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Sevezotds

Az utbbbi néhiny évtizedben a daganatkutatis teriile-
tén erfsen mepnivekedott az érdeklédds a tumor lipidek
irént, Ezt annak a ténynek s felismerése hozta létre, hogy
a malignus transzformicidt kivetSen o daganat sejtfelszi-
ni tulsjdonsdgai mepvéltoznak,

Hivel mind a sejt felszini membrdnnak, mind a szubcellu-
léris szervek membrdnjainak a £6 alkotdelemei a lipidel,
ezért nyilvdnvalé volt, hogy a lipidek kiBzvetve, vazy
kSzvetleniil befolydsoljdik a daganatos elvdltozds folyae
matait a sejtben,

A problima megkizelitésénél c¢llszlr a tumoros és a
"normsl™ gejtek bizonyos lipid csoporijainak szdzalékos
Ssozetételét hatdiroztdk meg és hasonlitotidk Sasze, il=
letve epy olyan "tumor specifikug lipidet"™ kerestelk, a=
melynek megjelendse dltaldban jellemezhetnéd az Uaszes da-
ganatosmjtots.

Ennek a munkdnak az eredményeként sikertilt egyes daganat
szivetekben eltérést kimtatnl a "normdl" sazUvethez lké=-
peat, de ezek az eltérések semmikdépp sem bizonyultak dlta-
lédnosithaténaek az Usszes tumorra, a8t bizonyitdat nyert,
hogy a kl1lUnb8z{ daganatok igen eliérfel az egyes lipid
cooportok ssdszaldkos megoszliasdt i1lletfens



A 1ipid enaliszis Gsszehasonlitd adataibll meapdllae
pithaté volt oz is, hogy a kUlUnbBzl tumoros szivetekben
tapasztalt pl. mezvdltozott foszfolipid Usazetditel a da-
ganatos elviltozds kivetkeztdben 1létrejitt sejt~mpecifi-
kus kiil8nbsézet, illetve anyasgcsere viltozdsok eredmée
nyét tikrbzi.

Ezért a tumorcs és "normdl® szivetek lipidjel kize
ti va16di klil8nbadg elddntésihez, illetve annak a kire
désnek a megvdlaszoldadhoz, hogy ozok a kiilinbsdgek ho-
gyéﬁ fiigenek Basze a malignus transzformdeid folyamatie-
val olyan vizsgdlatok szilkségesek, amolyek molekuliris
gzinten hasonlitjdk Ussze az egyes lipid csoportokat és
igy ezek matabolismnséra‘/a metabolizmmg mértékére-turn-~
over/ és a metabolizmusban bekivetkezett eltérd folyama-
tok okdra is rdvildgitanak,



Irodalmi fitekintés

Az Ehvlich aseites tumor taldn agz egyik legszélesebb
kérben vizsgilt és a leginkdbb leirt daganat rendsgzer, és
egyike azon kevés 4lleti tumoroknak, smelyben a glicero=
lipid sszerkezetet és metabolismust rdeszletesen vizsgdltdk.

Ez a tumor slikalmag modellként szolgdilhat a daganat-
sejtek anyapgcoerefolyamatainak tarulmdnyozdsdhoz, Elfnyeis
1./ A daganat tranezplantdldssal tarthaté fent
2./ Hosszu élettartammal rendelhkesik /18«20 nap/

3./ A tumor gyorsan niveksszik, nagy mennyiségben nyerhets
belile sejt

44/ Genetikailag stabil sejtek alkotjdk

5«/ llem tirzsigényes

Hétrinyai: ,

1./ Kéteéges a tumor evedete /1/

2./ Igy kérdéses a normdl kontrol, azaz, hogy milyen szivet-
tel lehet Uasszechasonlitani

34/ Sok vonala létezik a tumornak, ezért ugyanazon problée
mék megolddsdra teljesen eltdrf oredmények vannak,

Az Ehrlich ascites sejtek a tumort hordozd gazdaszervee
zet peritonidlis terében, az asciics plazma folyadékban
gzuszpenddlva ninek,

A tunmor fejlédése, a sejtproliferdeidé tipusdt és seboge
ségét figyelembe véve t8bb sszakasszra oszthatb. A sejtszédnm
alapjén lényegében ndgy fézist klilUnbUztethetiink meg /2/.

