofoszfolipid; LPLAT, lizofoszfolipid-aciltranszferaz; PA, foszfatidsav;
PLA1, foszfolipaz Aip; PLC, foszfolipaz C; PLD, foszfolipaz D.

A szfingolipid-metabolizmus kozponti eleme a Cer (7. dbra). De novo szintézise
soran szerin és palmitat reakciojabal telitett szfinganin bazis (dihidroszfingozin, DHSPH)
képzddik, amit specifikus Cer-szintetazok (CerS) acileznek. A 1étrejové dihidroceramid
(DHCer), illetve az annak deszaturaciojaval keletkez6 Cer foszforilalodhat (CerlP),
glikozilez6dhet (Glu/GalCer) vagy foszfokolin fejcsoport kapcsolodhat hozza (SM). A
komplex SL-ek lebontasa specifikus hidrolazok segitségével megy végbe. A Cer
hidrolizise szfingozint (SPH) termel, ami reacilez6dhet (“salvage” tutvonal) vagy
szfingozin-1-foszfatta (S1P) alakulhat. A SL-metabolizmus megfelelé miikodésének
fontossagat jol illusztralja az a tény, hogy szamos anabolikus és katabolikus 1épéshez
kothet6 betegség direkt vagy indirekt modon. Ilyen pl. a Niemann-Pick betegség, egy

szfingolipidozis tipusu zavar, amikor SM halmozodik fel a lizoszomaban.

SPT Cers
Ser + 16:0-CoA —»—» DHSPH ———* DHCer
A4 deszaturdz
DG PC
.‘RSMS v Etn-P
SM 3 * Cer =—* SPH — S51P —» +
komplex GSL g——* GluCer GalCer z——* szulfatidok Cer1P

7. abra: A szfingolipidek metabolizmusa. Cer, ceramid; CerS, ceramid-szintetaz; CoA,
koenzim-A; DG, diglicerid; DHCer, dihidroceramid; DHSPH, dihidroszfingozin; Etn-P,
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etanolamin-foszfat; GalCer, galaktozilceramid; GluCer, gliikozilceramid; GSL,
glikoszfingolipid; PC, foszfatidilkolin; Ser, szerin; SM, szfingomielin; SMaz, szfingomielinaz;
SMS, szfingomielin-szintetaz, SPH, szfingozin; SPT, szerin-palmitoil-transzferaz; SIP,
szfingozin-1-foszfat.

2.5. A tumorképzédés és a lipidmetabolizmus osszefiiggései

A metabolikus atprogramozodas a malignitas egyik védjegye (Hanahan, 2022;
Hanahan & Weinberg, 2011; Molendijk és mtsai., 2020), amelynek kovetkeztében a
sejtek szelekcids eldonyre tesznek szert a tumorigenezis sordan. Lassan 100 éves Otto
Warburg azon megfigyelése, hogy a rakos sejtekben felgyorsul a gliikkoz laktatta torténd
konverzioja oxigén jelenlétében is (Warburg, 1924; Warburg és mtsai., 1927; Warburg &
Minami, 1923). A legljabb eredmények szerint azonban — Warburg eredeti
feltételezésével szemben — a felgyorsult aerob glikolizis nem elsddleges és univerzalis
kovetkezménye a diszfunkcionalis mitokondrialis mikodésnek, hanem a Warburg-
effektus a legtobb tumorban alapveto része egy ,,0nz0” metabolikus atprogramozddasnak,
ami szamos szignalutvonal kdlcsonhatasanak eredménye (Vaupel & Multhoff, 2021).
Ilyen tobbek kozott a hipoxiaindukalt faktor 1 komplex taltermelddése, ami példaul a
gliikoztranszporterek expresszidjanak megemelkedéséhez vezet. A p53 tumorszupresszor
gén mutacidja gatolja a mitokondrialis oxidativ foszforilacidt és a glikolizis utvonalat
erésiti. Az egyik legfontosabb sejtnovekedést serkentd ttvonal, a PISK-AKT-mTOR
(foszfoinozitid-3-kinaz—protein kinaz B — mammalian target of rapamycin), mutacioja
kovetkeztében ez az Utvonal novekedési szigndl nélkiil is folyamatosan aktiv lesz és
tumorszupresszidhoz hozzajarulo LKB1-AMP (liver-kinaz-B1-adenozil-monofoszfat)
szignaltt lehalkul (Shackelford & Shaw, 2009).

A tumor fejlodése soran a rakos és a sztromasejtek képesek ugy atprogramozni a
mennyiségli és mindségii lipidet, ezt pedig de novo lipidszintézisiik Gjraaktivalasaval érik
el (Bian és mtsai., 2020) (8. dbra). A glikolitikus szénaramlas lipid-bioszintézisbe torténd
atiranyitasdhoz sziikséges két kulcsenzim az ATP-citrat-lidz (ACLY) és a zsirsav-
szintetaz (FAS). Az ACLY a citoszolikus citratot konvertalja acetil-CoA-va és
oxalacetatta, igy biztositva esszencialis komponenseket a lipidszintézishez. Az ACLY
megndvekedett aktivitdsa szlikséges a sejtndvekedéshez és a tumorigenezishez (Bauer és
mtsai., 2005). A FAS katalizalja az acetil-CoA ¢és a malonil-CoA kondenzacidjat a hossza

szénlancu telitett zsirsavak eldallitasahoz; a FAS enzimek overexpresszidja nagyon rossz
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prognozissal és multidrogrezisztencidval tarsul (Papaevangelou és mtsai., 2018). Az AKT
fehérje aktivacioja az acly és a fasn gének expressziojat is indukalja, a PI3K-AKT-mTOR
utvonalon keresztiil pedig aktivalodnak a lipidhomeosztazisban kulcsfontossagh szerepet
jatsz6 enzimek is, tobbek kozott a telitett zsirsavszintézis sebességmeghatiarozo enzime,
a sztearoil-CoA-deszaturaz (SCD1) és a SREBP (sterol regulatory element binding
protein) fehérjecsalad tagjai (Eberlé és mtsai., 2004). Az SCD1 taltermelddése elésegiti

crcr

crcr
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8. abra: Metabolikus atprogramozdédas a tumorban. ACLY, ATP-citrat-liaz; FAS, zsirsav-
szintetaz; MUFA, egyszeresen telitetlen zsirsav; SCD, sztearoil-CoA-deszaturaz; CE, koleszteril-
észter; TCA, citromsavciklus; TG, triglicerid.

A tumorsejt a membran-bioszintézishez sziikséges zsirsavakat és lipideket az
extracellularis térbol is fel tudja venni. A PI3BK-AKT-mTOR szignalizacios ut aktivalja a
sejt zsirsavfelvételét és gatolja a zsirsavoxidaciot is (Deberardinis és mtsai., 2006). A
megnovekedett zsirsavfelvétel a hajtoereje az attétképzésnek ¢és a rezisztencia
kialakuldsanak. Ebben kulcsszerepet jatszik a CD36 receptorfehérje, ami a hosszl
szénlancu zsirsavakat internalizalja és a sejt invazios képességét fokozza (Pascual és
mtsai., 2017). A CD36 expresszioja rakos betegekben nagyon rossz prognézissal tarsul
(Feng és mtsai., 2019). A rakos sejtek az ujonnan szintetizalt és az extracellularis térbdl

felvett, de még fel nem hasznalt zsirsavakat trigliceridek formajaban lipidcseppecskékbe
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zarva képesek tarolni és sziikség esetén felszabaditani a tovabbi sejtproliferacio és invazio
eldsegitésére.

A PI és metabolikus termékei szamos szignalitvonalat aktivalnak, tobbek kozott
a fentebb bemutatott PI3K-AKT-mTOR utvonalat (Engelman és mtsai., 2006). A
foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat szintjének emelkedése kontrollalatlan sejtnovekedést
és tumorfejlédést eredményez (Yuan & Cantley, 2008). A PE, mint lipidchaperon,
szerepet jatszik a membranfehérjék megfeleld feltekeredésében. Csokkent mennyisége
rosszul vagy egyaltalan fel nem tekeredett fehérjéket eredményez, ami kronikus
endoplazmatikus retikulum stresszt indukal, és ezaltal rak kialakulasahoz vezethet (Patel
& Witt, 2017).

A Cer a komplex szfingolipidek szintézisének prekurzora, egyszerre rendelkezik
szerkezeti és jelatviteli funkciokkal. Altalaban antiproliferativ hatassal bir: gatolja a
sejtnovekedést, apoptozist indukal, sejtoregedést szabalyoz (Mullen & Obeid, 2012). A
Cer-bioszintézisben szerepet jatszo6 enzimek expresszidjanak fokozasat ezért
tumorterapias lehetdségként tartjak szamon (Moro és mtsai., 2019). Ugyanakkor a GSL-
ek kozé tartoz6 cerebrozidok megnovekedett koncentracidja nagyobb ellenalloképességet
biztosit a tumorsejteknek a kemoterapiaval szemben azaltal, hogy indukélja a p53 gén
expresszidjat (Hosain és mtsai., 2016). Ismert tény az is, hogy bizonyos rakos sejtek
jelentds mennyiségli gangliozidot bocsatanak ki a TM-be. A gangliozidok és a
gangliozidreceptorok interakcidja aktivalja a vaszkularis-endotelialis novekedési faktor
szignalizacios Utvonalat, ami angiogenezishez vezet (Chung és mtsai., 2016; Lang és
mtsai., 2001). A megemelkedett SM-szint promalignus hatassal birhat, amennyiben
csokkent szfingomielinaz aktivitassal és emiatt csokkent proapoptotikus Cer-szinttel
tarsul, ezaltal tdimogatva a tumorsejtek talélését és novekedését (K. Zheng és mtsai.,
2019).

A szfingolipid-halozat foszforilalt és nem-foszforilalt koztitermékei teljesen
ellentétes bioldgiai szerepeket toltenek be, pl. a Cer és az SPH apoptozist és sejtciklus-
leallast indukal, mig a CerlP vagy az S1P a tulélésben és ndvekedésben vesz részt
(Espaillat és mtsai., 2015; Guo és mtsai., 2015; W. Zheng és mtsai., 2006).

A rékos folyamatokban kiemelked6en fontos szerepet jatszanak a
membranlipidek metabolizmusaval képz6dé jelatviteli lipidek is. A rakos sejtek
szekretaljak ezeket a bioaktiv lipideket, amelyek autokrin vagy parakrin modon szamos
szignalutvonalat indukalnak a tumorigenezis elésegitésére (Hisano & Hla, 2019). A

foszfolipazok altal termelt arachidonsav (AA) példaul a ciklooxigenaz vagy a lipoxigenaz
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utvonalon olyan mediatorokka (prosztaglandinok, leukotriének) alakulhat, amelyek aztan
tobbségében tumorpromotald hatasuak, illetve szintén a tumorfejlédést eldsegitd
kronikus gyulladasos allapotot tarthatnak fenn (Chiurchiu és mtsai., 2018; Fishbein és
mtsai., 2021).

Tobbféle raktipusnal megfigyelték, hogy megvaltozik a sejtek PC-metabolizmusa
PLC és/vagy PLD megemelkedett aktivitasa kovetkeztében (Wolf és mtsai., 2023); mind
az elébbi hatasara keletkez6 DG, mind az utobbi altal termelt PA masodlagos hirvivéként
a tumorképzd6déshez, fejlédéshez és invazidhoz sziikséges szignalGtvonalakat indukal
(Cooke & Kazanietz, 2022; Gomez-Larrauri és mtsai., 2023).

Az egyik nagy figyelmet kivaltd lipidmediator az LPA, amely foként LPC-bdl
képzddik az autotaxin (ATX) nevii PLD tipust enzim altal. Hat darab G-fehérje-kapcsolt
receptora ismert, és a rakos transzformaciotol kezdve a proliferacios, invazids ¢€s
metasztatikus 1épéseken at a genotoxikus vagy metasztatikus stressz kivédéséig szinte
minden tumorigenikus folyamatban részt vesz (G. Tigyi és mtsai., 2021; G. J. Tigyi és
mtsai., 2019).

A rékos sejtek nemcsak a sajat, de a sztromasejtek metabolizmusat is képesek
atprogramozni példaul olyan citokinek felszabaditasaval, amelyek a sztromalis
adipocitakat arra késztetik, hogy zsirsavakat szekretdljanak (Isd. fentebb), és igy
energiaforrasként szolgaljanak a gyors tumorndvekedéshez (Corn és mtsai., 2020). A
tumorasszocialt fibroblasztok LPC-t bocsatanak ki, ami az ATX/LPA utvonalon keresztiil
segiti a proliferaciot €és migraciot (Aiello & Casiraghi, 2021; Auciello és mtsai., 2019).

Evtizedekkel ezelétt megfigyelték azt is, hogy a rakos sejtek membranjai nagyobb
mértékben tartalmaznak éterlipideket, mint a normal, egészséges sejtek (Albert &
Anderson, 1977; Howard és mtsai., 1972; Snyder & Wood, 1969). Azdta szamos
publikacid sziiletett ezzel kapcsolatban (Benjamin és mtsai., 2013; Roos & Choppin,
1984; Stazi és mtsai., 2019; Zhu és mtsai., 2014), azonban a hattérben meghtz6do6 pontos
mechanizmus, e specidlis lipidspecieszek jelentdsége még mindig nem tisztazott.

A fentiekbdl lathatjuk, hogy az onkogén jelutak aktivalasa eldsegiti a
lipidanyagcseréhez sziikséges gének fokozott expresszidjat, a lipidanyagcsere
intermedierek pedig onkogén szignalutvonalakat indithatnak be. Ebben a komplex
szabalyozasban a TM-b6l szarmazoé jelek is aktivan részt vesznek, és ez a metabolikus
flexibilitas teszi lehetdvé, hogy a tumor a fejlodése soran adekvat és adaptiv modon

reagaljon a kdrnyezetére.
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2.6. A membranok szerepe a tumorképzodésben

Az atprogramozott metabolizmus kovetkeztében a rakos sejtek membranlipid-
Osszetétele merOben eltér az egészséges szoveti sejtekétdl, s6t még a malignus
transzformacio egyes stadiumaiban is kiilonbozik a sejtek lipidomja (Bernardes & Fialho,
2018; Casares és mtsai., 2019). Bizonyos metasztatizald sejtek példaul csokkentik a
sejtmembranjukban 1évé koleszterin mennyiségét, hogy az igy kialakulo fluidabb,
ten Hagen, 2017). Az SM képes intermolekularis hidrogénhidak létrehozasara, ahol
példaul a GPL-ek akceptorként szerepelnek, szemben az SM-mel, amely donorként
funkcional. A plazmamembran kiilsé rétegében az SM nagymértékli novekedése
csokkenti a membranfluiditast és permeabilitast, noveli a membran fizikai
ellenalloképességét, csokkenti a kontaktgatlast és a sejt-sejt kommunikéciot,
hozzéjarulva a rakos sejtek TM-hez valo fokozott alkalmazkoddoképességéhez (Nicolson,
1982; Tallima és mtsai., 2021) és kemoterapiaval szembeni rezisztenciajahoz (Slotte &
Ramstedt, 2007).

Fontos megjegyezni azt is, hogy a koleszterin és a SL-ek szorosan
»osszecsomagolt”  membran-mikrodoméneket  (tutajokat)  alkotnak, amelyek
kulcsfontossaguak szamos fizioldgiai, ill. patofiziologiai folyamatban (PIKE, 2004). A
tutajok fontos szerepet jatszanak a receptorok lokalizaciojaban, és magaban a
jelképzésben, jeltovabbitasban. Ezek a mikrodomének fehérjeplatformokat képesek
egybegylijteni, ¢és a fehérjék szelektalasaval ¢és egymas kozelébe rendezésével
parhuzamosan 1) lipidkdrnyezetet alakitanak ki. A specifikus receptorok monomerjei
egymas kozelében itt kapnak lehetdséget az oligomerizacidra és a szupramolekularis
csoportosulasra, és ezaltal a felerdsitett jelképzésre. A malignus allapotokban a
lipidtutajok altal kozvetitett jelerdsités az onkogenikus €s prometasztatikus folyamatokat
is érinti. Az angiogenezis, az epitelidlis-mezenchimalis atmenet, a migracid, az
extravazacid és a sejtadhézid szabalyozasdban ezek a szignalplatformok kiemelkedd
szerepet jatszanak (Greenlee és mtsai., 2021; Mollinedo & Gajate, 2015; Roy & Patra,
2023; Vona és mtsai., 2021).

2.7. A membranok, a stresszvalasz és a tumorképzodés osszefiiggései

A membranok igen érzékenyen reagalnak a kornyezeti valtozasokra, igy
alkalmasak arra, hogy részt vegyenek a kornyezeti valtozasok érzékelésében. A

hésokkvalasz, ill. altalanosabban a sejtszintli stresszvalasz evoliciésan konzervalt
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mechanizmus. Kornyezeti és fizioldgias stresszorok, mint példaul a ho, oxidativ stressz,
nehézfémek, toxinok, bakterialis fert6zések indukaljak, és ez a rendszer biztositja a sejt
életét veszélyeztetd hatasok elleni védelmet (Akerfelt és mtsai., 2010). Mara 4ltalanosan
elfogadotta valt a kutatécsoportunk altal elséként megfogalmazott membranszenzor-
hipotézis (Bromberg & Weiss, 2016; Vigh és mtsai., 1998), amely szerint a membranok
¢és a stresszvalasz kozott szoros kapcsolat all fenn (Balogh és mtsai., 2013; Torok és
mtsai., 2014; Vigh, Nakamoto, ¢és mtsai., 2007; Vigh és mtsai., 2005; Vigh és mtsai.,
2007). A membranok képesek érzékelni a kdrnyezeti valtozasokat, és a fazisallapotukban
¢s mikrodomén-szerkezetiikben bekovetkezd valtozasok révén tovabbitani tudjak azokat
a jeleket, amelyek a stresszfehérje gének transzkripcidjat aktivaljak (Balogh és mtsai.,
2005, 2013; Balogi és mtsai., 2019; Crul és mtsai., 2013; Csoboz és mtsai., 2018; Horvath
¢s mtsai., 2008; Nagy és mtsai., 2007; Torok és mtsai., 2014; Vigh, Horvath, és mtsai.,
2007; Vigh és mtsai., 1998; Vigh és mtsai., 2007). Patolégias koriilmények kozott, mint
példaul rdkos megbetegedéseknél, megvaltozik a membran Osszetétele, fizikai allapota,
ami a hdsokkfehérjék emelkedett expressziojahoz vezethet (Bromberg & Weiss, 2016;
Vigh és mtsai., 1998).

A membranok fizikai allapota és a stresszvalaszadd képesség 0Osszefliggését
elsoként K562 kronikus mieloid leukémia emlds sejteken bizonyitottak csoportunkban
(Balogh és mtsai., 2005), illetve késébb B16 egérmelanoma sejteken (Nagy és mtsai.,
2007). Mikroszkopos képalkotod technikak segitségével a mikrodomének valos idejii
kovetése révén, illetve lipidomikai modszerek felhasznalasaval tovabbi bizonyitékokat
szereztiink arr6l, hogy bizonyos lipidek hogyan vesznek részt a komplex, membranfiiggd
stresszvalasz jelképzésében (Balogh és mtsai., 2010, 2011; Brameshuber és mtsai., 2010;
Gombos ¢s mtsai., 2011; Gungor és mtsai., 2014; Peksel és mtsai., 2017). Ezen
ismereteknek koszonhetden az elmult évtizedekben elétérbe keriilt a membranlipideket
célzo terapiak fejlesztése (Escriba és mtsai., 2015), s6t szamos membranlipid-terapias
hatdanyag tesztelése mar klinikai fazisban van (Dadhich & Kapoor, 2022; Fei és mtsai.,
2023; Lopez ¢és mtsai., 2023). Csoportunk is aktiv résztvevd a diabétesz és a
neurodegenerativ betegségek membrantdmadaspontu, stresszfehérje alapu (Crul és
mtsai., 2013; Kasza és mtsai., 2016; Torok és mtsai., 2003; Vigh és mtsai., 1997),
valamint a rak membranlipid-terapias lehetdségeinek kutatasaban (Antal és mtsai., 2015;
Mishra és mtsai., 2022).
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2.8. A lipidomikai munkafolyamat

A kvantitativ  bioanalitikai modszereck fejlesztése elengedhetetlen a
lipidmetabolikus folyamatok értelmezéséhez. A lipidek analitikaja nagy kihivast jelent,
mert szerkezeti sokféleségiik mellett a teljes polaritasi skalat lefedik a szénhidrogénekben
oldado trigliceridektdl a vizoldékony gangliozidokig, koncentracidjukat tekintve pedig
5-6 nagysagrendnyi kiilonbség is lehet az egyes lipidspecieszek kozott.

A modern lipidanalitikai modszerek kozott kiemelt helyet foglalnak el a
tomegspektrometria (MS) alapt technikak, amelyek képesek megfelelni a fenti
kihivasoknak. Az MS alapu lipidomikai munkafolyamat egy soklépéses eljaras, ami
magaba foglalja a megfelel6 minta(eld)készitést, a helyes mintatarolast (¢és szallitast),
sziikség esetén a minta feltdrasat/homogenizélasat, a lipidextrakcidt, az MS analizist, a

tomegspektrumok kiértékelését, valamint az adatok statisztikai elemzését €s értelmezését.

2.8.1. Lipidextrakcio

A hagyomanyos lipidextrakcid sordn kétfazisu, folyadék-folyadék extrakciot
végziink a lipidek szelektiv kinyerésére. A legelterjedtebb lipidextrakcios eljarasok
(Bligh&Dyer-extrakcio, Folch-extrakci6é (Bligh & Dyer, 1959; Folch és mtsai., 1957))
tobbkomponensii olddszerelegyet alkalmaznak, ahol az alkoholos Osszetevé (metanol,
izopropanol) biztositja a lipidek és fehérjék kozotti kolesonhatasok felbontasat, az
apolaris szerves komponens (kloroform, éter) szelektiven kiextrahalja a lipideket a
metabolom polarisabb komponensei (pl. cukrok, szerves savak, aminosavak) mell6l, mig
a viz vagy vizes soéoldat a fazisszeparacid indukalasaval biztositja a vizoldékony
vegyiiletek (polaris metabolitok, sok) eltdvolitasat a vizes fazisba. A kétfazist extrakcidk
igen tiszta lipidextraktumot eredményeznek és a lipidom nagy részét — legalabbis
mennyiségi értelemben — valoban kvantitativan kiextrahaljak. Ugyanakkor idéigényesek
lehetnek, és a polarisabb, tobbnyire kis mennyiségben jelenlévo lipideket (pl. lizolipidek,
foszfattartalmu jelatviteli lipidek, gangliozidok) részben vagy teljesen elveszitjiik a
fazisszeparaciokor. Ennek kikiiszobolését és egyben az extrakcios folyamat lényeges
felgyorsitasat  teszik lehetdvé az egyfazisu extrakciok, mint példaul a

kutatocsoportunkban validalt metanolos extrakcid (Péter és mtsai., 2017).

2.8.2. Tomegspektrometria

A lipidomikai munkafolyamat lelke a tdmegspektrometriai analizis. Napjainkban

az atmoszférikus nyomdson torténd ionizacids technikak dominalnak, ezek koziil is
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messze a leggyakrabban hasznalt modszer az elektrospray ionizaciéval kapcsolt MS (ESI-
MS), ami érzékenységével, kis mintaigényével, folyadékfazisu elvalasztasi technikakkal
vald konnyii kapcsolhatosagaval és a lipidom széles lefedettségével tiinik ki (Hol¢apek

¢és mtsai., 2018).

2.8.2.1. Mintabeviteli stratégiak

A mintabeviteli stratégidk harom nagy csoportjat a direkt injekcios, un. shotgun
megkozelitések, a folyadékkromatografiaval kapcsolt technikak (LC-MS) és a
deszorpcids ionizacids modszerek alkotjak; utobbiakat gyakran haszndljdk MS alapt
képalkotashoz (Isd. 2.9.1.).

A shotgun lipidomikdban a lipidextraktumot kozvetleniil juttatjuk be a
tomegspektrométerbe. A modszer {6 hatranya a kromatografids elvalasztds hianyabol
ered, mert a ,,mindent egyszerre” mintabeviteli stratégia egyrészt jelentds ionszupressziot
eredményezhet, masrészt nem teszi lehet6vé a kiillonbozé izomer és/vagy izobar
specieszek felbontasat. A direkt infuzié ugyanakkor a médszer fontos elénye is, ugyanis
a tomegspektrumokat az infuziés oldat 4alland6 koncentracidja mellett gyiijtjiik
tulajdonképpen iddkorlat nélkiil, ezéltal sokféle MS vizsgélat (fragmentacios analizisek,
kivalasztott ionmonitorozas, stb.) elvégzésére van lehetdségiink (Hu és mtsai., 2020). A
shotgun mintabevitel konnyen kapcsolhatd ionmobilitas feltéttel, ami az ionizalt
analitmolekuldk gazfazisii elvalasztasaval jelentdsen javithatja a spektrumtisztasagot,
novelve ezzel az érzékenységet és a lipidspecieszek azonositasanak megbizhatosagat.

A shotgun MS mellett az LC-MS a leggyakrabban alkalmazott lipidanalitikai
modszer. FO eldnye az elvéalasztasi modok relative széles skaldja, ami szinte barmilyen
tipusu lipidelvalasztasi feladatra rdszabhaté. A forditott fazisi LC messze a
legelterjedtebb, mert képes a lipidspecieszeket lanchosszuk és telitetlenségiik alapjan
elvalasztani; éppen emiatt azonban a kvantitalas problémaba iitkozhet, mert az
alkalmazott standard és a meghatdrozand6 analit ionizacidja eltérhet a szepardcio
kovetkeztében. A hidrofil kdlcsonhatasu LC ezzel szemben polaris fejcsoport szerinti
elvalasztast biztosit, ezért a polaris glicero- és szfingolipidek kvantitalasanak preferalt

modja, mig a normal fazisiu LC a nempoléris lipidosztalyok szeparacidos modszere.

2.8.2.2. Tomeganalizatorok

Az MS alapu lipidomika utébbi két évtizedben dokumentélhatéd térhoditasanak

kulcsa kétségteleniil a modern, nagy felbontdsu analizatorok megjelenése volt. Az
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Orbitrap ¢és Fourier-transzformacios ionciklotron rezonancia késziilékek nagy felbontast
(Rs > 150 000), nagy tomegmérési pontossagot (< 2 ppm), nagy érzékenységet ¢s széles
dinamikus tartomanyt biztositanak. Ezek a tulajdonsagok — itt nem részletezett okok miatt
— kritikusak a lipidspecieszek azonositasa terén. Ezen jellemzoknek kdszonhetden az
azonositdas mar az MS1 szkennelés alapjan is lehetdvé valik az Osszegképlet formula
szintjén (Isd. 2.8.4.), MS/MS, illetve MSn fragmentacios kisérletekkel pedig a
zsirsavlabak Osszetételét is feloldhatjuk. Az ilyen tipusu analizatorok ezért kitinéen
alkalmazhat6ak a shotgun megkozelitéssel kombindlva. Alacsonyabb felbontasu
analizatorok esetében (quadrupdl, ioncsapda, repiilési id6) alapveté fontossaghiak a
kiilonbo6z6 tipusu fragmentacios analiziseken alapul6 lipidspeciesz azonositasi technikak,

illetve eldnyt élveznek a kromatografias elvalasztassal kapcsolt modszerek.

2.8.2.3. Kvantitdlas

A kvantitativ lipidomikai analizis kulcsfeltétele a megfeleld extrakcios €s/vagy
bels¢ standardok kivalasztasa, minimalisan legaldbb egy standard/lipidosztaly
alkalmazasa javasolt. Bels6 standardként hasznalhatunk az adott mintaban nem fellelhetd,
tehat nem-endogén lipidspecieszeket (eml6s minta esetében pl. rovid vagy paratlan
szénlancu specieszek). Az utobbi években tobb, egy bizonyos lipidmatrixra optimalizalt,
deuteralt analogokat tartalmazo lipidmix keriilt kereskedelmi forgalomba (pl. plazma
SPLASH mix, Avanti Polar Lipids), és tovabbi komoly eréfeszitések torténnek az
egységes standardizalas elémozditasara a teljes munkafolyamatra kiterjedéen (pl.
nemzetkdzi lipidomikai tarsasag (ILS) 1étrehozésa, nevezéktan egységesitése, kiértékeld
szoftverek kritikai attekintése (Kofeler €s mtsai., 2021; Ni és mtsai., 2023)).

A shotgun lipidomika egyszerli ¢és egyértelmii modot kinadl a lipidek
kvantitalasara, mivel a standard és az analizalandé molekuldk ugyanabban a matrixban
vannak jelen, igy azok ko-ionizacioja a teljes mérés alatt biztositott. A minél pontosabb
eredmények eléréséhez azonban figyelembe kell venni, hogy a lipidspecieszek
detektorvalasza szamos faktortol fiigghet, ilyenek pl. az infiziés oldat
lipidkoncentrécioja, az oldoszer, az alkalmazott additivok, valamint bizonyos mértékben

a zsirsavlancok hossza és kettdskotés-szama.

2.8.3. Adatfeldolgozas

A lipidomikai munkafolyamat kritikus 1épése az adatfeldolgozas, ami magaban

foglalja a lipidek azonositasat, az izotopkorrekcids szamitasokat, a jelek integralasat,
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valamint a relativ €s abszolut kvantitdlast. Ma mar dedikalt szoftverek léteznek ezen
feladatok automatizalt elvégzésére a shotgun (pl. LipidXplorer, ALEX) és LC-MS
(pl. LIMSA, LipidSearch) méodszerekhez egyarant, s6t a miiszergyartd cégek is kinalnak
komplett lipidomikai alkalmazasokat. Utobbiak azonban nem ellendrizhetd modon,
»feketedobozként” miikodnek, és sokszor eredményeznek tévesen, illetve pontatlanul
asszignalt specieszeket. Ennek elkeriilésére sokan, igy csoportunkban is, hazilag

fejlesztett szoftverekkel egészitjiik ki a nyers intenzitasadatok tovabbi feldolgozasat.

2.8.4. A lipidek nevezéktana
2005-ben a LIPID MAPS konzorcium kidolgozott egy atfogd osztalyozasi

rendszert a lipidekre, amely azokat 8 f6 kategdriaba sorolja, és a kémiailag pontosan
definidlt egyedi lipidspecieszeket adatbazisban rogziti (Fahy és mtsai., 2005). A
lipidomikai modszerek azonban sokszor nem képesek az izomer szerkezetek felbontasara,
illetve egyetlen molekulaspeciesz minden részletre kiterjedd meghatarozasara. 2013-ban
ezért javaslat sziiletett egy egyszerisitett nevezéktanra, amelynek kulcsjellemzdje, hogy
kizardlag a kisérletesen egyértelmiien bizonyitott szerkezeti elemeket annotalja egy
hierarchikus rendszer szerint (Liebisch és mtsai., 2013). Ezzel 6sszhangban a dolgozatban
az alabbi nevezéktani szabalyokat kovetjiik:

(A) Amennyiben a lipidmolekula ,,0sszegképletét” lehet csak meghatarozni, az
elnevezésében — glicerinvazas lipidek esetében — a lipidosztaly kétbetlls roviditését
zardjelben koveti a zsirsavldbak Osszesitettt szénatomszama, majd kettdsponttal
elvalasztva a kettds kotések 0sszesitett szdma, pl. PC(36:4).

(B) Ha annotalni lehet a zsirsavlabakat, de azok pozicidja nem ismert, akkor

2% 9

alulvonas ” ”, mig ismert sn-1/sn-2(/sn-3) pozici6é esetén perjel /" az alkalmazando
elvalaszto, pl. PC(16:0_20:4) vagy PC(16:0/20:4).

(C) Az O-alkil kotést ”O” (PC-0), mig az O-alkenil kotést P jeldli (pl. PE-P).

(D) A lizolipideket ”L” eldtag jelzi, pl. a lizofoszfatidilkolin jeldlése: LPC.

(E) Szfingolipidek esetében szintén hasznalatos az ,,0sszegképlet” formula, ami
az Osszesitett szénlanchosszon és kettdskotés-szadmon kiviil kiegésziil a hidroxilcsoportok
Osszesitett szamaval, pl. SM(34:1:2). Ha annotalni lehet a szfingoid bazis és az N-acillanc

tipusat, akkor az ebben a sorrendben torténik meg, pl. SM(d18:1/16:0), ahol a betiijelzés

a bazis OH-csoportjainak szamara utal (pl. d = dihidroxi, t = trihidroxi).
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2.9. A térbeli felbontas novelése

2.9.1. Tomegspektrometriai képalkoto technikak (MSI)

A tumorheterogenitas vizsgalatat, a tumor-TM interakcio és a (lipid)metabolikus
valtozasok feltérképezését 1) szintre emelték a térbeli felbontds novelését célzo
modszertani fejlesztések, elsdsorban a tomegspektrometriai képalkotd technikdk (MS
imaging, MSI). Az MSI szoveti metszetek kozvetlen, jelolésmentes, komplex feliileti
analizisét teszi lehet6vé, igy informaciot kaphatunk a lipidek, fehérjék, polaris
A legelterjedtebb MSI technikak a MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization —
matrix-asszisztalt lézerdeszorpcids ionizacié) és a DESI (desorption electrospray
ionization — deszorpcios elektrospray ionizacio)-MSI (Swales és mtsai., 2016).

A MALDI-MSI tobb szaz, sét akar tobb ezer molekula egyidejii detektalasara
képes. Az analizishez a szoveti metszetet egy specidlis MALDI matrixszal vonjak be.
Ezutan UV lézerrel sugarozzak be a mintat, amit @ matrix abszorbedl, ionizaloédik, majd
ionizalja az analitot (Greco és mtsai., 2021). A szdvet minden képkockajahoz tartozik egy
tomegspektrum, amely az adott teriilet analiteloszlasarol szolgaltat kvalitativ informaciot.
A modszer alkalmas peptidek, fehérjék és lipidek kimutatasara viszonylag gyorsan és
megbizhaté modon. Korabban az alacsony térbeli felbontasu (100 um) technikak kozé
soroltak (Nilsson és mtsai., 2015), mara azonban mar egysejt szintli vagy szubcellularis
térbeli felbontast is el lehet vele érni (Kompauer és mtsai., 2017). Hatranya, hogy gyakran
hosszadalmas matrixoptimalizalast igényel, az ionizaciohoz vakuumra, a megfeleld
detekciohoz pedig sokszor kémiai derivatizaciora van sziikség. A matrixhatas és az
extrakcios hatékonysag pixelenkénti variabilitdsa komoly akadalyt jelenthet a kvantitativ
mérések biztositasa tekintetében.

A DESI-MSI elénye, hogy atmoszférikus nyomason, friss vagy fagyasztott
mintakbdl, tovabbi minteldkészités nélkiil, tobb szaz kismolekula jelolésmentes, egyidejii
azonositasat teszi lehetové a szoveti feliiletrdl. A 1agy ionizacié sordn a szovetminta
felszinét elektromos toltésti oldoszerrel porlasztjak, majd a felszabaduld ionokat a
tomegspektrométerbe vezetik (Takats és mtsai., 2005). A mddszer j6 térbeli felbontast
(kb. 50 um) biztosit, hatranya azonban, hogy az extrakcios hatékonysag eltérd lehet a

kiilonb6z6 analitokra, ami a kvantitativitast gyengiti.
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2.9.2. Lézer-mikrodisszekcioval (LMD) kapcsolt technikdik

A térbeli felbontas novelésének alternativ modjat képviselik a 1ézer-
mikrodisszekcios (LMD) modszerek, amikor a mikroszkop alatt lathatova tett,
érdekl6désre szamot tartd szoveti sejteket lézer segitségével vagjuk ki tovabbi
vizsgalatokhoz. A 1ézer és a mikroszkop elhelyezkedése szerint megkiilonboztetiink

1) katapultalo és 2) gravitacios transzportot (9. dbra).

A %' +—— mintatarto B ,_____,
T _ minta
[ //polietilén membran %
L/ —— = ‘{:— targylemez — UV lézer
- UV lézer LT = o)\ +— tirgylemez
I “ pelietilén membran
I, minta

E’i— mintatartd

9. dbra: A lézer-mikrodisszekcié elrendezési lehetdségei

Mindkét esetben egy specialis, polietilén membrannal fedett targylemezre
helyezziik a vékony (tipikusan 5-20 um vastagsaga), fagyasztott vagy fixalt szoveti
metszetet. Az els6 elrendezésben (9A dbra) a mintat egy inverz mikroszkép motorizalt
mintatartdjara helyezziik Ggy, hogy a szoveti minta felfelé nézzen. A mintatart6 (altalaban
Eppendorf- vagy PCR-cs6 kupakja) a targylemez és a kondenzor kozott helyezkedik el.
Az objektiven keresztiil egy immobilis, fokuszalt, pulzaldo UV lézer segitségével az
liveglemezen athatolva kivagjuk a kivant szovetdarabot a membrannal egylitt. A preciz
disszekciohoz a szoveti metszet megfelel6 mozgatasat a motorizalt targyasztal biztositja.
A 1ézeres kivagast kovetden a minta kézepére egy joval er0sebb, fokuszalt 1ézerimpulzust
iranyitunk, amelynek hatasara a kivant mintadarab katapultal a szaraz, adheziv vagy
gyakrabban valamilyen oldoszerrel megt6ltott mintatartdé Kkupakba. A masik
elrendezésnél (9B dbra) egy hagyomanyos allo mikroszkop all rendelkezésiinkre, és a
membrannal fedett targylemezt a mintaval lefelé helyezziik a targyasztalra. A minta
legytijtéséhez hasznalt mintatartot a minta és a kondenzor koézé rakjuk. Ennél a
rendszernél a minta immobilis, és az objektivlencséken keresztiil egy fokuszalt, pulzalo
UV lézernyaldb mozgatasaval tudjuk a szoveti metszetet és a membrant atvagni. A vagas
befejeztével a gravitacids erdnek koszonhetdn a minta leesik a szdraz vagy szolvenssel

teli mintatartoba (Podgorny & Lazarev, 2017).
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Az LMD technikak elénye a gyorsasdg, a pontossag, a sokoldalisag és a nagy
térbeli felbontds. A legkisebb kivaghatoé szoveti egység nagysagat tulajdonképpen a
1ézernyalab mérete hatarozza meg (kb. 1 um), és viszonylag révid id6 alatt akar tobb szaz
sejt legytijtésére is lehetdség nyilik. Az LMD technoldgia nem roncsolja a szovetet,
¢és lipidmolekulak elemzésére is alkalmas. Az LMD-vel kapcsolt RNS szekvenalasi
(Amini és mtsai., 2017; Brasko és mtsai., 2018; Levendorf és mtsai., 2015; Martinek és
mtsai., 2022) és proteomikai (Coscia és mtsai., 2020; Dilillo és mtsai., 2017; Mollee és
mtsai., 2016; Mund és mtsai., 2022) publikaciok a sejtspecifikus folyamatok jobb
megértésérol és a térbeli szervezddés elemzésérdl tanuskodnak.

A lipidomikaban a nagy lefedettségii analizis térbeli informaciokkal valod
kombindlésa kiilondsen nehéz feladat, foleg, ha a rendelkezésiinkre alld bioldgiai minta
csekély mennyiségli vagy az analizdland6 lipidek kis abundancidval fordulnak eld
(Odenkirk és mtsai., 2022). Az irodalomban fellelheté néhany példa koziil az egyikben
Knittelfelder és munkatarsai egy egérmajmetszet kiillonboz6 hisztoldgiai zonainak 1ézeres
kivagasat kovetéen végeztek lipidomikai analizist, és sikeresen kvantitaltak tobb, mint
100 lipidspecieszt. Az altaluk alkalmazott mddszer térbeli felbontasa azonban csupan
0,3-0,5 mm? volt (Knittelfelder és mtsai., 2018). Egy masik esetben ecetmuslica
sejttestekben és szinapszisokban gazdag agyi régioinak lipidosszetételét vizsgaltak LMD,
fluoreszcens mikroszkopia és tobblépcsés LC-MS kombinalasaval; ebben az esetben 50

sejtnyl mintamennyiséget tudtak egyszerre vizsgalni (Hebbar €s mtsai., 2014).
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Célkitiizes

3. CELKITUZES

Doktori munkamban az alabbi célokat tiiztem ki:

Lipidomikai médszerfejlesztés
e cgy Uuj, nagy térbeli felbontast biztositd, lézerdisszekcioval kapcsolt,
kvantitativ shotgun lipidomikai platform fejlesztése és validalasa szoveti €s

sejtes mintakon.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vitro tumormodelleken
e szferoidmodell platform-kompatibilis kidolgozasa

¢ lipidmetabolikus valtozasok feltarasa a 3D modellben.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vivo egértumormodelleken
¢ lipidmetabolikus valtozasok feltarasa egér allograftokban — kiilonb6z6 primer
tumorok, tovabba az inter- és intrametasztatikus, valamint az intratumoralis

heterogenitas vizsgalata.