Az els8 /5«10 nap/ egy erSsen prolifevativ fdzis, ahol a



sejtek nagy réage ciklusban van, a mdsodik szakasz /10-14
nap/ egy stacioner fizis, ahol egyre t5bb a cikluson kiviie
11 sejtek szdmae. A harmadik és nogyedik sgskasz a tumor foj-
18dés legutolad fizisai/l4 nap utin/ shol elibb cszy iinedw
risan oszt8dé, majd egy ujabb stacicner fizls kivetkezik,

A glicerolipidek szerkezete éo metabolizmusa alapvetlen
nem kiilSnbizik a normdlis sejtekéifl, azonban sok olyan el
térS vondst taldlbhatunk ag Ehrlich ascites tumor sejiek li-
pid molekuldinak szerkecetdben amelyek eltérd bioszinieti-
kus utakra utalnak. |

8 fonzfolipid de novo biloszintizis alapvetl ds lsmert

lépéseil normdlis sejtekben a fosgfatidil kolinnal szemléle
tetve az 1, dbrdn 1léthatbk /3/.
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Transzplanticids tumorckon, = igy az Ehrlich ascites
tumoron is - tett megfisyeldsek arrse utalnak, hogy az a=
doti daganat anyagcserefolyamatai, tUbbek kizttt a sejtek
gyors nbvekedése szempontjdbll alampvetfen fontos zeirsay
felvétel éa leadds mértdke is eltér a tumor nlvekedds egyes
eszakaszaiban /4/. Az Ehrlich ascites sejtek a ssikedges
zairsavakat a gazdaszervegetbll nyorik, eseket hasznositjdk
sajét lipidmolekul ik szintiszisdhes, fizioldgide kBriilmé-
nyek k8zttt a sejtek 2 szénatomos prekurzorokbdl vald de
novo zgirsav biossintdzise elhanyagolhatl, A gazdaszervezete
b8l ezdrmazd zsirsavek elapvetd szerepet jdtszanak a dagenat
sejtek ndvekeddésdben: a membrdn 1lipid alkotdk feldépitisdhesn,
valamint az oxidativ anyagesere szubsztrdtjaként energia
termeléshes egyarint nélkildzhetetlenek.

A pejteknek az ascites plagmg biztositja az extracels
luldrie teret, izy ennek lipid tartaslma biztositja és opy=
ben meghatdrozza a sejtek 1lipid ssiikadpletéts Az ascites
plagma egyardnt tartalmaz ssabad dg dasteresitett zsirsava-
kat kb, 50=50 f=bans A tumor sejteck nagyméretli szabad zaire
sav felvétele, valamint ezen anyagok pvors turn overe ast
Jelenti, hony in vivo a szabad zsoiveavak hasznositdsa nagyobb
mértékil, mint a ssirsav észterchké /5/«

A zsirsaval mobilizdldéddsdinak kSrlilményei a gazdaszere
vezetbfl, valamint a gazdaszerveset 6o & tumor kBszbiti zeire



sav transzport mechanizmmsa igen régdta vizsgdlt folyamatol,
A pgyors nivekedéshez sziksdépes nagyndértdkil zeirsovoxiddeid
folyamatos és negymértéili zeirsav transzportot igényel a
gazdaszervezetbfl az ascites folyaddékba. Ennek a transzport-
nak a mechanizmusa valamint a zsirsavak ktt8dése a szdllitd
fehérjékhez a vérben igen bonyolult do méipg sem teljesmen
tisstizott folyamat, Hermier &s Baker /6/ vizsgdlatal alape
jén az eddigi elképzeldsektfl teljesen eltérfen - a nagy=
mennyisdgil zesirgav a vér plasma ssabad zairsav pooljdt kikee
riilve jut el a2 gazdaszervezet aszlveteibll az ascites folyaw
dékba. Az ismert 1épdsekbSl cgy modellt alkottak az Ehrlich
agcites tu or sejtek és a gazdagzervezet ssebad zgirsav
transzportjdnak ssemliéltetdsdére., A modell alapjén a szabad
zgirsavak hirom lchetséges uton juthatnek az ascites folyaw=
dékba: kbzvetlenill a hasliregl szervekbfl, vagy a hasiiregbe
Uxilé nyiroksservek révén, illetve a vér lipoproteinek segite
ségével, A pasdasszervezetb8l transzporidlddott szabad zeirsae
vak alkotjdk az ascites folyadék szsiveav pooljdnak ogyik ré-
8z2ét, a misik feldét pedig mapkbdl a sejtekbfl felszabadult
zairsavak hozzdk 1létre. A zsirsav transsport tehdt nem egyi-
rdnyu, bizonyitott, hogy a tumor gojitek folyamatosan és nagy
mennyiségben termelnek szabad zairsavakat, amelyeck a sejtbsl
az extracellulédris térbe tdvomnak /7/.