A lipidomikai platform multiomikai kiterjesztése

e a lipidmetabolikus  valtozasokkal  parhuzamos  proteomikai  ¢€s
transzkriptomikai mintazatvaltozasok feltarasa parhuzamos metszetekbdl

e az omikai adatok komplex bioinformatikai elemzése

e invitro és in vivo tumormodellek dsszehasonlitasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Mintatipusok

4.1.1. Sejtkulturak
A modszerfejlesztéshez és validalashoz HelLa-Kyoto human adenokarcinéma
sejtvonalat, mig az in vitro 2D és 3D, valamint az egér allograft tumormodellek

eléallitasahoz tripla-negativ 4T1 egéremldtumor-sejtvonalat hasznaltunk.

4.1.1.1. HelLa-Kyoto 2D sejtkultura

A HelLa-Kyoto human adenokarcinoma sejtvonalat (CLS Cell Lines Service
GmbH, Eppelheim, Németorszag), amely stabilan expresszal két fluoreszcens fehérjét,
egy hiszton H2B-kapcsolt mCherry, valamint egy tubulin-kapcsolt GFP fehérjét,
37 °C-on novesztettiik 5% CO; szint mellett, DMEM médiumban (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A médium 4,5 mg/mL
gliikozt, 10% magzati marhaszérumot (FBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 2 mM glutamint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,5 mg/mL geneticint
(G418, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 0,5 ug/mL puromicint (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) tartalmazott. Az LMD-hez a sejteket egy specialis
fémkeretes polietilén-tereftalat (PET) membranra (Leica Microsystems, Wetzlar,
Németorszag) osztottuk ki 50000 sejt/cm? koncentracioban. A membrant elézetesen
70%-os etanollal, desztillalt vizzel és foszfattal pufferolt sooldattal (PBS) mostuk, végiil

crer

5% COz) kovetden végeztiik el, amikor elérték a 80%-os konfluenciat.

4.1.1.2. A4T1 2D sejtkultura

A tripla-negativ, tumorigén, nagyon agressziv 4T1 egéremlé-tumorsejteket
(American Type Culture Collection, ATCC, Chicago, IL, USA) 37 °C-on, 5%-0s CO>
szint mellett, RPMI-1640 tapoldatban (Roswell Park Memorial Institute-1640, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) tenyésztettiik, amelyet 10% FBS-sel és 2 mM glutaminnal
egészitettiink ki. Két passzazst kovetden a sejteket zsirsavdeprivalt tapoldatba helyeztiik.
A zsirsavdeprivalt tapoldat készitéséhez lipidmentes, novekedési faktorokat tartalmazo,
kémiailag definialt Optimem médiumot (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
hasznaltunk kiilonb6z6 mennyiségi (1%, 2,5%, 5%) FBS-sel kiegészitve. A sejteket egy

hetes novesztési/passzalasi periodust kdvetden 60 mm-es Petri-csészébe osztottuk Ki
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400000 sejt/csésze sejtszammal. Tovabbi 1 nap elteltével PBS-sel torténé mosast
kovetden tripszinnel emésztettiik, szuszpendaltuk, majd 1,5 mL-es Eppendorf-csébe
mértilk Oket. Sejtszdmolas utan a sejteket tovabbi haromszor mostuk PBS-sel, és

centrifugalas utan a pelletet —80 °C-on taroltuk a lipidextrakcioig (4.6.1. pont).

41.1.3. 4T1 szferoidok

A 4TIl sejteket felolvasztast kovetéen 10% FBS-sel és 2 mM glutaminnal
kiegészitett RPMI-1640 tapoldatban vettiik fel. A harmadik passzalast kovetden
lecentrifugaltuk, majd ujra felvettik Oket a szérum és a glutamin mellett
1% antibiotikumot (penicillin, sztreptomicin, Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag) is
tartalmaz6 RPMI-1640-ben. A sejtszuszpenziobol 200 pl-es térfogatokat mértiink ki
96 lyuku sejttaszito feliiletli, ,,U”-alju sejttenyésztd lemezbe (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Ausztria) 2500 vagy 5000 sejt/lyuk kiosztasi sejtszammal. Ezutan a
mikrolemezt 5 percig 300 rcf sebességgel centrifugaltuk, majd 37 °C-os inkubatorba
helyeztiikk. A szferoidokat 7—14 napig novesztettiik, amely idé alatt nem kaptak friss
tapoldatot. Az inkubacios id6 leteltével az egyedi szferoidokat kiilon fagyasztoedényben
OCT-be (Optimal cutting temperature) agyazva szarazjégen fagyasztottuk ¢és

felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.

4.1.2. Egérszovetmintik

A modszerfejlesztési vizsgalatokban hasznalt C57BL/6 vad tipusu egereket a
2010/63/EU iranyelvben meghatarozott eldirasoknak megfelelden kezeltiik, a kisérleteket
az Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Féosztaly (Csongrad megye,
Magyarorszag; projekt engedély: XVI/766/2018) engedélyezte. Cervikalis diszlokaciot
kovetden eltavolitottuk az egér majat, veséjét és agyat. A szerveket PBS pufferben
(pH =7,4) mostuk, majd szarazjégen, fagyasztdo tégelyekben, OCT-be agyazva
lefagyasztottuk és tovabbi felhasznalasig —80 °C-os hiitében taroltuk dket.

4.1.3. Egértumormodell

Az allograft modellek eléallitasahoz 8 hetes Balb/c ndstény egereket hasznaltunk.
Az éllatokat, valamint a kisérletek megfelel6 elvégzéséhez sziikséges koriilményeket a
Szegedi Biologiai Kutatokozpont allathdza biztositotta. Kisérleteink sordan az allatokat
allando, kontrollalt koriilmények kozott (12 ora fény/12 ora sotét ciklus, 21 °C tartési
hémérséklet, igény szerint hozzaférhetd ivoviz és ragesalotap) tartottuk. Az

allatkisérletek elvégzéséhez sziikséges engedélylink szadma: XV1/39/2018.
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Az egerek oltasahoz 4T1 sejteket hasznaltunk, amelyeket 10% FBS-sel és 2 mM
glutaminnal kiegészitett RPMI-1640 tapoldatban vettiink fel. Harom passzalast kovetden
a 80%-os konfluenciat mutato letapadt sejteket tripszinnel emésztettiik, 1 millié sejt/mL
PBS-ben vettiink fel. Ebbdl a szuszpenziobdl 100 pL-t (azaz 100 000 sejtet) oltottunk az
allatokba szubkutan, intravénasan vagy lépbe. 22 nap elteltével cervikalis diszlokaciot
végeztiink, a tumort és a tumoros szerveket PBS-ben mostuk, meghatarozott orientaciéval

OCT-be agyazva szarazjégen fagyasztottuk és felhasznalasig —80 °C-on taroltuk Oket.

4.2. Metszetkészités
A metszéshez Leica CM1860 UV kriosztatot hasznaltunk (Leica Biosystems,
Deer Park, IL, USA), amelynek penge- és kamrahdmérsékletét —18 °C-ra allitottuk. A
fagyasztott, OCT-be agyazott szferoidot vagy szovetet 20 perccel a metszés megkezdése
elott behelyeztiikk a kriosztatba a homérséklet-kiegyenlitddés érdekében. Ezt kovetden
10 um vastag parhuzamos metszeteket készitettiink, amelyeket a tovabbi vizsgalatoktol

fliggden targylemezre vagy membrannal bevont targylemezre helyeztiink.

4.3. Hematoxilin—eozin (HE)-festés

A hisztologiai elemzéshez a metszeteket targylemezre (Superfrost Microscope
Slide, VWR, Leuven, Belgium) helyeztiik, majd a hdémérséklet-kiegyenlitédés érdekében
néhany percig szobahdmérsékleten pihentettiik. Ezt kdvetden 30 percig fixaltuk 10%-0s
formalin oldatban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), majd desztillalt vizes mosast
kovetden szobahOmérsékleten szaritottuk Oket. A magfestéshez a metszeteket 5 percre
hematoxilin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldatba tettiik, majd 4 perc csapvizes
mosast kovetden kovetkezett 2 perc eozin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldatos
festés ¢és desztillalt vizes mosas a citoplazma lathatova tételére. A metszetek
dehidratalasat felszallo alkoholsorban végeztik, végiil egy xilol alapi médiummal

(Shandin Consul-Mount, Thermo Scientific, Runcorn, Egyesiilt Kiralysag) fedtiik le dket.

4.4. Nagy felbontast mikroszkopia és a kivagandoé régiok kijelolése
A parhuzamos nativ (autofluoreszcens) és HE-festett metszeteket Panoramic 250
Flash 11l szkenner (SYSMEX EUROPE SE, Sorderstedt, Németorszag) segitségével
digitalizaltuk. A nagy felbontdsu képeket egy 20x/0.80 és egy 40x/0.95 objektiv
segitségével készitettiik. A vilagos latoterti képek készitéséhez egy Adimec QUARTZ
Q-12 A180 kamera, a fluoreszcens képek készitéséhez pedig egy SCMOS (pco.edge 4.2
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bi) 8 bites kamera allt rendelkezésiinkre. A folyamat soran a megfeleld megvilagitast
Lumencor SPECTRA III L fényforras biztositotta.

A nativ metszetrél késziilt vilagos latoterii és/vagy autofluoreszcens, valamint a
kijelolését patologus kozremiikodésével a Biology Image Analysis Software (BIAS,
Single Cell Technologies, Szeged, Magyarorszag; (Mund és mtsai., 2022)) segitségével

végeztiik el.

4.5. Automatizalt 1ézer-mikrodisszekciéo (LMD)

A 1ézer-mikrodisszekcidhoz (LMD) a szferoidokbol, illetve az egérszovetekbol
készitett metszeteket egy specidlis, 2 um vastagsagu polietilén-naftalat (PEN)
membrannal bevont targylemezre (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag)
helyeztiik, amelyet elézetesen 254 nm hullamhosszi UV fénnyel kezeltiink 30 percig. Az
elkésziilt metszeteket az LMD-ig, illetve az azt koveté omikai vizsgalatokig —80 °C-on
taroltuk legfeljebb 2—3 napig.

Az analizalni kivant mintak kivagasahoz a modszerfejlesztés soran egy Leica
LMD6000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag), majd késébb egy LMD7000
(Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) tipust, allithato és flexibilis dioda-pumpalt
szilardtest 1ézerrel (LMDG6000: 355 nm, maximalis impulzusenergia: 70 uJ, LMD7000:
394 nm, maximalis impulzusenergia 120 pJ) felszerelt 1ézerdisszekcids mikroszkopot
hasznaltunk. Az LMD soran a teljes kivagando teriiletet korbevagtuk az eldre kijelolt
hatarvonal mentén a nitrogénlézer segitségével. A lefelé kiesé mintadarabokat egyenkeént
fogtuk fel egy 96 lyuka mikrolemez (Eppendorf twin.tec, Merck) lyukaiban (lipidomikai
mérésekhez) vagy 0,5 mL-es PCR-csovekben (Eppendorf Protein LoBind, Merck)
(proteomikai és transzkriptomikai vizsgalatokhoz), ahogyan azt a 9B dbrdn korabban
bemutattuk. A preciz kivagast mindkét mikroszkop esetén HC PL FLUOTAR L 20x/0.40
99CORR, 40x/0.60 XT és 63x/0.70 CORR XT objektivekkel és Leica DFC7000 T CCD
kameraval értiik el. Az LMD rendszer iranyitasat az LMD6000 mikroszképnal a Leica
Laser Microdissection V 8.2.3.7603 szoftver, mig az LMD7000 mikroszkopnal a Leica
Laser Microdissection V 8.3.1.8444 szoftver biztositotta. A disszektalt teriiletek mérete
5000 és 160 000 um? kozott valtozott. Az LMD mintak tovabbi kezelése mintatranszfer

nélkil tortént a 4.6.2., illetve a 4.8. és 4.9. pontok szerint.
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4.6. Lipidextrakcio

4.6.1. 4T1 2D sejtkulturdk egyfazisu metanolos extrakcidja

A 4.1.1.2. szerint készitett sejtpelleteket egyfazisii metanolos lipidextrakcionak
vetettiik ala (Péter és mtsai., 2017). A pelletre metanolt mértiink ugy, hogy a koncentraciéd
1000000 sejt/metanol mL legyen. 5 perc szonikalas, 5 perc sikrazatas (1600 rpm-en),
majd 5 perc centrifugalas (13000 rpm-en) utan a feliilluszot tiszta Eppendorf-csébe

mértiik és az MS analizisig —20 °C-on taroltuk.

4.6.2. Lézerdisszekciot kévetd in situ lipidextrakcio

Az LMD-t kovetéen a szferoid-, illetve szovetmintakat tartalmazé mikrolemezt
lecentrifugaltuk (4500 rpm, 5 perc), majd ugyanebben a mikrolemezben egylépéses,
egyfazisti lipidextrakciot végeztiink a doktori munkdm soran kifejlesztett
szolvensrendszerrel (5.1.2. pont). A kloroform:metanol:izopropanol (CMP) = 1:2:1
(v/vIv) aranyu oldészerelegy 0,5% dimetilformamidot (DMF) és 0,3 mM ammoénium-
kloridot, valamint a kvantitativ MS mérésekhez sziikséges standardsorozatot is
tartalmazott. Az olddszerelegy nemcsak extrakcios, hanem a shotgun MS mérésekhez
sziikséges infuzids szolvensnek is megfelelének bizonyult. Az extrakcié soran az
allitottuk be. A mikrolemezt a szolvens hozzaadasa utan zarofoliaval fedtiik, 5 percig

razattuk 300 rpm-en, majd az MS analizis el6tt 1 orat hagytuk allni 8 °C-on.

4.7. Shotgun lipidomikai analizis

A kvantitativ lipidomikai standardokat az Avanti Polar Lipids-t6l (Alabaster, AL,
USA) szereztiik be. Az extrakcidhoz/infizidhoz hasznalt oldoszerek Optima LC-MS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) vagy LC minéségii (Merck, Darmstadt,
Németorszag) termékek voltak, és a tobbi felhasznalt vegyszerbdl is a piacon elérhetd
legjobb mindségii valtozatot (Sigma, Steinheim, Németorszag ¢s Merck, Darmstadt,
Németorszag) hasznaltuk.

Az MS analiziseket robotizalt nanoforrassal (TriVersa NanoMate, Advion
BioSciences, Ithaca, NY, USA) felszerelt Orbitrap Fusion Lumos tomegspektrométeren
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Németorszag) végeztik a kovetkezd
paraméterbeallitasokkal: a) elektrospay fuvoka atmérdje 5,5 um, b) szolvensdramlast
biztositd hattérnyomas 1 psi, €) ionizacios fesziiltség pozitiv ionmodban +1,3 kV, negativ

ionmodban —1,9 kV, polaritasvaltasos méréseknél +/—1,5 kV, d) transzferkapillaris
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homérséklete 260 °C, e) tomegfelbontas MS1 szkennelési modban R = 240000
(m/z =200), MSn fragmentacios kisérleteknél R =30000 (m/z =200), f) vizsgalt
tomegtartomany m/z = 400-1600 és m/z = 150-800. Negativ ionmodban foszfatidilkolint
(diacil PC és alkil-acil PC-0), foszfatidiletanolamint (diacil PE és alkenil-acil PE-P),
foszfatidilinozitolt (PI), foszfatidilszerint (PS), foszfatidsavat (PA), foszfatidilglicerint
(PG), illetve bisz(monoacilgliceril)foszfatot (BMP), kardiolipint (CL), lizolipideket
(LPC, LPE, LPI, LPS, LPG ¢és LCL), ceramidot (Cer), hexozilceramidot (HexCer), GM3
gangliozidot ¢s szulfatidot (Sulf), mig pozitiv ionmoédban szfingomielint (SM),
digliceridet (DG), trigliceridet (TG) és koleszteril-észtert (CE) detektaltunk és
kvantitaltunk. A PC-t pozitiv ionmodban is analizaltuk, a magasabb agyi gangliozidokat
(GD3, GD1, GT1 ¢és GQI) pedig negativ ionmddban azonositottuk és mértiik.

4.7.1. Adatfeldolgozas, kiértékelés

A lipidspecieszek azonositasahoz a LipidXplorer 1.2.8.1 szoftvert hasznaltuk
(Herzog ¢és mtsai., 2012). Az azonositds sordn a program a monoizotdpos csucsok
tomeg/toltés (m/z) értékeihez — bizonyos megszoritasoknak eleget tevé — elemi
Osszetételeket tarsit. A beallitott tdmegpontossag 2 ppm volt, a jelintenzitasok pedig a
beépitett C13 izotopkorrekciok utan keriiltek integralasra. A lipidspecieszek
annotalasahoz az el6bbiekben kapott eredményfajlokat lipidosztaly-specifikus
LipidXplorer ,,query”-kel dolgoztuk fel. Az annotaci6 a legtobb esetben az
»osszegképlet” formula szintjén tortént (pl. PC(36:4)) a lipidek egyszerisitett
nevezéktana alapjan (Isd. 2.8.4.). Fontos megjegyezni, hogy egy adott 6sszegképlethez
glicero(foszfo)lipidek esetében tobbféle zsirsavlanc-kombinaci6 tartozhat, amelyek
egymassal izomer viszonyban vannak. Tovabba a PC/PE-O(x:y) (alkil-acil) és a PC/PE-
P(x:y-1) (alkenil-acil) molekulak, valamint a PG/BMP specieszek ugyancsak egymas
izomerjei. Mivel ezek a lehetséges lipidspeciesz-izomerek a shotgun technikaval MS1
moédban nem kiilonboztethetéek meg, a kvantitalas soran egyiitt értékeltiik ki Oket.
Ugyanakkor szeretnénk hangstlyozni, hogy az alkalmazott platform lehetévé teszi
fragmentacios kisérletek elvégzését, és ezaltal az izomer specieszek felbontasat (Isd.
11. dbra).

Az adatok tovabbi feldolgozasdhoz sajat, Microsoft Excel-ben irt makrokat
hasznaltunk, amelyek képesek a nyers intenzitdsadatok szlirésére, a mintak
csoportositasara, relativ és abszolut koncentracidadatok eldallitasara, szdmos Osszegzd

paraméter €s alapstatisztikai adat automatikus szamitasara, valamint az eredmények
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grafikus abrazolasara. A Kvantitalas soran az integralt intenzitasadatokat hasonlitottuk
Ossze a megfeleld belso standardra vonatkozo értékekkel; a belsé standardok mennyiségét

és figyelembe vett ionformajat az S1. tdbldzat tartalmazza.

4.8. Proteomikai analizis

A 4T1 szferoid és 4T1 egér szubkutan tumorbol késziilt LMD mintak proteomikai
analizisét a Szegedi Biologiai Kutatokézpont Proteomikai Kutatocsoportjaval
kooperacidban valodsitottuk meg.

Az PCR-csovekbe gytijtott LMD mintakat lecentrifugaltuk (2 perc, 21000 g),
ramértiink 15 plL, 1 mM ditiotreitolt tartalmazo 25 mM-os ammoénium-bikarbonatot, 3
percig szonikaltuk, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk (10 masodperc) oket, €s
ezt kétszer megismételtiik. Ezutan az elegyhez hozzaadtunk 5 uL, 0,02 pg tripszint
tartalmaz6 25 mM-os ammoénium-bikarbonatot és tovabbi 5 percig szonikaltuk, majd
5puL, 6,6 mM jodacetamidot tartalmazo 25 mM-os ammonium-bikarbonattal 42 °C-on
emésztettiik 3 6ran at. A reakciot 2 pl 10%-0s hangyasavval allitottuk le. Az emésztési
elegyeket egyszer hasznalatos csapdazd minioszlopra vittilk (Evotip, Evosep, Odense,
Denmark), majd Evosep One (Evosep)-Orbitrap Fusion Lumos (Thermo Fisher
Scientific) rendszerrel, adatfiiggdé LC-MS/MS modszerrel analizaltuk (beallitasi
paraméterek: LC modszer - 30 SPD, FAIMS kompenzacids fesziiltség 50 és 70 V, MS1
felbontas R =120000 (Orbitrap), MS2 fragmentaciéo ioncsapdaban nagy energiaju
litkozéses bomlassal (normalizalt {itkozési energia, NCE = 35)). Az adatkiértékelést és
MST alapu kvantitalast a Proteome Discoverer 3.0 szoftverrel (Thermo Fisher Scientific)

végeztiik.