A tumor ndvekedés kiilunblzf fisisailban ez a kétirdnyn
zoirpav - flux ardnyaiban viltozike A gazdaszervezetbll a tu-
morba t8rténd ssirsav transzport-ra a frakciondlis térfogat



/sejt per sejt + ascites folyaddk térfogata/ véltozdsdbll
lehetett kovetkeztetni /8/, A tumor netto térfogat niveke-
dése az 5-12 nap kisbit 2,5=17,7 ml, de ebbll a tumor sej-
tek térfogata csmak 1,5=3,9 ml-re nétt, A frakeciondlis tér-
fogat igy 0,58«t61 0,22-re csbkkent, Ez azt jelenti, hogy
az extracelluldris folyadék akkuruldcidja nagyobb mértékil,
mint a sejteké a tumor nivekedds eldrehaladtdval,.
A frakeiondlis térfogat cstkiendse a tumor nivekedés ell=
rehaladtdval Usszhangban van azzal a megfigyeléassel, misz=
rint a szabad gsirsav flux a gazdasgervezetbfl a tumor sej-
tekbe percenként kb. 26-szor nagyobb mint a beépillt észste-
resitett zeirsav mennyiséges

A szabad zsirsavak felvételének és hasznositdsdnak
médja a pejtekben még szintén nem teljesen ismert folyamatok.
Spector és Fletcher /9/ vizsgdilatal szerint a vérben, va=
lamint az asscites folyadékban 1év§ hosszu lénocu zgirsavak
99 %=a a szérum albuminhoz k&t8tt, fizikai jellepgil kilcsine
hatdsokkale A sejtbe vald bejutds eldtt a zsirsav-albumin
komplexrfl a zsirsav ledisszocidl és igy szabad zsirsav
formdjéban keriil be a sejtbe. A goirgavak kitfdése a sejt-
hez valdsziniileg membrdn receptorokon keresztiil valdsul meg,
a felvétel nem energiaigényes folyamat a sejt membrinon kew
resztil szabad diffuzidval tSrténik /10, 11/.
Goodman szerint /12/ a membrdin szabad zsirsav kitShelyei
legaléibb egy nagysédgrenddel kisebb affinitdsaal rendelkesnek



a gsirsavhoz, mint az albumin erfs kitShelyei. A gsirsav
ledisssocidldsa az albuminrdl s a sejtbe vald diffuszidja
mégis ugy t6rténhet, hogy a sejt nagymértékii lipid metabo-
lizmaisa kidvetkeztében a membrdn kitShelyekrll a zsirsav
gyorsan bekerlil a sejtbe és igy az ujra és ujra megliresedd
membrdn receptorok mintegy koncentrdeid gradienst hoznak
létre, amely biztositja az elegendf mennyiségli zsirsav bo=-
Jutdsdit a sejtbe,

A beéplilé szabad zsirsav mennyisdgét tUbb tényezl befo-
lydgsolja, ezek kiiziil az egyik legfontosabb a zsirsav/albue
min moldris avdny /13/. A felvétel mértéke exponencidlisan
nS, ha emelkedik a fenti moldiris ardnye 4 zairsav sgerkeszete
is befolyisolja a fblvételt. hosszabb szénldncu éa telitett
zairsavakat nagyobdb mértékben vesz fel a sejt /14/.

A fentebb emlitett modell /2. dbra/ részletesen ismerte-
ti a szabad zsirsavak sejtbe vald bejutdsa utdin a felhasznd-
1lés kiilonbBzé folyamatait is.