4.9. Transzkriptomika

A 4T1 szferoidokbol késziilt transzkriptomikai analiziseket a Delta Bio 2000 Kft.
molekularis diagnosztikaval és szekvenalassal foglalkozé divizidja, a DeltaGene
biztositotta.

Az ujgeneracios szekvendlashoz a  konyvtarkészitést kozvetlenil a
l1ézerdisszekcios mintakbol végezték a SMART-Seq® mRNA LP (with UMIs) Kit
(Takara Bio USA, Inc., San Jose, CA, USA) felhasznalasaval. Az alkalmazott Kit
rendkiviil kis mennyiségli mintak (pl. 1-1000 intakt sejt) teljes hosszsagu transzkriptom
szekvenalasat képes nagy pontossaggal biztositani az egyedi molekulaazonositd (unique

molecular identifier, UMI) alapi 5' RNS-szamoléas és az ultraérzékeny SMART-Seq
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kémia kombindlasaval. A szekvenalasra kész konyvtarak mindségellendrzése
BioAnalyzer 2100 miszerrel tortént nagy érzékenységii DNS chip felhasznalasaval
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Az ujgeneracios szekvenalas
NextSeq 500 szekvenalo rendszeren késziilt NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (300
ciklus) (Illlumina, Inc., San Diego, CA, USA) segitségével.

4.10. Statisztikai modszerek

A lipidomikai eredményeket vagy a membranlipidek mol%-aban fejeztiik ki, ahol
a membranlipideket a glicerofoszfo- és szfingolipidek Osszegeként definialtuk, vagy
pedig az abszolut lipidmennyiségeket hataroztuk meg pmol-ban kifejezve; az adatokat
atlag £ SD (n <4 esetén) vagy atlag =+ SEM formaban (n > 5 esetén) adtuk meg.

A modszervalidalasi kisérleteknél a pontossagot a varidcids egyiitthatdo (CV%)
segitségével irtuk le, amit a CV% = SD/atlag x 100 képlettel szamitottunk. A linearitast
a determinacios egyiitthatoval (R?) validaltuk. A lipidomikai adatok tobbvaltozos
statisztikai analiziséhez a MetaboAnalyst szoftvert hasznaltuk (Pang és mtsai., 2021).

Az adatok paronkénti Gsszehasonlitasahoz kétmintas t-probat alkalmaztunk; a
szignifikanciat Storey ¢és Tibshirani modszere szerint hataroztuk meg (Storey &
Tibshirani, 2003), és az FDR < 0,05 fals pozitiv aranyhoz (false discovery rate, FDR)
tartozo p-értékeket fogadtuk el. A fehérjeadatok dsszehasonlitasanal a p < 0,05, q < 0,05,
illetve az abs(log2-fold) > 0,3 feltételek egyiittes teljestilését kivantuk meg.

Az eltéréen expresszadlodd fehérjék GO-kategoéridk szerinti elemzése
(funkcionalis annotacidja) esetén kiillon kezeltiik a pozitivan, illetve negativan
regulalodott fehérjeket. A feliilreprezentacios analizis esetén hattérként az 9sszes mért
fehérje listajat hasznaltuk. Az elemzés a ShinyGO online szoftverrel tortént (Ge és mtsai.,
2020). Az utvonalelemzéseket fehérjék esetén a Pathview R kod felhasznalasaval
(R Statistical Software (v4.3.1; R Core Team 2023)), a ShinyGO KEGG (Kanehisa &
Goto, 2000) statisztikaja alapjan abrazoltuk. A térképeket az Osszes fehérjeadat
felhasznalasaval készitettiik oly modon, hogy a mért, de a fenti feltételeket nem teljesitd
fehérjék log2-fold értékét 0-val tettiik egyenléveé.

Az RNAseq adatokat a Reactome adatbazis és szoftver (Gillespie és mtsai., 2022)
segitségével elemeztilk a Camera (GSEA) eszkozzel (Griss és mtsai., 2020) ,,trimmed

mean of M values” (TMM) normalizaciot (Robinson & Oshlack, 2010) kovetden.
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5. EREDMENYEK

5.1. Lézerdisszekcioval kapcsolt, kvantitativ shotgun lipidomikai platform
fejlesztése

5.1.1. Attekintés

Kifejlesztettiink és validaltunk egy j, LMD-vel kapcsolt shotgun lipidomikai
platformot, ami a kvantitativ és nagy lefedettségii lipidomanalizist nagy térbeli
felbontassal kombinalja (Varga-Zsiros és mtsai., 2023). A moddszer fobb 1épései a
kovetkez6k (10. dbra): 1) parhuzamos nativ és hematoxilin—eozin-festett metszetek
készitése, 2) a nativ és festett metszetekrol késziilt nagy felbontasti mikroszkopos képek
ko-regisztracidja, 3) patologiai elemzést kovetden a kivagandod régiok kijeldlése, 4) a
kijelolt teriiletek 1ézeres kivagasa kozvetleniil egy 96 lyuka mikrolemezbe, 5) in situ
lipidextrakcio, 6) robotizalt, nanoforrassal torténé kozvetlen mintabevitel és

7) kvantitativ shotgun lipidomikai analizis.

Parhuzamos szoveti Nativ és HE-festett képek Kivagando régiok
metszetek készitése regisztracioja kijelolése
—~ —~—~
T 10 um
) tavolsag
_ T
N

== ~ A

LMD 96 Iyuku In situ Robotizalt Shotgun
mikrolemezbe lipidextrakcio naneinjekcio MS analizis

10. abra: Lézer-mikrodisszekciéval kapcsolt, kvantitativ shotgun lipidomikai médszer
folyamatabraja (késziilt a BioRender.com alkalmazasaval)

5.1.2. Modszerfejlesztés: extrakcios-infuzios szolvenselegy kidolgozdsa

Az 1j lipidomikai platform alapjaul a korabban validalt shotgun lipidomikai
modszeriink szolgalt, amelyben egyfazisu metanolos extrakcioval késziilt extraktumokat
hasznalunk (Péter és mitsai., 2017). Az eljardsban a minél nagyobb lefedettség

biztositdsdhoz mindkét ionmddban végziink méréseket, amihez az extraktumot higitjuk
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az infuzids szolvenseleggyel, majd a higitott extraktum kettéosztasa utdn mindkét
részlethez hozzaadjuk az ionmodspecifikus additivokat. Ezt kdvetden az ionmddonkénti
kiilon injektalasok az additivokhoz optimalizalt — egymastol eltér6 — ionizacios
fesziiltségeken torténnek (Péter és mtsai., 2020, 2021; Toth és mtsai., 2021).

Ezt a protokollt probaltuk alkalmazni a minddssze néhany pL térfogati LMD
mintdkra is. Az eleinte PCR-cs6 kupakjaba gytijtott disszektalt mintadarab tobbszori
transzferalasa azonban jelentdsen rontotta az MS spektrumok jel-zaj viszonyat. Ezért ugy
gondoltuk, hogy a transzferalasi 1épések minimalizalasa és a polaritasvaltassal torténd
MS mérés megoldast jelenthet a probléméra. Utdbbira a nagy felbontasu
tomegspektrométer azon tulajdonsdga ad lehetdséget, hogy gyorsan képes
polaritdsvaltdsra ppm alatti tomegpontossaggal. Ehhez taldlnunk kellett egy olyan
infaziés szolvensosszetételt, ami jol porlaszthatd, stabil elektropsray-t biztosit, mindkét
ionmoddban megfeleld6 mindségli MS spektrumokat szolgaltat és kvantitativ extrakciot
tesz lehetove.

A fejlesztéshez az eddigi munkdinkban eredményesen alkalmazott
kloroform:metanol:izopropanol (CMP) = 1:2:1 osszetételli, negativ ionmddban 5%
dimetilformamidot (DMF), pozitiv ionmoédban 3 mM ammonium-kloridot tartalmazo
infaziés szolvens szolgalt kiindulasi pontként. Szamolnunk kellett azonban azzal, hogy
az alkalmazott robotizalt mintabeviteli egység (NanoMate) polaritasvaltasra egy adott
fesziiltségen képes, vagyis az ionmodonként eltérd fesziiltségértékeket egy
kompromisszumos értékre kell allitanunk. Az optimalizalés soran valtoztattuk az infazios
elegy alaposszetételet (CMP 1:2:2, 1:2:4), az additivok mennyiségi ardnyat és
koncentraciojat (5% DMF/3 mM NH4ClI, 0% DMF/3 mM NH4Cl, 5% DMF/0 mM NH4Cl
kombinéciok, tovabba 10x higitott koncentraciokkal az 1:1, 1:2, 1:4, 2:1, 4:1 ardnyt
Osszetételek) és az ionizacios fesziiltséget (1,3 — 1,9 kV). Az alkalmazott kvantitativ bels6
standardok relativ ardnyvaltozésai alapjan megfigyeltiik, hogy 1) alacsonyabb ionizacios
fesziiltségen (1,3 kV) a negativ ionm6du jelek 1ényegesen kisebb intenzitastak, ii) a
nagyobb NH4Cl koncentracio (3 mM) alacsonyabb fesziiltségnél (1,3 kV) is komoly
klaszterképzddést eredményez negativ ionmodban, iii) ugyanakkor 1,5 kV-on mar a
0,3 mM mennyiségii NH4Cl is hatékonyan segiti el6 a PC ionizacidjat negativ
ionmodban, mikdzben a tobbi negativ jel is elfogadhatd intenzitast, végiil pedig

Iv) 1,5 kV-on a klaszterképz6dés egyik ionmdodban sem zavard mértékii.
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5.1.3. Modszervalidalas: MS mérés polaritasvaltassal

Fentiek alapjan a CMP =1:2:1 + 0,5% DMF + 0,3 mM NH4Cl alkalmazasa mellett
dontottiink. Ez a szolvensOsszetétel mindkét polaritdsi modban jo  mindségi
spektrumokat eredményez (114 dbra), tovabba MS2 és MS3 fragmentacios analizisek

(11B dbra) elvégzésére is lehetéség nyilik 2 perces futasi idén beliil.
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11. abra. Polaritasvaltast tartalmazé MS adatgyiijtési program. (A) Reprezentativ MSI
spektrumok negativ és pozitiv ionmodban. (B) MS2 ([PI(38:5)-H]—, m/z = 883) és MS3
[PC(34:2)+Cl]-, m/z = 792) fragmentacioés kisérletek a zsirsavlabak 0Osszetételének
meghatarozasara. Objektum: egérmaj LMD minta.

A polaritasvaltasos €és az ionmoddonkénti kiilon mérések Osszehasonlitasdhoz
10 um vastag nem-disszektalt, teljes majmetszetekbdl késziilt extraktumokat
hasznaltunk; az analizisek a kétféle injektalasi modszerrel kapott lipidprofilok jo
egyezését mutattak ki (12. dbra). Elonyei mellett azonban néhany kritikai észrevételt is
meg kell emliteniink a polaritasvaltasos méréssel kapcsolatban. Az egyik legnagyobb
mennyiségben eléforduld6 membranlipidet, a PC-t, gyakran kvantitaljuk pozitiv
ionmoddban. Korabban megmutattuk, hogy az NH4Cl mM-os koncentraciéban (3—10 mM)
valé alkalmazéasa hatékonyan szoritja vissza a PC natriumadduktjdnak képzddését a

crer

csokkentése kovetkeztében a [PC+Na]+ mennyisége jelentdsen megnott (~10%). Ez azért
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probléma, mert egy adott PC speciesz natriumadduktjanak (pl.: [PC(34:2)+Na]+) és egy
masik PC speciesz — amelyben tovabbi két CH2 csoport és tovabbi 3 kettds kotés talalhato
— protonalt formajanak ([PC(36:5)+H]+) tomegkiilonbsége minddssze Am/z = 0,0024,
ami nagy felbontasu késziilékekkel sem kiilonboztethetd meg, ezért ha az atfedés nem
korrigalt, kvantitalasi hibat okoz. Az egyik korrekcios lehetéség, hogy a PC-t olyan
ionformaban is mérjiik, ahol ilyen jellegli hibaval nem kell szamolni. Esetiinkben ez jol
alkalmazhatonak bizonyult, mert az NH4Cl jelenléte elésegiti a [PC+Cl]— képzddését,
amit negativ ionmodban megfelelden tudtunk detektalni. Egy masik lehetdség az izobar
atfedések matematikailag pontos korrekcioja, amit Horing és mtsai dolgoztak ki (Horing
¢s mtsai., 2020). Az izobarok atfedésének problémajat sokszor figyelmen kiviil hagyjak,
kiilonosen MSI kisérletek soran, és ez nemcsak kvantitalasi hibahoz, hanem akar
félreazonositashoz is vezethet. Egy masik kritikai szempont, hogy az alacsonyabb NH4Cl
koncentracio jelentésen csokkenti a neutralis lipidek (DG, TG, CE) NHs-adduktjainak
képzodését. Kovetkezésképpen ezen molekuldk detekcids érzékenysége csokken, €s az
adott koriilmények mellett csak akkor mérhetdek megbizhatéan, ha szdmottevd
mennyiségben fordulnak elé az adott mintaban (ilyenek példaul a majbol (12. dbra), az

izombol vagy a zsirszovetbdl késziilt extraktumok).
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12. abra: Polaritasvaltassal és ionmoédonkénti kiilon injekcioval felvett lipidprofilok. Az
adatokat atlag = SD formaban abrazoltuk (n = 4 metanolos extraktum a teljes majmetszetekbol).

5.1.4. Modszervalidalas: reprodukdlhatosag és extrakcios hatékonysag

Ezek utan azt kivantuk bemutatni, hogy az ujonnan kidolgozott szolvenselegy

biztositja a lipidek hatékony és reprodukélhat6 kivonéasat. Az extrakcids hatékonysagot
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Osszevetettiik mind kvantitativitdas, mind pedig az extrahalt lipidek Osszetételének
tekintetében az altalunk kordbban validalt egyfazisi metanolos extrakcioval (Péter és
mtsai., 2017). Ehhez egy kis darab egérmajbol (7 mm x 7 mm, kb. 490 pg nedves tomeg)
10 um vastag, egymastol 10 um tavolsagra 1évo parhuzamos metszeteket készitettiink. A
metszetek egy részét (4 parhuzamos minta) kiextrahaltuk 250 pL metanollal, masik
résziikbél pedig 30 000 um? méretii koroket vagtunk ki 1ézerrel (6sszesen 24 db egyedi
kor 3 parhuzamos metszetb6l, mindegyik kb. 0,3 pug nedves tomegii) a 134 dbrdn lathatd
modon. A disszektalt teriiletek horizontalis és vertikalis kozelsége biztositotta a vizsgalt
szoveti régiok homogenitasat. Az LMD mintdkat az 0j oldoszereleggyel a 4.6.2. pont
szerint in situ extrahaltuk, majd tovabbi mintatranszfer nélkiil kozvetlenil a
tomegspektrométerbe injektaltuk. A teljes metszetekbdl késziilt metanolos extraktumokat
az MS mérés eldtt még higitottuk infazios szolvenssel gy, hogy a disszektalt és nem-
disszektalt szovetmintak koncentracidja osszemérheté legyen (0,06-0,10 pug nedves
tomeg/infuzids szolvens pL).

Az LMD mintakbol kozel 200 lipidspecieszt azonositottunk és kvantitaltunk. A
variacios egyiitthato fels6 hatarat CV% = 30-as értéken rogzitettiik. Ennek a
peremfeltételnek 164 komponens felelt meg, amelyeknek 66%-a jo vagy kivalo CV%
értékkel rendelkezett (<20), ami igazolja a teljes munkafolyamat reprodukalhatosagat
(S2. tablazat).

Az extrakcios hatékonysag megallapitasahoz a nem-disszektalt, teljes szoveti
metszeteket hasznaltuk kontrollként. A membranlipidek — GPL és SL — esetében az
extrahalt lipidek mennyisége ¢€s lipidprofilja egyarant jo egyezést mutatott az LMD
mintak és a teljes metszetbdl szarmazd extraktumok Osszevetésekor (13B és C dbra).
Megjegyzendd, hogy az extrahalt lipidtartalom ugyancsak jol egyezett az irodalomban
korabban publikalt egérmajadatokkal (Nelson, 1962; Norheim és mtsai., 2021). A kétféle
minta Osszehasonlitasakor a neutralis lipidek — DG, TG és CE — esetében detektalt
eltérések valoszinlileg azzal magyarazhatéak, hogy a teljes metszet ezekre a lipidekre
nézve heterogénebb eloszlasu lehet, az LMD mintdk viszont annak csupan kis részét
reprezentaljdk. Meg kell emliteniink tovabba, hogy a lizolipidek és a PA relativ
mennyisége nagyobb volt a disszektalt mintakban, mint a teljes majmetszetben (3,8 vs.
Ugyanakkor éppen ez a kis mértékii eltérés igazolja, hogy a lézerhatas kovetkeztében
komolyabb bomléassal nem kell szdmolni, vagyis a modszer megbizhatdan alkalmazhato

lipidanalizisre. Raadasul ezt a bomlasi aranyt a késdbbi kisérleteink sordn tovabb lehetett
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csokkenteni egy Ujabb fejlesztésii, jobb vagasi hatékonysdggal rendelkezd

1ézerdisszekcios mikroszkop (LMD7000) beallitasanak kdszonhetden.
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13. abra: LMD-kapcsolt shotgun lipidomikai médszer validalasa egérmajmetszeten. (A) A
reprezentativ, vilagos latdteri mikroszkopos képeken a kivagando teriiletek elhelyezkedése
latszik LMD utan a teljes metszeten (bal), valamint nagyitott nézetben (jobb). Nem-disszektalt és
disszektalt mintak (B) extrahalt membranlipid mennyisége (nmol/mg nedves tomegben kifejezve)
és (C) lipidosztaly-osszetétele (a membranlipidek mol%-aban kifejezve). Az adatokat
atlag + SEM formaban abrazoltuk (n = 4 teljes metszet, mint kontroll; n = 24 LMD minta
(3 parhuzamos metszetbdl 6-9 kor/metszet)).

Mivel az alkalmazott olddszerrendszer egyszerre szolgdl extrakcios és infuzids
szolvensként, id6t és energiat tudunk megtakaritani azzal, hogy elhagyhatunk a
munkafolyamatbol szamos 1épést, mint az extrakcids olddszer beparlasat, az extraktum
megfeleld infuzidos oldoszerben valdé higitasat, valamint a polaritasfiiggd

oldoszerdsszetétel miatti kétszeres injekciot.
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5.1.5. Mddszervalidalas: a kvantitdlas linearitdsa

5.1.5.1.  Vesemetszet

A kvantitalds linearis tartomanyanak meghatarozdsahoz 10 um vastag
egérvesemetszet medullaris részEébdl vagtunk ki kiilonb6z0 nagysagu teriileteket az
5000-160 000 um? tartomanyban (14A dbra) Gigy, hogy az extrakcios szolvens térfogatat
a kivagott mintatomegekkel aranyosan allitottuk be (0,02—0,08 pg/szolvens pL).
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14. abra: Egérvesemetszetbol Kkésziilt, LMD-kapcsolt shotgun lipidomikai analizis
linearitasa. (A) Reprezentativ, vilagos latoterli mikroszkopos kép LMD-t kovetéen. (B) A
kvantitalas linearitasa a teljes membranlipid-tartalom (feliil), az abundans PC(38:6) (kzépen),
valamint a kis mennyiségben eléforduld Cer(42:2:2) (alul) esetében (n = 4). (C) Membranlipid-
Osszetétel a vizsgalt LMD tartomanyban (az adatokat atlag £ SD formaban abrazoltuk, n =4
parhuzamos metszet).

A teljes membranlipid-tartalom kival6 linearitast mutatott a vizsgalt LMD
tartomanyban (R?=0,993; 14B dbra, fenf). Ugyancsak magas determinacios
egyiitthatokat (R2>0,9) allapitottunk meg a membranlipidom Osszes, a kivéalasztasi

kritériumnak (R?>0,7) eleget tevé komponensére (S3. tabldzar), ahogyan ezt egy
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abundans membranlipid, a PC(38:6), valamint egy kis mennyiségben el6forduld
jelatviteli lipid, a Cer(42:2:2), példajan mutatjuk be (14B dabra, kozépen és lent).

A 10 pm vastag metszetbdl kb. 130 lipidspecieszt tudtunk kvantitidlni a
10000 um?-os (és az afeletti) LMD teriiletek esetében (S3. tdbldazat), ami 4000 pm?®-0s
atlagos emlos sejttérfogattal szamolva nagyjabol 25 sejt mennyiségi analizisét jelenti. A
kvantitalhatdé komponensek szdma (n=115) nem mutatott jelentds csokkenést az
5000 um?-os LMD méret esetében sem. Fontos megjegyezni tovabba, hogy a kvantitalas
linearitdsa mellett a lipidosszetétel is jol megtartott volt a vizsgalt mérettartomanyban
(14C dbra), és a kvantitalt specieszek tobbségének variacios egyiitthatoja CV% < 30
értéket mutatott (S4. tdblazat).

5.1.5.2. Hela 2D sejtkultura

A Kkifejlesztett LMD-kapcsolt shotgun lipidomikai moédszert 2D  emlds

sejtkultaran is teszteltiik. HelLa sejteket novesztettiink fémkeretes PET membranon

80%-os konfluenciaig (154 dbra), majd kiilonb6z6é nagysagu teriileteket vagtunk ki az
5000-160 000 um? tartomanyban.
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15. abra: HeLa 2D sejtkulturabol késziilt, LMD-kapcsolt shotgun lipidomikai analizis
linearitasa. (A) 80%-os konfluenciaju, két fluoreszcens fehérjét stabilan expresszalé Hela-
Kyoto human adenokarcindéma sejtkultara reprezentativ képe. (B) A kvantitalas linearitasa a teljes
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membranlipid-tartalomra (n = 4). (C) Membranlipid-0sszetétel a vizsgalt LMD tartomanyban (az
adatokat atlag + SD formaban abrazoltuk, n = 4).

A szoveti példahoz hasonloan itt is kivald linearitast figyelhettiink meg a teljes
membranlipid-tartalomra (R? = 0,995, 15B dbra), valamint az egyedi lipidspecieszekre
vonatkozéan (R? > 0,9, S5. tdbldzat) egyarant. A 20000 pm? és az afeletti LMD
teriiletekbdl mintegy 140 lipidkomponenst kvantitaltunk (S5. #dbldazat). Ez a szam 10 000
um? esetében 120-ra csokkent, de még az 5000 um?-os mintakbol is — amelyek csupan 10
sejtnek felelnek meg és kevesebb, mint 1 pmol-os total membranlipid-tartalommal
rendelkeznek — 95 lipidspecieszt tudtunk kvantitalni (154 és B dbra). A lipidosszetétel
ugyancsak megtartott volt a vizsgalt LMD tartomanyban (15C dbra), és a legtobb
kvantitalt specieszt itt is CV% < 30 értékkel jellemezhettiik még a legkisebb disszektalt
teriiletek esetében is (S6. tdbldazat).

5.1.6. A mddszer hatékonysaganak bemutatdsa: a hippokampusz
heterogenitdsa

A kidolgozott LMD-kapcsolt shotgun lipidomikai platform teljesitéképességét a
szOveti heterogenitds kimutatdsaval teszteltiik. Ehhez 10 um vastag egéragymetszetek
(3—4 parhuzamos metszet) hippokampusz régidjabol osszesen 11 kiilonb6zd, 50 000 és
130000 pm? kozotti teriiletet vagtunk ki (164 dbra), amelyek a kovetkezSk voltak: a
gyrus dentatus granularis sejtrétege (1 és 2) és molekularis sejtrétege (7), valamint a
kiilonb6z6 Cornu Ammonis (CA) régiok stratum pyramidale (3—-6), stratum lacunosum-
moleculare (8) és stratum radiatum (9-11) rétegei. A 16B dbrdan bemutatott
klaszteranalizis-hotérkép szerint az anatomiailag hasonl6 struktarak hasonlo lipidomikai
mintazattal rendelkeznek (pl. a gyrus dentatus granularis sejtrétegei (1 és 2), a CA1 régio
piramidalis sejtrétege (3-5) vagy a CA1 régio stratum radiatum rétege (9—11)), mig az
anatomiailag kiilonbozéek eltérd lipidprofilt mutatnak. Erdekes médon a CA2 régid
stratum pyramidale rétegében (6) nagyon specifikus lipidosszetételt detektaltunk a CAl
régié hasonlo rétegeihez (3-5) képest. Ez az észrevétel 6sszhangban van a CA2 teriilet
kiilonleges tulajdonsagainak és funkcidinak Gjrafelfedezésével (Dudek és mtsai., 2016).

Agyi lipidspecieszek térbeli eloszlasara lathatunk példakat a 16C dbrdn (a teljes
hippokampusz adatsort az S7. tdbldzat tartalmazza), amelyek a hippokampalis lipidom
jellemzo6 lipidosztalyait képviselik, igy a PC(40:6) a glicerofoszfolipideket, az
SM(36:1:2) a foszfoszfingolipideket, mig a Sulf(42:2:2) a savas glikoszfingolipideket
reprezentalja. A PC(40:6) és a Sulf(42:2:2) térbeli eloszldsa jelentds halmozodast
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mutatott a CA2 régi6 stratum pyramidale rétegében (6), ugyanakkor az SM(36:1:2) itt

alacsonyabb abundancidju volt. Meg kell jegyezniink, hogy a hippokampalis PC(40:6)

vagy SM(36:1:2) eloszlasa jO egyezést mutatott nemrégiben publikalt MSI adatokkal

(Angerer és mtsai., 2022).
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16. abra: Az egérhippokampusz lipidomjanak térbeli heterogenitasa. (A) Félagybol késziilt

HE-festett metszet reprezentativ képe (bal), autofluoreszcens kép a kivagando régiok helyének
jelolésével (kozépen) és a folyamatban 1évé LMD (jobb). (B) Hierarchikus klaszteranalizis
hétérképes megjelenitése; tavolsagmérték: euklideszi, klaszteralgoritmus: Ward, a szinkod
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standardizalt értékeket reprezental (z-érték). (C) Valogatott lipidspecieszek térbeli eloszlasa. (D)
BMP(44:12) térbeli eloszlasa (bal), valamint a BMP(44:12) és BMP(42:10) mennyiségi analizise
(jobb; az adatokat atlag + SD formaban abrazoltuk, n = 3-4 parhuzamos metszet). (E) A
katepszin B expressziojanak referenciaképe az “Allen Brain Institute website atlas.brain-
map.org”-bol atvéve. Kivagott teriiletek megnevezései — 1 és 2: a gyrus dentatus granularis
sejtrétegei, 3-5: a CAl régid stratum pyramidale rétege, 6: a CA2 régio stratum pyramidale
rétege, 7: a gyrus dentatus molekularis sejtrétege, 8: a CA1 régio stratum lacunosum-moleculare
rétege és 9-11: a CAl régio stratum radiatum rétege. PC, foszfatidilkolin; SM, szfingomielin;
Sulf, szulfatid; BMP, bisz(monoacilgliceril)foszfat. A (C) és (D) paneleken a szinskala jelentése:
zold — alacsony, piros — magas.

A 16D dbra bal oldalan lathatdo kép a BMP(44:12) lipidspeciesz neuronalis
rétegekben (1, 2 és 3-6) torténd felhalmozodasarol tantiskodik. Ugyanezen abra jobb
oldaldn az oszlopdiagram az emlitett speciesz, tovabba a BMP(42:10) mennyiségi
analizisének eredményeit mutatja. Ahogyan kordbban mar emlitettiik, az izomer BMP ¢és
PG specieszeket nem tudjuk felbontani a shotgun moddszerrel, irodalmi adatok szerint
azonban a sokszorosan telitetlen specieszdsszetétel a lizoszomalis markerlipid BMP-re
jellemz6 (X. Wang és mtsai., 2019). Hangsulyozni szeretnénk, hogy ezen lizoszomalis
lipidspecieszek megfigyelt topologidja nagyon jol korrelal a katepszin B hippokampalis
eloszlasi mintazataval (16E dbra; a képet az Allen Mouse Brain Atlas-bol vettiik at (Allen
Reference Atlases :: Atlas Viewer, é. n.)). A katepszin B egy hatékony lizoszomalis
protedz, amit nemrég raciondlis gyogyszertervezési célpontként irtak le szamos
neurologiai betegségben (Hook és mtsai., 2022). Végiil szeretnénk megjegyezni, hogy az
egymast kovetd parhuzamos metszetek eredményei kitiind reprodukalhatosagrol adtak
szamot, ahogyan ezt a 16B dbra hotérképén vagy a 16D dbra diagramjain lathatjuk;
utobbi esetben raadasul ez olyan lipidspecieszekre igaz, amelyek mennyisége a

membranlipidom 0,3 mol%-at sem éri el.

5.2. Lipidomikai vizsgalatok 4T1 in vitro és in vivo tumormodelleken

Az 5.1. fejezetben bemutatott moédszervalidalasi folyamattal parhuzamosan
megkezdtik a modszer alkalmazhatosaganak tesztelését in vitro és in vivo
tumormodelleken. Mivel kutatécsoportunkban rutinszerlien korabban nem folyt
szferoidformalas, illetve nem dolgoztunk in vivo tumorokkal, ezen modellek eldallitasa
is kiilon tanulési folyamat volt szamunkra. Szamos eldkisérletet végeztiink: szferoidok
esetében Kiprobaltunk példaul kiilonboz6 sejtvonalakat mono- és ko-kultaraban,
valtoztattuk a kiosztasi sejtszamot és novesztési id6t, de teszteltiik — in vitro és in vivo
mintdkon egyardnt — a fagyasztasi koriilményeket, a metszetvastagsagot és az LMD

méretet iS. Ezen kisérletek alapjan dontéttiink arrdl, hogy tovabbi vizsgalatainkban a 4T1
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tripla-negativ, nagyon agressziv egéremlétumor-sejtvonalat alkalmazzuk, ami in vitro
reprodukalhaté szferoidnovesztést, egérkisérletekben pedig rovid idon beliil kifejlédo, jol
vizsgalhatd tumorokat eredményez. Az alabbiakban szeretnék bemutatni néhany
vezettek az 5.3. fejezetben bemutatasra keriildé multiomikai kisérleti elrendezés

kidolgozéasahoz.

5.2.1. 4T1 szferoidok

A szferoidok esetében els6sorban arra voltunk kivancsiak, hogy ezek az in vitro
3D strukturak mennyiben képesek modellezni az in vivo tumorokat. Feltételeztiik, hogy
az elegendden nagy szferoidméret (d ~ 0,5 mm) miatt mar szimolhatunk kiilonb6z0, a
szferoid széle és kozepe kozott a lipidom szintjén kimutathato radialis gradiensekkel az
eltérd tdpanyag- és/vagy oxigénellatottsag kovetkeztében.

Ennek a hipotézisnek a tesztelésére kétféle megkozelitést is alkalmaztunk,
amelyeket két reprezentativ szferoid példajan mutatunk be (17. dbra). Az els6 esetben az
egyedi szferoidokbol 15 um vastag metszeteket vagtunk a szferoid teljes atmérdje
mentén, majd ezek kdzepébdl 30 000 pm? nagysagi koroket disszektaltunk (17A dbra).
A lipidomikai analizis tobb lipidosztaly (17A dbra, lipidosztily panelek), ill. szamos
lipidspeciesz esetében tart fel jelent6s valtozasokat a szferoid sz¢é1ét61 annak belseje felé
haladva. A diacil PC relativ mennyisége jelent6sen lecsokkent a szferoid kozepe felé,
ezzel parhuzamosan azonban az éter kotésli PC-O specieszek mennyisége megndtt
(17A dbra, lipidosztily panelek). Méréseink alapjan elmondhaté, hogy a
membranstabilizalo €s raftalkotd SM szintje is radidlis gradienst mutatott, és jelentdsen
lattunk kintrdl befelé haladva a PG/BMP esetében is.

Ismert, hogy az emlds sejtek nem képesek szintetizalni bizonyos politelitetlen
lipidspecieszeket, PUFA igényiiket igy a tapoldatbol kell fedezniiik. Kimutattuk, hogy a
polién lipidspecieszek mennyisége jelentdsen csokkent a szferoid belseje fel¢ haladva,
mig a monoén specieszek mennyisége — amelyeket a sejt maga is képes szintetizalni —
novekedett (17A dbra, MUFA/PUFA panelek). Megallapithatjuk tehat, hogy a
szferoidok jol  képesek modellezni egy kisebb méretli, avaszkularizalt

tumor/mikrometasztazis korlatozott tapanyaghozzaférését.
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17. abra: 4T1 szferoidok (#1 és #2) lipidomjanak gradiens tipusu valtozasai. Szferoidok
reprezentativ. HE-festett képei (fent). Szeletelési és LMD séma (balra) és karakterisztikus
lipidvaltozasok (jobbra) (A) a szferoid teljes atméréje mentén vagott szeletekbdl a kozépso korok
kivagasa esetén és (B) a legnagyobb radiusz sikjaban disszektalt koncentrikus korok esetén.
Szferoidformalas két fiiggetlen kisérletbol; kiosztasi sejtszdm: 2500, ndvesztési idd: 14 nap,
szferoidméret: kb. 500 pum, metszetvastagsag: 15 um, LMD méret: 30 000-60 000 um?. PC és
PC-O, diacil és alkil-acil foszfatidilkolin; PG, foszfatidilglicerin; BMP,
bisz(monoacilgliceril)foszfat; SM, szfingomielin; MUFA, egyszeresen telitetlen zsirsav; PUFA,
politelitetlen zsirsav.

A 17B dbrdan a masodik kisérleti elrendezés lathat6, amelyben a legnagyobb
radiusszal rendelkez6 szferoidmetszetbdl koncentrikus koroket vagtunk ki a szferoid
belsejétdl a széle felé haladva. Ezen mintdk lipidomikai analizise soran is jol

kimutathatdak voltak a fentebb leirt gradiensek.

5.2.2. AT1 2D sejtkultiura a szferoid modellezésére

A 2D sejtkulturak szamos hatranyuk ellenére a mai napig elterjedtek
tumormodellként konnyli kezelhetdségiiknek és olcsosdguknak koszonhetéen. A 3D
kultarakban jelentkezé markans, radialis lipidvaltozasok hatterének okat szerettiik volna
feltarni a 2D kulturaban eléidézett zsirsavdeprivacioval. Ehhez a sejteket lipidmentes, de
novekedési faktorokat tartalmazé Optimem tapoldatban novesztettiik, amit kiillonbz6
mennyiségii szérummal egészitettiink ki (FBS 1%, 2,5% és 5%). A kontroll sejteket 10%
szérummal szupplementalt standard RPMI médiumban tartottuk.

A lipidomikai eredmények alapjan ezzel a rendszerrel jol tudtuk modellezni a
szferoidban kimutatott MUFA/PUFA gradienst (18A dbra, inzert), ami a
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szérumkoncentraci6 csokkentése nyoman a polién lipidspecieszek (pl. (38:4, 18:0/20:4)
vagy (40:6, 18:0/22:6)) relativ mennyiségében torténd csokkenés és az ezzel
parhuzamosan fellépd, a monoén lipidspecieszek (pl. (34:1, 16:0/18:1), (36:2, dil8:1))
relativ mennyiségében bekovetkezé novekedés kovetkeztében jott 1étre (18A dbra).
Erdemes kiemelni a (38:3, 18:0/20:3) &sszetételti lipidspecieszek emelkedését, ami a

PUFA-hidny kompenzalasaként fellépd Mead-sav szintézissel és beépiiléssel

magyarazhato.
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18. abra: A szérummegvonas hatisa 4T1 2D kultira lipidosszetételére. (A) Atlagos
foszfolipid specieszosszetétel, inzertben a MUFA/PUFA arany megjelenitésével. (B) PC és PC-O
valtozasai a zsirsavdeprivacoval. Az adatok atlag = SD értékeket reprezentalnak, n = 3. PC és
PC-O, diacil és alkil-acil foszfatidilkolin, MUFA, egyszeresen telitetlen zsirsav; PUFA,
politelitetlen zsirsav.

A szferoidnal bemutatott PC-O gradienst is sikeriilt modellezni, ugyan csak kisebb
mértékii novekedést tapasztaltunk a zsirsavmegvonas novelésével (18B dbra). Erdemes
azonban megjegyezni, hogy a proliferal6 2D sejtkultiraban a sejtek PC-O szintje eleve

magasabb, mint a szferoid szélén proliferalo sejteké (18 vs. 5-7 mol%).

5.2.3. 4T1 tiidd és szubkutdn primer egértumorok

Az in vivo egértumormodellek eléallitasahoz 4T1 sejteket injektaltunk az egér
farokvénajaba (primer tidétumor, 194 dbra), valamint az emld zsirszovetébe (primer
szubkutan tumor, 19B dbra). A lipidomikai analizishez a 10 pm vastag metszetekbol
30000 pm?-os teriileteket disszektaltunk. Elséként arra voltunk kivancsiak, hogy a primer
tumorok lipidprofilja mennyiben tér el egymastol. A 19C dbran bemutatott részleges
legkisebb négyzetek diszkriminancia-analizis (PLS-DA) ,,scores plot”-jan jol lathato,

hogy a tiidében és az emldszdvetben kialakult primer tumorok (6sszesen 4 allatbol, 2—2
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tumor) proliferativ régioibol kivagott LMD mintdk lipidomjai két egyértelmiien

elkiiloniild klasztert alkotnak, vagyis lipidomjuk gazdaszerv-specifikus eltéréseket mutat.
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19. abra: 4T1 primer egértumorok lipidomikaja. (A) Intravénasan oltott 4T1 tiildétumor és (B)
emld zsirszovetébe oltott 4T1 szubkutan tumor HE-festett képe. (C) PLS-DA “scores plot”; az
ovalisok a 95%-os konfidenciaintervallumot jelolik; validalo permutacios tesztben p < 0,01
(n =100). Piros — tidétumor (n = 49, 2 allatbol), zold — szubkutan tumor (n = 17, 2 allatbol).

5.2.4. Lépbe oltott AT1 primer tumor metasztazisai a majban és a tiidében

Ezt kovetben azt vizsgaltuk meg, hogy a primer tumor, valamint annak
metasztazisal kozott van-e lipidomikai eltérés, vagyis, hogy a kiilonb6z6 célszervek
tumor-mikrokornyezetei befolyasoljak-e a tumor lipidprofiljat. Ehhez 4T1 sejteket
oltottunk az egér 1épébe. A primer tumor mar 20 nap elteltével attéteket adott a majba és
a tiidébe (204 dbra). Mindharom szervb6l harom darab, 10 um vastag parhuzamos
metszetet készitettiink, és tobb kiilonbozd teruletet analizaltunk. A 20B és C dabrdakon a
tobbvaltozos statisztikai elemzések (fokomponens-analizis (PCA) és hierarchikus
klaszteranalizis) eredményei jol mutatjak, hogy a primer 1éptumor (piros), valamint a
metasztazisok (maj: sotét- és vilagoskék, tido: sarga, narancs és lila) eltérd lipidprofillal
rendelkeznek, sét egy adott szerven beliil is eltér a kiilonbdz6 tumoros teriiletek

lipidmintazata.
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20. abra: Egérlépbe oltott 4T1 primer tumor és metasztazisai. (A) HE-festett képek a
disszektalt teriiletek jelolésével 1épen (balra), majon (kozépen) és tiidén (jobbra). (B) PCA
haromdimenzios ,,scores plot” és (C) hierarchikus klaszteranalizis hétérképes megjelenitése;
tavolsagmérték: euklideszi, klaszteralgoritmus: Ward, a szinkod standardizalt értékeket
reprezental (z-érték). A tumorrégiok jeldlései: piros — léptumor 1 és 2 (n = 11), zold — ép
majszovet (N = 4), s6tétkék — majmetasztazis 1 (n = 5), vilagoskék — majmetasztazis 2 és 3 (n =
4), ciklamen — ép tiid6szovet (n = 3), sarga — tidometasztazis 1, 2 és 3 (n = 5), lila —
tiidémetasztazis 4 (n = 5), narancs — tiiddmetasztazis 5 és 6 (n = 5).