- A modell alapjén az extracelluldris folyadék és a tumor sejtek
szabad zeirsav poolja kigitt folyamatos és nagyméridki seir-
savkicserélfddés folylk, A sejtnek ez a szabad zZsirsav poole
ja, amely a szabad zsirsavak legnagyobb részét tartalmass,
nincs kapcsolatban azzal az anyaccgereutial, amelyen keregg-
tiil az extracelluldris tér lipidjel a sejt lipid dsztereivé
alakulnak, Valdszintileg 1létezik egy jéval kisebb gyors ture
noverii sgabad zeirsav pool is, amely intermedierje az Usze-



gzes képzddd 1lipid észternek a sejtben, és az oxiddcids fo-
lyamatokhoz felhasznd16dé lipideknek is. A sejtbe bejuté
szabad zsirsavak egy része ktzvetleniil bekeriil az extracel-
luldris térrel d1landd kicserélidésben 1lévé fliggetlen szabad
ggirsav poolba. A mésik része a feltételezett gyora‘turnove-
rii intermedier poolon dthaladva az energiaszolgdltatd oxida-
tiv lebomld folyamaton megy keregsziilil, illetve beéplil a sejt
lipid észter frakcidiba, Az Ehrlich ascites sejteknek igen je-
lent8s mértékii a zsirsav oxiddlé kapacitdsa, a tumorba bejuté
szabad zsirsavak kb. egyharmada lebomlik Coz-é, és H20-é.

A zgirsavak észterez8dése diglicerideken keresztiil valdsul meg
mind a neutrdlis mind a foszfolipid frakeidkban. Altaldban
t8bb zZsirgav épiil be a foszfolipidekbe, mint a neutrdlis lipi-
dekbe /15/.

Tumor asgcites
1l extra=celluldris
gzabad zagirsavak

Tumor gejt | Bt e b e i
szabad zsirsavak tismereftlen|pool,

2 T T 7T [yeastenéy & rendszerbdl
oxiddcibé, és zsirsav
transzfer a gazdaszer-

Egyéb vezetbe
neu;rélis lipid &i :
-
Tumor gsejt digliceridek
3
Tumor sejt Tumor sejt
trigﬁiceridek foszfglipidek

2. dbra Extra-celluldris szabad zsirsavak beéplilése az

Ehrlich ascites tumor sejtekbe



A geirsav transzport - mint mdr emlitettilk - nem egyie
rényu folyamat, jelentfs mennyiségl zsirsav szabadul fel a
sejtekbll és keriil az extracelluldris térbe. Bz a szabad
zairsav mennyiség t8bbssbrise a sejtek mdr emlitett szabad
zsirsav pooljdnak /14/, igy feltehetfen sz endogén lipid ésse—
terek 4llandd 1lipolizisével magyardshatds Az endogén foszfoe
lipidek felhasgnildsa a lipolizishez sokial nagyobb mértéki
mint a neutrdlis lipideké /15/. A lipolizis mértékét szdmada=-
tokial jellemezves 0,26 mol gsirsav éaster képzfdése 0.25
mol=-jdnak hidrolizisdvel jdr egylitt, igy a zsir akkumldeid
caak 0,010 mol percenként, A hidrolizis termékei a szabad
zeirsavak a sejtb8l kBzvetleniil az extracelluldris térbe td-

voznak, nem érintve a ssjt szabad zsirsav pooljinak nagyobb
részét, és az extracelluliris tér szabad zsirsav tartalmdénak
kbe felét ezek a zsirsavak alkotjdk,