5.2.5. 4TI szubkutdn egértumor intratumordlis heterogenitisa

A lipidprofil-mintazatok fenti kiilonbségei alapjan a tovabbiakban egy 22 napos
szubkutan tumor (21A4 dbra, balra) részletesebb topologiai elemzésére fokuszaltunk.
Kivancsiak voltunk arra, hogy a szferoidban kimutatott lipidomikai valtozasok
amelyben nekrotikus teriilet is talalhatd (214 dbra, kizépen), és egy 10 pm vastag
metszetbdl 2 x 20 db, egymassal parhuzamosan futo, 30 000 um?-0s LMD mintat vagtunk
Ki (21A dbra, jobbra). A lipidomikai eredményeket a metszetképre vetitett hotérképes
megjelenitéssel mutatjuk be (21B dbra). A szferoidhoz hasonléoan a PC és a PC-O
valtozasai egymassal komplementer mintdzatot mutatnak, vagyis ahol a PC relativ
mennyisége alacsonyabb, ott a PC-O magasabb, és forditva (21B dbra). ElImondhatod
tovabba az is, hogy a szferoidoknal megfigyelt lipidvaltozasokkal &sszhangban a
magasabb PC-O tartalmu teriiletek a nekrotikus (szferoid magjahoz hasonld), mig az
alacsonyabbak a proliferativ (szferoid proliferativ kiils6 rétegéhez hasonld) régiokra

esnek. Az SM valtozasai szorosan kovetik a PC-O-ban detektalt mintazatot, ami szintén
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egy, a szferoidokban is megfigyelt jellemz6. Megjegyezziik tovabba, hogy a tumorban a
Cer ¢és a PE-P szintérképe is hasonl6 a PC-O mintazatahoz (21B dbra).

21. abra: 4T1 szubkutan tumorallograft intratumoralis heterogenitasa. (A) Az egéremld
zsirszovetébe oltott szubkutan tumor fényképe (balra), HE-festett metszet (kozépen) és LMD
utani allapot vilagos latoteri képen (jobbra). (B) Kivalasztott lipidosztalyok topologiaja
hétérképes megjelenitésben; a szinskala szinei a feltlintetett lipidosztalyok mol%-os értékeit
reprezentaljak a membranlipidek %-aban. Szinskala: zo6ld — alacsony, piros — magas. Cer,
ceramid; PC és PC-O, diacil és alkil-acil foszfatidilkolin; PE-P, alkenil-acil foszfatidiletanolamin;
SM, szfingomielin.

Ezek utan azt szerettiik volna latni, hogy €z a markans intratumoralis heterogenitas
vajon feliilirja-e az egyedek kozotti intertumoralis heterogenitast. A 224 és B dabrdkon
harom kiilonb6z6 4llatbol szarmazd szubkutan tumor LMD mintdibdl késziilt
tobbvaltozos statisztikai elemzések eredményeit tiintettiik fel, amelyek a proliferativ és
nekrotikus tumorrégiok lipidomjainak egyértelmii elkiiloniilésérdl tanuskodnak. Az

elébbi megallapitasokkal 6sszhangban a nekrotikus régidkban PC-O, PE-P, SM és Cer
halmozaédott fel a proliferativ teriiletekhez képest (22B dbra).
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22. abra: 4T1 szubkutan tumorallograftok proliferativ és nekrotikus régioinak lipidomikai
mintazata. (A) PCA ,scores plot”; az ovalisok a 95%-0s konfidenciaintervallumot jeldlik. (B)
hierarchikus klaszteranalizis hétérképes megjelenitése. Szinkodok: piros — proliferativ régio
(n = 34, 6sszesen 3 allatbol), z61d — nekrotikus teriilet (n = 21, dsszesen 3 allatbol).

5.3. 4T1 tumormodellek nagy térbeli felbontasi multiomikai vizsgalata

5.3.1. Multiomikai kisérleti elrendezés dttekintése

A fenti kisérletek soran kideriilt, hogy parhuzamos metszetekb6l nagy
lefedettségli és kivald mindségli proteomikai analizis is végezhetd. Ezért egy 1j
kisérletsorozatban, a 23. abrdn felvazolt séma szerint készitettiik el az in vitro és in vivo

4T1 mintakat multiomikai feldolgozashoz.

HE-festés
Lipidomika
Proteomika
Transzkriptomika

HE-festés
Lipidomika

Proteomika

23. abra: Multiomikai kisérleti elrendezés. Tumormodell reprezentativ képe (balra) és az
omikai mintakészités sematikus abrazolasa (jobbra). Metszetvastagsag: 10 pm, metszettavolsag:
10 um. (A) 4T1 szferoid (3 szferoid, ~ 500 um, 7-10 metszet/omika, LMD méret: 30 000 um?,
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kozépsé korok). (B) 4T1 szubkutan tumor (~ 15 mm, 3 metszet/omika, LMD méret: 30 000 um?,
4 kiilonb6z6 tumorrégiobol 2 LMD/tumorrégid/metszet).

5.3.2. 4T1 szferoid

5.3.2.1. A szferoidok lipidomikdja

Harom fiiggetlen szferoid lipidadataibol (6sszesen 30 metszet) a sz€1étdl a kozepe
felé haladva szimmetrikusan atlagokat képeztiink (8sszesen 5 tavolsag, n = 6/tavolsag).
Az igy detektalt lipidgradiensek nagyon jol egybecsengtek az 5.2.1. fejezetben bemutatott
eldzetes eredményeinkkel. A lipidosztalyok valtozasai kozott (24. dabra) tovabbra is a PC,
PC-O, SM, ill. a PG/BMP gradiensei a legjellemzébbek, de meg kell emliteni a

koleszteril-észter (CE) emelkedését is a szferoid magjaban.
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24, abra: 4T1 szferoidok lipidosztaly-osszetétele a szferoid szélétél a belseje felé haladva.
Szferoidonként a 10 metszetet a kozépponti tavolsaguk szerint paronként atlagoltuk; ilyen moédon
a szelétdl (fehér) a kozepe (fekete) felé haladva a diagram oszlopai 5 egymast kovetd
tavolsagértéket reprezentalnak. Az abran atlag + SEM adatokat tiintettiink fel; n = 6, dsszesen 3
fliggetlen szferoidbol.

Annak szemléltetésére, hogy a MUFA/PUFA gradiens hogyan jon létre, két
kismértékben valtozd lipidosztaly, a PE ¢és a PI molekulaspecieszeit mutatjuk be
(25A és B dbra). A PE esetén nagyon szembetliné az AA-tartalma PE(38:4, 18:0/20:4),
valamint a DHA-tartalmi PE(38:6, 16:0/22:6), PE(40:6, 18:0/22:6) és PE(40:7,
18:1/22:6) specieszek csokkenése, illetve a monoéntartalmi PE(36:2, di18:1) és PE(36:1,
18:0/18:1) specieszek novekedése (254 dbra). A Pl esetén a f6 AA-tartalmu speciesz, a
P1(38:4, 18:0/20:4) fogyasat a Mead-savat (20:3 n-9) tartalmazé PI(38:3, 18:0/20:3)
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novekedése kompenzalja (25B dbra) (Péter és mtsai., 2012). A PC-O osztalyszint(i
emelkedése minden egyedi specieszre kiterjed, és bar az abszolut értelemben vett
emelkedés a legabundansabb monoén komponens, a PC-O(34:1) esetében a leghagyobb
(szélen 1,2 mol%, kozépen 2,6 mol%), a globalis PUFA-csokkenés itt feliilirodik, és ezek
a specieszek is novekednek (pl. PC-O(38:4)), vagyis a meglévé PUFA-k erre a
szintézisutra iranyitodnak. Az SM esetében detektalt jelentds emelkedés a szferoid
centrumaban a hossza szénlancu specieszeknek (pl. SM(42:2:2, d18:1/24:1) k6szonhetd
(25D dbra).
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25. abra: Kivalasztott specieszek relativ koncentraciojanak valtozasa a szferoid szélétol a
belseje felé haladva. (A) PE, (B) PI, (C) PC-O és (D) SM specieszek profilvaltozasa.
Szferoidonként a 10 metszetet a kozépponti tavolsaguk szerint paronként atlagoltuk; ilyen moédon
a sz€létél (fehér) a kozepe (fekete) felé haladva a diagram oszlopai 5 egymast kdvetd
tavolsagértéket reprezentalnak. Az abran atlag + SEM adatokat tiintettiink fel; n = 6, 6sszesen 3
fliggetlen szferoidbol. PE, foszfatidiletanolamin; PIl, foszfatidilinozitol, PC-O, alkil
foszfatidilkolin; SM, szfingomielin.
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5.3.2.2. A szferoidok proteomikdja
A harom szferoid metszeteibol tobb mint 2000, mindharom szferoidban detektalt
fehérje mennyiségét tudtuk mérni. Szamos fehérje mutatott a lipidekhez hasonlo, gradiens
tipust viselkedést a szferoid centruma és széle kozott. Példaként a vimentin fehérje

valtozasat mutatjuk be (26. dbra).
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12000 A 51 #S2 ¢S3 °
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4000 A . .
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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26. abra: A vimentin fehérje mennyiségének valtozasa a szferoid tengelye mentén. S1, S2,
S3 az egyedi szferoidokat reprezentalja.

A tovabbi elemzésekhez a vimentin és a fibronektin gorbéi alapjan meghataroztuk
a szferoid kozepét, majd — a metszetszam fiiggvényében — a szferoidok széleirél n = 1-2,
a kozepeikrdl pedig n = 2-3 adatot atlagoltunk. Igy a harom szferoidbél 1 db széli és 1
db ko6zépi adatot kaptunk, amelyekbdl t-probaval a p < 0,01 és az ehhez tartoz6 q < 0,05
FDR-értékeket fogadtuk el szignifikansnak. A log2-fold kiiszob abs(log2-fold) > 0,3 volt.
A GO-kategoriaelemzés esetén kiilon kezeltilk az emelkedést és a csokkenést mutatd
fehérjéket. A KEGG-utvonalelemzések abrazolasahoz a log2-fold valtozast 0-nak vettiik
azokra az értékekre, amelyek nem feleltek meg mindkét kritériumnak, ezek sziirke szinnel
jelennek meg a kovetkez6 abrakon.

A szferoid centrumaban — a széléhez képest — feliilszabalyozott fehérjék GO-
kategoéria gazdagodasat vizsgalva feltind, hogy a mitokondrialis energetikai
folyamatokban résztvevé fehérjék szintje emelkedett (27. dbra). A mitokondrialis
citratciklust (29. d@bra) mutatjuk be. Ugy tiinik, hogy a szferoid belsejében fokozodik a
mitokondrialis aktivitds a citratciklus és az elektrontranszportlanc komponenseinek

dusulasa altal.
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27. abra: A szferoid centrumaban megniévekedett fehérjék GO-kategoria gazdagodasanak
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reprezentacidja a szferoid széléhez képest
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28. abra: Az oxidativ foszforilacioban érintett fehérjék szintjének valtozasa a szferoid
centrumaban a széléhez képest (KEGG). Szinskala: piros — emelkedés, z61d — csokkenés.
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29. abra: A citratciklusban résztvevo fehérjék szintjének valtozasa a szferoid centrumaban
a széléhez képest (KEGG). Szinskala: piros — emelkedés, zold — csokkenés.

Az alulszabalyozott fehérjék tekintetében megallapithatjuk, hogy a szferoid

belsejében a fehérjeszintézissel kapcsolatos folyamatok lehalkulnak (30. dbra).
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30. abra: A szferoid belsejében lehalkult fehérjék GO-kategéria gazdagodasanak
reprezentacidja a szferoid széléhez képest

A riboszomalis fehérjék KEGG-reprezentacidja teljes mértékben alatdmasztja a
GO-elemzésbdl kapott adatokat, hiszen kizarolag alulszabalyozott fehérjék jelennek meg

a rendszerben (31. dbra).

61



Eredmények

Rhrmmal s -0.|7|5‘ | c‘J.‘o|oﬂ75

Baclenia [ furcheea | | 235 | 35

Eukaryotes Rn28sh-R6s510Rs5-85

Ribosomal proteins

EF-Tu Mrps10 Mrpl3 ~Mrpld Mrpl23 Mrpl2 | 519 Mrpl22] 53 Mrpl16] L2
Rps20 Rpl3 | Rpl4 'Rpl23al Rpls | Rpsis Rpl17  Rps3 Rpl35

Wrps 17 JRFBIEY Mrpi2d | L5 Mrps14] sg L6 Mrpl18 [ Nirps5 Mrpl30 Mirpl15] secv
Rpsi1 Rpl23 Rpl26 Rps4x Rpl11 Rps29 Rps15a Rpl9 Rpl32 Rpl19 Rpl5 Rps2 Rpl7 Rpl27a

¥l pipl36] 5 Mipst1] 54 [ Mrpl17 WirpH3 | Mirpsd
Rpl34—psﬂRpl14] Rps18 Rps14 Rps9 Rpl18 Rpl13a Rps16

EF-Tu,G

C.B

Rpel
Mrps7 MrpsQ] L74 I 1 [
T Mmpl12| 112 Mrpl10 Mrpl1l Mrpl11
RpsS Rps23Gma6415 RelTa Rplp! Rplpd Rpli0a Rpi12

EF-Ts 1F2 IF2 RF1
Mrps2 * Mrps15 Mrpl35 Mrpl20 Wrpl34 Mrpl32 Mrpl9 Mrps18a Mrps6
Rpsa

Rpsi3

Mrpl28 Mrpl33]  [Mrpl21 Mrpl27]  FevFe Mrps16 Mrpl19] Mrps21

LRels | Riites] |92 o7 | [R50 cimzor ) RGN e8]

Sreall srbunit (Therrans aguatisns)

Data on KEGG graph
Rendered by Pathview

31. abra: A riboszéma formalédasaban résztvevo fehérjék szintjének alulszabalyozottsaga
a szferoid centrumaban a széléhez képest (KEGG). Szinskala: piros — emelkedés, zold —
csokkenés.

5.3.2.3. A szferoidok transzkriptomikdja
A transzkriptomikai adatok elemzése soran els6ként megvizsgéltuk az Osszes
leolvasas eloszlasat a szferoidok metszetei kozott (32. dbra). EbbOl lathatod, hogy a

szferoid kozepén (metszetszam: 3 és 4) a total RNS-mennyiség atlagosan alacsonyabb a

sz¢€li értékeknél (metszetszam: 1 és 7).
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32. abra: RNAseq adatok total ,,featurecount” értékei. Az adatok metszetenként 2—3 szferoid
atlag + SD értékeit reprezentaljak.
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Az adatokat a haztartdsi gének geometriai atlagaval elénormalizaltuk, majd a
Reactome honlap analiziseszkozével elemeztiik. Elsdként kiemelnénk, hogy a

génexpresszio szabalyozasa RNS-szinten is lehalkult (33. dbra).
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33. abra: A transzkripcié alulszabalyozottsiaga a szferoid belsejében a széléhez képest
(Reactome). Szinskala: sarga — emelkedés, kék — csokkenés.
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Az is fontos megallapitas, hogy az RNS-adatok alapjan a sejtek osztoddsa a

szferoid magjaban rendkiviil lelassult (34. dbra).
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34. abra: A szferoid centrumaban elhelyezked6 sejtek mitotikus sejtosztodassal kapcsolatos
RNS expresszios mintazata a szferoid széléhez képest (Reactome). Szinskala: sarga —
emelkedés, kék — csokkenés.
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Felmeriil a kérdés, hogy a szferoid magjaban — legalabbis lipidszinten — jelenlévo
tapanyaghiany és az esetleges oxigénhiany vajon indukél-e sejthalal utvonalakat. A
valasz meglepd: mind az apoptotikus, mind a szabalyozott nekrotikus folyamatok

lecsendesedtek a nyugalmi allapotba kertilt centralis régioban (35. dbra).

/ APOPTOSIS REGULATED NECROSIS

Vel

@

35. abra: Apoptotikus és szabalyozott nekrotikus folyamatok génexpressziéos mintizata a
szferoid magjaban a széléhez képest (Reactome). Szinskala: sarga — emelkedés, kék —
csokkenés.

< I

A kovetkez6 kérdés, hogy vajon ezt az antiapoptotikus hatast a stresszfehérje
rendszer felhangolasaval érik-e el a centralisan elhelyezkedé sejtek? A valasz ugyancsak
meglepd, ugyanis altalanossagban azt mondhatjuk, hogy a sejteknek nincs sziiksége
felerésitett stresszvalaszra, a fobb elemek mindegyike inkabb lecsendesitett allapotba
keriilt (36. dbra). Példaul az éhezésre, a kémiai stresszorokra, a hipoxiara és a hostresszel
analog membranperturbéacios stresszre adott valaszok lehalkultak, és a sejtoregedés

szintén alulszabalyozott.
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36. abra: A szferoid centrumaban elhelyezkedé sejtek stresszvalasszal kapcsolatos

RNS-expressziés mintazata a szferoid széléhez képest (Reactome). Szinskala: sarga —
emelkedés, kék — csokkenés.
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5.3.2.4. A szferoidok omikai mintdzatainak ésszefiiggései

A 37. abra az RNAseq és a proteomikai adatok kozotti dsszefiiggést mutatja be,
pontosabban éppen azt, hogy ezen adatok kozott egyaltalan nincs korrelacio (374 dbra,
r =0,067). Feltételeztiik, hogy ennek oka a sok nem-szignifikdnsan valtozo fehérje- €s
RNS-adat altal generalt szoras lehet, ezért kivalasztottuk a szignifikansan valtozo
fehérjékhez tartoz6 RNS-ek log2-fold értékeit, és azokat a 37B dbrdn abrazoltuk.
Lathato, hogy ebben az esetben sem talaltunk korrelaciot (r = 0,028) a két adatsor kozott.
Ez a megallapitas egybecseng irodalmi adatokkal, ahol sok esetben szintén rendkiviil
gyenge korrelaciot talaltak az RNS- és fehérjeexpresszio kozott (Koussounadis és mtsai.,
2015).
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fehérjeexpresszio log2-fold fehérjeexpresszio log2-fold

37. abra: Korrelacio a fehérje- és RNS-expresszio kozott 4T1 szferoidban. Korrelacios
diagram (A) az oOsszes fehérjeadathoz tartozO RNS-adat és (B) a szignifikdnsan valtozo
fehérjékhez tartoz6 RNS-adatok log2-fold értékei alapjan.

5.3.3. 4T1 szubkutdan tumor

A szubkutan tumorok 5.2.5. fejezetben bemutatott lipidomikai analizise soran a
proliferativ és nekrotikus teriiletek kozott jelentds lipidvaltozasokat detektaltunk. Ennek
részletesebb feltérképezése érdekében jelen kisérlet soran ugy vagtuk ki a régiokat, hogy
a tisztan proliferativ és tisztan nekrotikus teriiletek mellett a proliferativ-nekrotikus hatar
mindkét oldalardl gytjtottiink mintakat (38. dbra). A patologiai elemzés egyértelmiien
ravilagitott arra, hogy ezeket a teriileteket tisztan tumorsejtek alkotjak, a sztromalis
komponensek hianyoznak. A nekrotikus régioban teljesen ép, Szigetszeriien elhelyezkedd
sejteket talalunk, és a vér alakos elemei sem jelennek meg. A patologiai vizsgalat soran
bizonyitast nyert az is, hogy a proliferativ, valamint a hatar menti proliferativ régiok nem

kiilonboznek jelentdsen egymastol, mint ahogyan a tisztan nekrotikus €s a hatar menti
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nekrotikus régiok sem. Ugyanakkor a proliferativ és a nekrotikus teriiletek éles hatarvonal

mentén kiiloniilnek el egymastol (38. dbra).

nekrotikus régio proliferativ régié nekrotikus-proliferativ hatar

38. abra: A kivagandé teriiletek elhelyezkedése a kiilonb6z6 tumorrégiékban. 4T1 szubkutan
tumormetszet teljes HE-festett képe (fent, balra), a kivagando teriileteket tartalmazo,
hisztologiailag kiilonb6z6 régiok elhelyezkedése (fent, jobbra), valamint ezen régiokban az LMD
teriiletek kijelolése (lent).

5.3.3.1. A szubkutan tumor lipidomikdja

A fentiek alapjan felmertil, hogy a hataron elhelyezkedd sejteket mindkét iranybol
érik hatasok, igy kiilonleges (lipid)metabolikus helyzetben vannak. Valoban, a 39. dbrdn
bemutatott PCA és klaszteranalizis is igazolja az elkiiloniilé hatar menti lipidprofilokat,
¢s ramutat az ezzel kapcsolatos membranszerkezetbeli kiilonbségekre. Nem meglepd,
hogy a proliferativ hatar lipidomja kozelebb all a tumor nagy tomegét kitevo sejtekéhez,
mig az egy-két sejtsor tavolsagra levo nekrotikus hatar — a morfologiai kiilonbségekkel
egybehangzoan — jelentésen eltérd lipidprofilt mutat. Felfedezhet6 tovabba a nekrotikus
hatar és a nekrotikus teriilet lipidmintazatbeli hasonlosaga, valamint a nekrotikus

teriiletek egyedi lipidmintazata is (39. dbra).
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39. abra: 4T1 szubkutan tumorrégiok lipidomjanak tobbvaltozos statisztikai analizise. (A)
PCA ,scores plot”; az ovalisok a 95%-os konfidenciaintervallumot jelolik. (B) Hierarchikus
klaszteranalizis hétérképes megjelenitése. Piros — proliferativ régid, zold — proliferativ hatar,
sotétkék — nekrotikus hatar, vilagoskék — nekrotikus régid (n=5-6, 3 parhuzamos
tumormetszetbol).

A részletes lipidvaltozasokrol a 40. és 41. abra ad szamot. A proliferativ régiotol
a nekrotikus felé¢ haladva a PC csokkenését €s ezzel parhuzamosan a PC-O novekedését
latjuk (404 dbra). Ehhez hasonldan a PE és a PE-P is komplementer viselkedést mutatott.
Az SM és a Cer jelentdsen nétt a nekrotikus iranyban (404 dbra és inzert). A lizolipidek
(LPC, LPE) szintje a nekrotikus hataron volt a legmagasabb, és ez szintén igaz az MG,
DG és CE lipidosztalyokra is (404 dbra és inzert). A PG/IBMP specieszei szembetiin
profilkiilonbséget mutattak a telitetlenség fiiggvényében (40B dbra). Az n <6 kettOs
kotést tartalmazo — valoszintsithetden inkabb PG — specieszek (pl. (34:1)) relativ értékei
a proliferativ régioban a legmagasabbak, mig a sokszorosan telitetlen (n>7) —
valoszintileg BMP — specieszek (pl. (44:12)) jelentésen feldusultak a hatarrégiokban,
kiilondsen a proliferativ oldalon (40B dbra). A teljes membranlipid-6sszetétel szintjén
detektalhatd MUFA/PUFA arany — a szferoidhoz hasonldan — itt is novekedést mutatott
a nekrotikus régioban a proliferativhoz képest (40C dabra). A szabalyozas azonban a
tumorban bonyolultabbnak tlinik, mert példaul az els6sorban AA-tartalmu specieszek
(40D dbra, db = 4) 6sszes mennyisége nem valtozott szignifikansan, emogott azonban a
diacil PC(38:4) és PE(38:4) csokkenését, a PI(38:4) valtozatlansagat, valamint az
éterspecieszek (PC-O(38:4) vagy PE-P(38:4)) relativ szintjének novekedését talaljuk
(41. dbra és S8. tdablazar). Ugyanakkor a Mead-savat tartalmazé db = 3 specieszek
szignifikans novekedése ¢€s a db>35 politelitetlen specieszek markans csokkenése

mégiscsak korlatozott tapanyag-hozzaférhetdségrol tanuskodik (40D dbra).
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40. abra: 4T1 szubkutan tumorrégiok lipidvaltozasai. (A) Lipidosztaly-osszetétel, (B)
PG/BMP specieszek valtozasai, (C) MUFA/PUFA arany és (D) a membranlipidek profilja a
kettés kotések szama szerint. Az adatok atlag + SEM értékeket jeldlnek (n = 5-6, 3 parhuzamos

tumormetszetbdl). MUFA, egyszeresen telitetlen zsirsav; PUFA, politelitetlen zsirsav; db, kettds
kotések szama.
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A 41. abran az AA-jelatvitel komponenseinek valtozasait mutatjuk be a 6 diacil
GPL(38:4, 18:0/20:4) specieszek (PC(38:4), PE(38:4) és P1(38:4)) példajan. A kiilonb6zo
lipazok altal termelt szignallipidek, mint a PA(38:4), a DG(38:4), az MG(20:4) ¢és a
szabad AA, valamint a PLA; bontasa révén az AA-val egyidejiileg képz6dé 18:0-tartalmu
LPL-ek mind a hatarrégiokban, foleg annak nekrotikus oldalan dusultak fel. A szintén itt
megemelkedo eikozanoidokat csak 0sszegképlet szintjén tudtuk detektalni, a C20H3203
képletli sorozatba tartoznak pl. a hidroxicikozatetraénsavak (HETE), mig a C20H3205
sorozatban talaljuk a prosztaglandinokat (pl. PGE2). Emlitésre mélto az LPA(18:0)
emelkedése is, amely LPC-bdl képzddhet az autotaxin (ATX) révén.
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41. abra: Az arachidonsav-jelatvitel valtozasa 4T1 szubkutian tumor régioiban. Piros —
proliferativ régio, zold — proliferativ hatar, sotétkék — nekrotikus hatar, vilagoskék — nekrotikus
régid. Az adatok atlag £ SEM értékeket jelolnek (n = 5-6, 3 parhuzamos tumormetszetb6l). ATX,
autotaxin, COX/LOX, ciklooxigenaz/lipoxigenaz, DGL/MGL, di-/monoglicerid-lipaz;
PLA,/PLC/PLD, foszfolipaz A./C/D. AA, arachidonsav; DG, diglicerid; HETE,
hidroxieikozatetraénsav; GPL, glicerofoszfolipid; LPA, lizofoszfatidsav; LPL, lizofoszfolipid;
MG, monoglicerid; PA, foszfatidsav; PGE2, prosztaglandin E2.
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5.3.3.2. A szubkutan tumor proteomikdja

A proteomikai eredmények tobbvaltozos statisztikai analizise ugyancsak arrol
tudosit, hogy a vizsgalt régiok mind jol elkiilonithetéek a proteom Osszetétele szerint
(424 és B dbra). A Kklaszteranalizis alapjan a proteomikai mintazatprofilban is nagyon

hangsulyosan megmutatkozik a hatar menti régiok éles kiilonbsége (42B dbra).
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42. abra: 4T1 szubkutan tumorrégiok proteomjanak tobbvaltozos statisztikai analizise. (A)
PLS-DA “scores plot”; az ovalisok a 95%-os konfidenciaintervallumot jeldlik; validalo
permutacios teszt p < 0,01 (n = 100). (B) Hierarchikus klaszteranalizis hotérképes megjelenitése.
Piros — proliferativ régio, z6ld — proliferativ hatar, sotétkék — nekrotikus hatar, vilagoskék —
nekrotikus régioé (n = 5-6, 3 parhuzamos tumormetszetbdl).

A négyféle analizalt régi6 szamos Osszehasonlitasra ad lehetdséget. Ezek koziil —
a dolgozat terjedelmi korlatja miatt, de a kétféle modell Gsszevethetdségét szem el6tt
tartva — a proliferativ teriilet és a nekrotikus tertiletek kozotti eredményeket emeljiik ki.

A nekrotikus hatar vizsgalata rendkiviil fontos, mivel itt a sejtek kozvetlen
érintkezésben vannak azzal a teriilettel, ahonnan konnyen elindulhatnak a vér- vagy a
nyirokkeringés felé, és ezaltal attéteket képezhetnek. Mint fentebb emlitettiik, a HE-festés
nem mutatott ki vér alakos elemeket a nekrotikus teriileteken. Mégis megemelkedett a
hemoglobin mennyisége ezekben a régiokban (43. dbra), tehat nagy valoszintiséggel itt
kitagult, degeneralodott erek lehettek/lehetnek jelen mar lizalodott vorosvértestekkel. Ezt
tdmasztjak ald a megnovekedett fehérjék GO-kategdria dusulasanak eredményei kozott

megjelend, a véralvadassal kapcsolhaté kategoriak (44. dbra).
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43. abra: A hemoglobin (Hba és Hbb-bl) mennyisége a tumorrégiokban. Az adatok
atlag + SEM értékeket reprezentalnak (n = 6, 3 parhuzamos tumormetszetb6l).
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44, abra: A nekrotikus hatarrégioban megnovekedett fehérjék GO-kategoria
gazdagodasanak reprezentacidja a proliferativ régiohoz hasonlitva

A 45. abran bemutatott KEGG-reprezentacio az energetikai folyamatok koziil az
oxidativ foszforilacid nekrotikus hatarrégioban detektalt feliilszabalyozottsagat
szemlélteti a proliferativ teriilethez képest. Figyelemre mélt6 tovabba, hogy apoptozissal,
nekrozissal 0sszefliggd dusulast nem talaltunk, ugyanakkor a korabban bekovetkezett,

részleges sejthalal akar ferroptdzis altal is 1étrejohetett (hemoxigenaz-1 log2-fold = 8,8).
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45, abra: Az oxidativ foszforilacioban érintett fehérjék szintjének valtozasa a tumor
nekrotikus hatarrégiéjaban a proliferativ régiohoz képest (KEGG). Szinskala: piros —
emelkedés, zold — cs6kkenés.

A halkulast mutat6 fehérjék GO-reprezentacidja a szferoid belsejéhez hasonldan
az RNS-processzalas és a transzlacio jelentds csokkenésérél ad szamot a nekrotikus
teriileteken (46. dbra, nekrotikus hatarrégid), amit a riboszéma komponenseinek szinte
teljes alulszabalyozodasa valoban ala is tamaszt (47. dbra, fent — nekrotikus hatar, lent —

nekrotikus).
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46. abra: A nekrotikus hatarrégioban lecsokkent fehérjék GO-kategéria gazdagodasanak

sre

reprezentacioja a proliferativ régiéhoz hasonlitva
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47. abra: A riboszoma formalodasban résztvevo fehérjék szintjének valtozasa a nekrotikus
hatarrégioban (fent) és a nekrotikus régioban (lent) a proliferativ régiéhoz képest (KEGG).
Szinskala: piros — emelkedés, zold — csokkenés.
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5.3.4. A szferoid és a tumor ésszehasonlitisa

A szferoid és a tumor lipidomikai dsszevetését mutatja a 48. abra. Mindenekelott
szeretnénk megjegyezni, hogy a 4T1 3D és 4T1 allograft modellek lipidomja mind
osztaly- (484 dbra), mind specieszszinten (48B dbra) meglepden nagy hasonlosagot
mutat annak ellenére, hogy a szferoidot higitott borjiszérum veszi koriil, mig a tumort az
egér altal biztositott tipanyagok és faktorok. Felfedezhetiink azonban kiilonbségeket is,

mint pl. a szferoidban a tumorhoz képest magasabb PG/BMP és CL szinteket.
A

50 - o3D széle
m 3D kozép
B Sc proliferativ
40 4 B Sc proliferativ hatar
B Sc nekrotikus hatar
T @ Sc nekrotikus
o=
©
£ 30 -
4
[
o
=3
=
‘B 20
8
£
)
E
10 -
0 4
PC PC-O PE PE-P PS PG/BMP CL (x10) SM Cer CE
B
25 1 03D széle
B 3D kdzép
| Sc proliferativ
20 1 B Sc proliferativ hatar
B Sc nekrotikus hatar
3 B Sc nekrotikus
=~
©
£ 15
=
[7]
=}
=
5
5 10 1
£
o
£
5 o4
0 4
[34:2] [34:1] [36:4] [36:2] [36:1] [38:6] [38:5] [38:4] [38:3] [40:7] [40:6] [40:5]

48. abra: 4T1 szferoid és szubkutin emlétumor régiéinak lipidomja. (A) Lipidosztaly-
Osszetétel és (B) a membran atlagos specieszprofilja. Atlag = SEM, n = 10 (szferoid) és n = 5-6
(tumorrégiok). 3D — 4T1 szferoid, Sc — 4T1 szubkutan tumor.
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A szferoid kozepe, illetve a tumor nekrotikus teriilete fel¢ haladva a legfontosabb
egybecsengd valtozasok a lipidosztalyok szintjén a PC csokkenése, valamint a PC-0O, az
SM ¢és a CE novekedése (484 dbra). Lipidspecieszek szintjén a (36:1), (36:2) és (38:3)
specieszek novekedése, illetve szdmos PUFA-tartalma speciesz (pl. (38:5) és (40:6))
csokkenése figyelheté meg a szferoid széle és kozepe, illetve a tumor proliferativ és
nekrotikus teriilete kozott. Ugyanakkor az abundans (38:4) speciesz szabalyozésa eltér a
két modellben (48B dbra).

A két tumormodell proteomikai adatainak Osszevetésébdl az egyik
legszembetlin6bb topologiai hasonldsag a transzlacid lehalkulasa a szferoid magjaban
(30., 31. és 33. dbra), illetve a tumor nekrotikus teriiletein (46. és 47. dbra) a megfeleld
proliferativ régiokhoz képest. Ugyanebben az Osszehasonlitasban szintén figyelemre
mélto az oxidativ foszforilacio megnovekedett szintje a szferoid centrumaban (28. dbra),
illetve a tumor nekrotikus hatarteriiletén (45. dbra). A két modell hasonlo régidinak
Osszehasonlitd elemzésébdl pedig az derill ki, hogy a szferoid kiilsé, proliferativ
tartomanyahoz képest a tumor legjelentdsebb részét kitevd proliferativ régié fokozott
RNS szintetikus aktivitassal bir, fokozott az RNS-processzalas és a transzlacio (49. dbra).

Mindezekhez az energiaigényes folyamatokhoz alacsonyabb metabolikus fehérjeszint

(pl. oxidativ foszforilacio, citratciklus) tarsul (50. dbra).
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49. abra: A tumor proliferativ régiojaban megemelkedett fehérjék GO-kategéria
gazdagodasanak reprezentacioja a szferoid széléhez képest
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50. abra: A tumor proliferativ régiojaban lecsokkent fehérjék GO-kategoria

gazdagodasanak reprezentacidja a szferoid széléhez képest
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6. DISZKUSSZIO

6.1. Méddszerfejlesztés

A lipidomikai analizisekre kiilonosen igaz, hogy a kvantitativ analitikai modszer
térbeli felbontassal torténd kombinalasa kihivast jelent, és valoban kevés irodalmi példat
talalhatunk erre. A modern MSI technikak ugyan nagy térbeli felbontas elérésére képesek,
de sok esetben ,,csak” kvalitativ képet szolgaltatnak a szoveti 6sszetevokrdl (Lanekoff &
Laskin, 2017; Qi és mtsai., 2021; Unsihuay és mtsai., 2021).

Jelen dolgozatban bemutattuk egy LMD-vel kapcsolt shotgun lipidomikai
platform kidolgozasat, validalasat és kiilonbozé tumormodelleken torténd alkalmazasat.
Modszerlink egyszerti, gyors, kvantitativ, jo lefedettségli (kb. 200 lipidspeciesz) és nagy
térbeli felbontast biztosit (~ 80 um).

A kifejlesztett extrakcios-infuzios oldészerelegynek kdszonhetéen analiziseink
soran a lehet6 legkevesebb 1épésben tudtuk megvaldsitani a lipidextrakciot €és MS mérést.
Modszeriink ezért egyszeriibb és gyorsabb, mint pl. Knittelfelder és munkatarsainak
LMD-kapcsolt lipidomikai eljarasa, akik a hasonl6 lefedettséget mintegy tizszer nagyobb
mintateriiletek kivagasaval tudtak elérni, és az extrakcids €s infuzios 1épések is joval id6-
¢s munkaigényesebbek voltak (Knittelfelder és mtsai., 2018).

Az 1 platform fontos potencialjanak érezziik annak flexibilitasat, tobboldala
tovabbfejleszthetdségét: 1) A lipidomikai eljaras érzékenysége fragmentacidos ¢és
kivalasztott ionmonitorozasi kisérletek beépitésével, illetve Un. spektrumillesztéses
modszer (Knittelfelder és mtsai., 2018) alkalmazasaval tovabb novelhetd. 2) A rendszer
tokéletesen kompatibilis ionmobilitasi feltéttel, ami ugyancsak az érzékenységet és az
lehetdségiink van a Kifejezetten polaris, magasabb agyi gangliozidok analizisére is,
amelyek a hagyomanyos kétfazisu extrakciok soran a vizes fazisba extrahalodnak, igy
vagy egyszerlien kidobasra keriilnek, vagy igen nehézkes a visszanyerésiik (Porter és
mtsai., 2021). Ennek kiilondsen a neurodegenerativ szoveti elvaltozasok feltarasaban
lehet jelentésége. 4) Ugyancsak az egyfazisu lipidextrakcionak koszonhetden az
extraktum polarisabb kismolekulakat, mint példaul szerves savakat, cukrokat,
lipidanyagcsere-termékeket is tartalmaz; ezen molekulak validalt mérése jelenleg
fejlesztés alatt all munkacsoportunkban. 5) Ahogyan azt a jelen munkaban be is mutattuk,
a parhuzamos metszetkészitésnek és a rendelkezésre al16 nagy hatékonysagl proteomikai

(kb. 3000 fehérje azonositasa és kvantitalasa) és transzkriptomikai (t6bb 10000
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transzkript) modszereknek kdszonhetden eljarasunk multiomikai platformma bovitheto.
Az omikai, valamint kiilonb6z0 festett metszetekbdl szarmazd morfologiai, patologiai €s
biokémiai informacidk integralasa kétségteleniil a szoveti heterogenitas jobb megértését
szolgalja. 6) Végiil meg kell emliteniink, hogy a nagy felbontasi mikroszkdpidval
kombindlt automatizalt LMD tekintetében rendelkezésiinkre all egy mesterséges
intelligencia altal vezérelt egysejt szintli képfelismerési, fenotipizalasi modszer (BIAS,
Single Cell Technologies, Szeged, Magyarorszag), amit nemrégiben sikeresen
alkalmaztak proteomikaval kombindlva (Mund és mtsai., 2021). Ennek integralasa

minden tekintetben biztositott az altalunk kifejlesztett platformon.

6.2. Tumormodellek az omikai eredmények tiikrében

A 2. tdblazatban a legfontosabb lipidomikai és proteomikai eredményeket

hasonlitottuk 0ssze a 4T1 szferoid és szubkutan tumor vonatkozasaban.

2. tablazat: 4T1 szferoid és egér szubkutan tumor legfontosabb omikai valtozasai

Viltozas
Analizalt Szabalyozott a SZ,];?:;O'd a tumor proliferativ régidjahoz képest
. széléhez
biomolekula folyamat képesta | aproliferativ | anekrotikus | a nekrotikus
magban hataron hataron régioban
°C.0 migracio, 1M ) 1M 1
invaziod (17.,24.) (40) (21., 22., 40.)
raftképzddés, 1
PE-P antioxidans - -
kapacitas (21.,22.,40)
membran-
tbrn ) 1 1
SM stabilizalas, -
raftképzodés (17., 24.) (40.) (21., 22., 40.)
zsirsav- s
CE koleszterin- ™ 1 " 1
% tobblet (24.) (40) (40.) (40.)
3 raktarozasa
mitokondrialis/
o mAl " 1 H
PG/BMP lizoszomalis 1 l
folyamatok (17.,24.) | (40. PG/BMP) | (40. PG/BMP) (40)
Cer proliferacio- B 1 " "1
gatlas (40.) (40) (21., 22., 40.)
AA-tartalmu 1 o '
szignal- AA-jelatvitel n.a.
lipidek (41) (41) (41)
MUFA . . " l B 1
JPUFA tdpanyaghidny | 47 95y (40.) (40.)
. ! B ! g
Cehirt transzldcio (30-31) (46-47.) (47
ehenge oxidativ 1 3 0 3
foszforilacio (27-28.) (44-45))

A zardjelekben a valtozasokat bemutatd abraszamok lathatoak. 1, novekedés; |, csokkenés, —,
nincs valtozas; n.a., nincs adat. Sziirke hattérrel jeldltiik azokat a jellemzdket, amelyek hasonldan
valtoztak a szferoid magjaban, illetve a tumor nekrotikus teriiletein a megfeleld proliferativ
régiokhoz képest.
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Ahogy az a tablazatbdl is lathatd, a 4T1 szferoid magjaban és a szubkutan tumor
nekrotikus teriiletén megfigyelt valtozasok szamos hasonlosagot mutattak a megfeleld
proliferativ régiokhoz képest. A diacil PC részleges lecserélédése PC-O specieszekre
nagyon markansan jelent meg mindkét rendszerben. Irodalmi adatok szerint az AGPS-
expresszio, és ezen keresztiil az éterlipidek szintje (5. dbra) szoros korrelaciot mutat a
tumor agresszivitasaval (Blomme és mtsai., 2022; Stazi és mtsai., 2019). Az AGPS
in vivo pedig a tumor méretét és novekedési sebességét. Az AGPS taltermelése kevésbé
agressziv rakos sejteknél egy agresszivabb fenotipust, mig in vivo nagyobb méreti tumort
eredményezett (Benjamin és mtsai., 2013). Az agressziv, erdsen attétképzo tumorok
kezelésére AGPS-gatldo molekulajeldlteket teszteltek. Ezek hatékonynak bizonyultak az
enzimgatlasban és ezaltal az éterlipidszint csokkentésében (Stazi és mtsai., 2019),
tovabba redukaltdk az onkogén alkil-LPA, a vérlemezke aktivalo faktor és az
eikozanoidok szintjét, valamint a tumorndvekedést xenograft egereken (Benjamin és
mtsai., 2013). Az éterlipidek jelentéségét erdsiti a mitokondrialis glicerin-3-foszfat-
dehidrogenaz-2 (GPD2) 10j, nem bioenergetikai, hanem lipidanabolikus szerepének
feltarasa (Oh és mtsai., 2023). A GPD2 szabalyozza a DHAP-termelést (5. abra), és ezen
keresztiil az éterlipidszintézist 4T1 sejtekben, sot, ezen keresztiil aktivalja a PI3K-AKT
utvonalat, igy végiil a tumorndvekedést.

Az SM a PC-0O-hoz hasonlé viselkedést mutatott mindkét modellben. Mint azt a
bevezetdben (2.6. fejezet) emlitettiik, a plazmamembranban az SM novekedése erdsiti a
membran fizikai ellenalloképességét, valamint raftalkotoként részt vesz a
szignalplatformok formalodasaban. Ezzel Osszhangban van a PE-P specieszek
lipidtutajok belsé rétegében helyezkedik el (PIKE, 2004). A PE-P ezenkiviil részt vesz a
reaktiv oxigénszarmazékok eltakaritdsaban (Oh és mtsai., 2023).

A CE novekedése ugyancsak tetten érhetd volt mindkét modellben. Szdmos
tumorban kimutattak ezen raktarozo lipid szintjének emelkedését, aminek szerepe a de
novo lipogenezis kovetkeztében jelenlévd szabad zsirsav- és koleszterintdbblet
citotoxikus hatasanak csokkentése lehet (Darwish és mtsai., 2024; Vasseur &
Guillaumond, 2022). Valoban, a koleszterint CE-vé ¢észterez0 aciltranszferaz
inhibicidjaval sikeriilt csokkenteni a glioblasztoma novekedését (Geng és mtsai., 2016),
prosztatardkban pedig a tumorsejtek migracids és attétképzé képességének dramai

romlasat tapasztaltak (Lee és mtsai., 2018).
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A PG/BMP emelkedése a szferoid magja felé, ill. a BMP feldtsuldsa a proliferativ
hataron lizoszomalis aktivitasnovekedést feltételez, de ezt fehérjeadatokkal nem tudtuk
egyértelmiien aldtdmasztani, igy a jelenség magyarazatara pl. immunfestést terveziink
végezni.

A Cer emelkedése a tumor nekrotikus teriiletén a mi esetlinkben valdszintileg nem
apoptotikus folyamattal tdrsithatdo, hiszen sem morfologiai, sem fehérjeszintli
apoptozis/nekrozis jeleket nem lattunk a szigetszerien elhelyezkedd sejtekben. Az
apoptozis vagy a szabad hemoglobin altal medidlt ferroptdzis mar a mintavétel
pillanatfelvétele el6tt lejatszodhatott, és a nekrotikus teriileteken talalhato sejtek
kialakithattak a megfelelé védelmet (pl. a hemoxigenaz fokozott kifejezése altal), a Cer
pedig a proliferaciogatlas iranyaban hathatott (Isd. 2.5. fejezet). Ezt tamasztja ala a sejtek
csokkent transzkripcidval €s transzlacidval kapcsolatos aktivitasa.

Az AA-tartalmt jelképz6 lipidmedidtorok novekedését figyelhettiik meg a tumor
nekrotikus régidiban, kiillondsen a nekrotikus hatérteriileten. A foszfolipazok kozil a
PLA: enzimek feleldsek a lizolipidek dusulasaért, mikozben jelentds mennyiségii szabad
AA-t szabaditanak fel. Az LPC emelkedett szintje indukalhatja az LPC-ATX-LPA
utvonalat, amely proliferacids, invazios és metasztatikus folyamatokat segit el6. A PLD
PA-t general (Wolf és mtsai., 2023), mig a PLC a DG szinjét emeli meg. A DG-lipaz
2-AG-t, az endokannabinoid jelatvitel egyik mediatorat allitja el6. A 2-AG tovabb
degradalodhat MG-lipaz révén, amely a glicerin mellett ugyancsak szabad AA-t termel
(Balogh és mtsai., 2010). Valoban, az MG-lipdz megnovekedett aktivitisa szamos
agressziv raktipus (pl. melanoma, mellrdk) k6zos jellemzdje (Nomura €és mtsai., 2010).

A proteom, illetve a transzkriptom szintjén megfigyelt csokkent transzkripcids
és/vagy transzlacios aktivitas, az apoptozisra/nekroptozisra utalo jelek hianya fehérje- és
lipidszinten egyarant, valamint a lehalkult stresszvalasz mind arra engednek
kovetkeztetni, hogy a szferoidok magjaban és a tumor nekrotikus régidiban a sejtek
nyugalmi allapotban vannak, nem osztédnak. Ugyanakkor a proteomikai elemzések
alapjan benniik megfigyelt emelkedett metabolikus enzimszintek (pl. az oxidativ
foszforilacio elemei) azt jelzik, hogy elegséges metabolikus aktivitast tartanak fenn ennek
a nyugalmi allapotnak a biztositdsahoz. A fentebb elemzett, a tumorfejlodést és
attétképzeést segitd lipidszignalok (Isd. részletesebben a 2.5. fejezetben) a tumor
nekrotikus régidiban eldsegithetik, hogy egyes sejtek kikeriiljenek a nyugvo allapotbdl és
migracioba kezdjenek. Kiilonosen fontosak ezek az eredmények annak fényében, hogy

egy friss kutatds szerint a keringd tumorsejtek szama nem a tumor, hanem a nekrotikus
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mag nagysagaval korrelal (Yamamoto és mtsai., 2023). A nekrotikus magban — a szerzék
megfigyelése alapjan — kitdgult, abnormalis erek taldlhatéak, és ezek szama szintén
Osszefiigg a metasztatikus potenciallal. Az altalunk a nekrotikus magban detektalt
megemelkedett hemoglobinszint arra utalhat, hogy itt rosszul miik6dd, kitagult,
részlegesen vagy teljesen elzarodott erek lehetnek jelen. Valdszinti, hogy éppen egy ilyen
részlegesen elzarddott ér biztosithat lehetdséget a migraciot promotalo lipidszignalokkal
¢és egyeb jelatviteli molekulakkal stimulalt sejteknek arra, hogy meg is tegyék az elsd
1épést, és kijussanak a keringésbe.

Végiil szeretnénk megjegyezni, hogy a szferoidban a proteom ¢€s a transzkriptom
adatai kozotti korrelacio hianya nem jelenti, hogy azok ellentmondananak egymaésnak. A
fehérjevaltozasokhoz hasonldan az RNS-szint valtozéasai is a kdrnyezeti valtozasokra
adott valaszokat reprezentalnak, ugyanakkor azt, hogy valojaban milyen
fehérjeexpresszios valtozasok torténnek a rendelkezésre allo RNS-készlet alapjan, nem
pusztan az RNS-szintek hatarozzak meg. A szferoid esetében mind a transzkripci6, mind
a transzlacio lehalkult, ami arra utal, hogy a legfontosabb transzlalodd RNS-ek
kivalasztasa és tartosan a riboszomahoz val6 kotédése fontosabb lehet maganal az RNS-
szintnél. Hasonld jelenséget figyeltink meg pl. a hdésokkfehérjék stresszindukalta
aktivalodasakor, amikor a fehérjetermelddés csak joval az mRNS-képzodés maximuma
(2—4 h) utan, annak lecsengési fazisaban indul el (Balogh és mtsai., 2013).

Osszességében  megallapithatjuk, hogy a szferoid szamos in Vivo
tumorjellegzetességet képes volt modellezni, ugyanakkor a tumor — nem meglepé médon
— komplexebb heterogenitast mutatott. A jelen munkaban alkalmazott 4T1
tumormodellek nagy térbeli felbontasi multiomikai vizsgalata igazolta azon
varakozasainkat, hogy ezzel a modszerrel olyan 0j informaciokhoz juthatunk, amelyek

feltaro jellegiikbdl adodoan megalapozzak tovabbi kutatasainkat.
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8. OSSZEFOGLALAS

Lipidomikai mddszerfejlesztés

Kidolgoztunk egy lézer-mikrodisszekcioval kapcsolt shotgun lipidomikai eljarast,
amely egyszerii, gyors, kvantitativ, jo lefedettséget (t6bb szaz lipidspeciesz) és
nagy térbeli felbontast (~ 80 pwm) biztosit.

A modszerfejlesztés soran optimalizaltunk egy egyfazist oldoszerelegyet, amely
extrakcids €s infuzids szolvensként egyarant szolgal, €és lehetdvé teszi a
polaritasvaltassal torténé MS mérést is.

A modszervalidalas  soran  kitlind  extrakcidos  hatékonysagot  és
reprodukalhatdsagot allapitottunk meg a teljes munkafolyamatra vonatkozoan.

A kvantitalas linearitasat szoveti és sejtes LMD mintakon tesztelve kivalo
determinécios egyiitthatokat allapitottunk meg nemcsak a teljes membranlipid-
tartalomra, hanem a membranlipidom 6sszes komponensére.

A kvantitalhat6 lipidspecieszek szama nem csokkent szamottevéen a csokkend
LMD mérettel, és a lipidosszetétel is jol megtartottnak bizonyult.

A modszer hatékonysagat egérhippokampusz heterogenitasanak kimutatasaval

demonstraltuk; mintegy 11 kiilonb6z6 régio eltérd lipidmintazatat mutattuk be.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vitro tumormodelleken

A tenyésztési, bedgyazasi €s metszési koriilmények optimalizalasaval és az LMD-
séma kidolgozasaval biztositottuk a lipidomikai platform hatékony alkalmazasat
4T1 sejtekbdl késziilt szferoidmodellen.

Kétféle LMD-séma alkalmazasaval is bemutattuk tobb lipidosztdly gradiens
tipusu valtozasat a szferoid széle és belseje kozott. A szferoid belseje felé detektalt
MUFA/PUFA arany novekedése korlatozott tdpanyag-hozzaférésre, mig az alkil
kotesi PC-O és SM emelkedése a szferoid magjdban elhelyezkedd sejtek
membranjainak nagyobb ellenalloképességére utalhat.

A 4T1 3D sejtkultara legmarkéansabb lipidvaltozasait gradualis lipidmegvonassal

2D sejttenyészetben is sikeriilt kimutatni.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vivo egértumormodelleken
4T1 tumorallograftok vizsgéalata soran megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6
gazdaszervekben létrehozott primer egértumorok (tiidé és emldzsirszoveti

szubkutan) proliferativ régidinak lipidmintdzata karakterisztikusan kiilonbozik.
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e Megallapitottuk, hogy egy primer Iéptumor és annak méjba, valamint tiidébe adott

metasztazisai, tovabba az adott szerven beliili kiillonb6z6 tumoros teriiletek
lipidprofiljai ugyancsak megkiilonboztethetoek, vagyis a célszervek tumor-
mikrokdrnyezete jelentdsen befolyasolja a primer tumor lipidosszetételét.

4T1 szubkutan tumor részletesebb topoldgiai elemzése soran kimutattuk, hogy
adott tumoron beliil a proliferativ és nekrotikus teriiletek lipidmintdzata
markéansan kiilonbozik, és ezt az intratumoralis heterogenitast — legalabbis a
vizsgalt mintakban — nem irta feliil a kiilonb6z6 egyedek kozotti intertumoralis

heterogenitas.

A lipidomikai platform multiomikai kiterjesztése

Kidolgoztunk egy multiomikai kisérleti elrendezést, amelyben a lipidomika
mellett proteomikai és/vagy transzkriptomikai vizsgalatokat is végeztiink in vitro
és in vivo 4T1 tumormodelleken.

A 4T1 szferoidok lipidomikai jellemzése soran részletesen bemutattuk a
MUFA/PUFA, a PC-O és az SM gradiens hatterében meghuzodé speciesz szinti
valtozasokat.

A 4T1 szferoidok proteomikai elemzése szamos fehérje esetében tart fel a
lipidekhez hasonld, gradiens tipusu viselkedést a szferoid centruma és széle
kozott. A szferoid belsejében a mitokondrialis energetikai folyamatokban (pl.
oxidativ foszforilacio és citratciklus) résztvevo fehérjék szintje emelkedett, mig a
fehérjeszintézissel  kapcsolatos  folyamatok  (pl.  riboszoma-formalddas)
lehalkultak.

A 4T1 szferoidok transzkriptomikai elemzése feltarta, hogy a génexpresszid
szabalyozasa RNS-szinten is lehalkult, tovabba a sejtek osztodasa a szferoid
magjaban rendkiviil lelassult. Meglepé mddon az apoptotikus és a szabalyozott
nekrotikus folyamatok, valamint a stresszvalasszal kapcsolatos jelatviteli utak
ugyancsak lecsendesedtek a szferoid magjaban a sz€li régidhoz képest.

A szferoidok proteomikai és transzkriptomikai adatai kozott nem taldltunk
korrelaciot, bar a génexpresszio lehalkulasa mind fehérje-, mind RNS-szinten
tetten érhetd volt.

A 4T1 szubkutan tumor esetében négy kivalasztott tumorrégiot (proliferativ,
proliferativ hatér, nekrotikus hatdr és nekrotikus) vizsgaltunk. A lipidomikai

analizis a proliferativ, illetve nekrotikus teriiletek lipidmintazatbeli hasonlosagat,
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tovabba a hatar menti régiok éles elkiiloniilését mutatta ki. A proliferativ régiotol
a nekrotikus felé haladva a PC csokkenését, valamint a PC-O, a PE-P, az SM, a
Cer ¢és a CE novekedését regisztraltuk, mig a hatarrégiok valtozéasai szamos
szignalutvonal (pl. arachidonsav-metabolizmus) aktivalédasara utaltak.

e A 4T1 szubkutan tumor proteomikai mintdzatprofiljaban is megmutatkozott a
hatar menti régiok ¢€les kiilonbsége. A szferoid belsejéhez hasonléan a tumor
nekrotikus teriiletein is lehalkult az RNS-processzalas és a transzlacio a tisztan
proliferativ teriilethez képest. A nekrotikus hatérteriileten ugyanakkor emelkedett
enzimszintet detektaltunk pl. az oxidativ foszforilacio elemeire.

e A 4T1 szferoid- és tumoreredmények Osszehasonlitisa szamos egybecsengd
lipidomikai és proteomikai valtozast tart fel, vagyis elmondhatjuk, hogy —
legalabbis részben — a szferoid szélén elhelyezkedd proliferativ sejtek képesek
modellezni a tumor proliferald sejtjeit, és hasonldan, a szferoid magjaban 1évo
sejtek tulajdonsagai a tumor nekrotikus teriileteire emlékeztetnek.

e Osszességében, a 4T1 tumormodellek nagy térbeli felbontdsti multiomikai
vizsgalata igazolta varakozasainkat, vagyis a Kifejlesztett modszer olyan j
informaciokat képes szolgaltatni, amelyek feltdré jellegiikbdl adoddan

megalapozzak tovabbi kutatasainkat.
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9. SUMMARY

Lipidomics method development

We have developed a laser microdissection-coupled shotgun lipidomic platform,
which is simple, fast, quantitative, and enables good coverage (hundreds of lipid
species) with high spatial resolution (~ 80 um).

We have optimized a one-phase solvent mixture, which serves both as extraction
and infusion solvent, and enables MS measurements with polarity switching.
During the method validation, we have found excellent extraction efficiency and
reproducibility for the whole workflow.

We have tested the linearity of quantification on both tissue and cellular samples.
The coefficient of determination was excellent for the whole membrane lipid
content as well as for the individual membrane lipid components.

The number of quantifiable lipid species did not decrease remarkably with
decreasing LMD size, and the lipid composition was also well-retained.

The method performance was demonstrated by revealing the mouse hippocampus
heterogeneity; we have presented different lipidomic patterns for eleven different

regions.

Application of the lipidomic platform on in vitro tumor models

By optimizing the culturing, embedding and cryosection cutting conditions, and
by setting up the LMD cutting pattern, we have established the efficient
applicability of the lipidomic platform on 4T1 spheroids.

We have demonstrated gradient-type alterations in several lipid classes between
the spheroid edge and core by applying two different LMD cutting patterns. The
increasing MUFA/PUFA ratio towards the spheroid core refers to limited nutrient
availability, whereas the elevations in the levels of ether PC-O and SM might
reflect the higher resistance of cellular membranes of the core cells.

By applying gradual lipid deprivation, we could mimic the most characteristic

lipidomic changes of the 4T1 3D model in 2D cell cultures.
Application of the lipidomic platform on in vivo mouse models

By examining 4T1 mouse tumor allografts, we have shown characteristic

difference in the lipidomic patterns between the proliferative regions of primary
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tumors induced in different host organs (lung and subcutaneous fat pad of the
breast).

We have found that the lipid profiles of a primary spleen tumor, its metastases
into the liver and lung as well as the different tumorous regions in the given organ
are also distinguishable, indicating that the tumor microenvironment of the host
organ remarkably affects the lipid composition of the primary tumor.

A more detailed topological analysis of 4T1 subcutaneous tumors revealed that —
within a given tumor — the lipidomic profiles of the proliferative and necrotic
regions are markedly different. In addition, it seems that this intratumoral
heterogeneity is not overwritten by intertumoral heterogeneity in the examined

Cases.

Multiomics extension of the lipidomic platform

We have worked out a multiomics experimental setup, in which we combined
lipidomics with proteomics and/or transcriptomics to examine in vitro and in vivo
4T1 tumor models.

By using 4T1 spheroids, we have presented in detail the species level alterations
behind the MUFA/PUFA, PC-0O and SM gradients.

Similarly to lipidomics, proteomics analysis of 4T1 spheroids revealed gradient-
type behaviour for several proteins between the core and edge regions. In the core
region, the levels of those proteins that participate in mitochondrial energetics
(e.g., oxidative phosphorylation and citrate cycle) upregulated, while those
processes that are related to protein synthesis (e.g., ribosomal assembly)
downregulated.

Transcriptomics analysis of 4T1 spheroids revealed that the regulation of gene
expression silenced and cell division slowed down in the spheroid core.
Surprisingly, the apoptotic and regulated necrotic processes as well as the stress
response signalling pathways also downregulated in the core region compared to
the spheroid edge.

We have not found any correlation between the proteomics and transcriptomics
data of spheroids, although downregulated gene expression could be detected at

both protein and RNA levels.
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In case of a 4T1 subcutaneous tumor, we have examined four selected tumor
regions (proliferative, proliferative border, necrotic border and necrotic).
Lipidomics showed pattern similarity between the proliferative and proliferative
border as well as the necrotic and necrotic border regions, while it revealed sharp
difference between the border regions. We observed decrease in PC and increase
in PC-0, PE-P, SM, Cer and CE from the proliferative region towards the necrotic
area, whereas the alterations in the border regions indicated the activation of
several signalling pathways (e.g., AA-signalling).

We have also registered pronounced pattern difference between the proteomics
profiles of the 4T1 subcutaneous tumor border regions. Similarly to the spheroid
core, we detected downregulated RNA processing and translation in the necrotic
regions compared to the proliferative area. On the other hand, the enzymes of the
oxidative phosphorylation were upregulated in the necrotic border region.

The comparison of 4T1 spheroid and tumor results revealed several lipidomic and
proteomic changes that were in agreement in the two models. Consequently, at
least in part, the proliferative cells at the spheroid edge are able to model the
proliferative cells of the tumor. Similarly, the features of the cells in the spheroid
core resemble those that sit in the necrotic tumor regions.

Altogether, the spatial multiomics investigations of 4T1 tumor models met our
expectations, i.e., the developed platform provides exploratory new information
which establish the future research directions.
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aldoztak annak érdekében, hogy most itt tarthassunk.

Koszonom Vigh Lészlonak ¢és Torok Zsoltnak, hogy csatlakozhattam a
Molekuléris Stresszbiologia Csoporthoz, és biztositottak a kutatashoz és fejlesztésekhez
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valésulhattak volna meg. Az ¢ tudésa, kitartasa, tiirelme kellett ahhoz, hogy sikeresen
optimalizaljuk a kivagasi folyamatot. Koszonom Diosdi Akosnak, hogy segitett a
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