R, Wood /16/ Baszefoglald munkdjdban Usszehasonlitotta
a tumor lipidek elsSsorban az Ehrlich asecites tumor lipidek
szerkegzetét &és metebolizmusdt a "normdl"™ szivetével. Az sz
szehasonlitdéshoz a megfeleld kontroll szivet mindig proble-
matikus kérdés. 4 "normdlis™ ssivet metabolikus aktivitdisdtl a
szivetet alkotd killdnbbz8 esstvetek egylittese jelenti,
Transzplantdldis utdn a kiil¥nbbzf sejtek ardnya megvdltosik a
tumor adaptdciljdval, és ezért a normél szlvet mdr nem lehet



a megfelell kontrol, mivel a kiilUnbisl sejtek ardnyinsk vile
tozdsa i1l. a neoplézia hatdedra 16trejsvé metabolilus aktie
vitdasbeli kiilnbségek t5bbé nem kiil8nithetlk el. IEzért a log=
Jobban ismert, éo a 1lipid metabolismms vizsgfilatéhoz legzgyake
rebban slkalmazott szivetet a mdjat tekintették Sssgehasone
litdsi alapnak,. Heogdllapitottdk, hogy az Ehrlich ascites tu-
mor lipidek molekuldris tulajidonsdpai jelentlsen eliérnek

a kontrolnak tekintett mdj awlvet lipidek molekuldris tulnje
donsdgaitfle

A, Sellek
L Fogzfolipidek

1./1. Foozfatidilkolin /PC/ és foasfatidil etanolamin /P:/
molekuldiris szerkezete,

Az Ehrlich ascites sejtek Gsszlipidjének t8bb mint
50 fiea foozfolinides A fossfatidil-ctanclamin 50 H=-a é2 a
fosgfatidil-kolin 33 %=-a éterkitdést tartalmazd glicerine
fogefatid nig a t8bbi foszfoglicerid nem tartalmasott jo-
lentfs mennyisdgli gliceril éterte 4 diacile, alkil-acile,
és az alkelegnil-scil-foszfatidileetanclaninnak ég -koline
nak nem dagonatos sgivetekben mint pl, a mijban igen Jele
legzeten a gssirsav Bossetdtele éo e gsirsavek pozieciondlis
elhelyezkedése: elafsorban telitett zelrsavak taldlhatdk
az le pozicidban, mig fSleg telitotlenck a 2. pozicidbane
Az Ehrlich ascites gejteknél ebben %.két £€ foszfolipid
frakeidban a disecil foszfatidokban nogyon kevés tUbbaozie



risen telitetlen zsirsavat, mig a glicoril éter foszfolipie
deknél nagymennyiségil 20314 8s 2236 gsirsavat taldltak a 2.
pozicidban.

A diacll foszfogliceridekben a polidn zsirsav hidnyt a 18:2
zairsav ardny megntvekeddése ellensulyomzae Usgy létszik, hogy
bédr az Ehrlich ascites tumor sejtelk nagymennyiasdgii Cog és
622 tUbbaziroen tellitetlen zsirsavat tartelmacnak, ezeknek
J6 réoge a gliceril éter foszfatidokban taldlhaté, és a dia-
c¢il PC 111, PE ezekre a zalrsavakra deficiens.

A mi&j foszfatidokban blzonyos zsirsavak szelektiv pdre
képzSdése tapassztalhatd, amely minden egyes foszfatid cso=
portra jellemzl zsirsavisszetétoelt biztosit., AsEhrlich as-
cites sejt diacile, égﬂggif fospfatidil=-kolinra és -ctanol-
aminra egyardnt a zsirsavak random megoszlisa jellenmzd az l.
és 2, pozicidban,

I.,/2. T6bbi foazfolipid molekuliris szerkezete

Ag egyéb foszfolipidek /difoszfatidileglicerol, foazfae
tidil-szerin /PS/, fossfatidileinozit /PI/ és ozfingomielin
/8H/ kbe 15«20 %t slkotjdk a sejt Sssses lipidjeinek,

A foszfatidil-kolinnal és -ctanclaminnel ellentétben ag Usz-
sges tUbbl foozfatid meghatirosolt zZsirsavakat tartalmaz as
l, é8 2. pozicidban, A miihoz hasonléan a PS és a PI az l.
pozicidfban £8lep sztearinsavat, mig a 2. pozicidban f£8leg
20:4 zoirsavat tartalmaz. A tUbbszlrisen tellitetlen zeirsavak
csak 10 %=ban vannak a 2, posidiban a PS-ben, mig a mij eb-
b8l 50 #=ot tartalmas. £z Bhrlich ascites sejt szfingolipid-



je kétszer annyi 16:0-t, fele koncentrdeidju 24:0-t valamint
csbkkent mennyiségli 23:0 és 23:1 zgirsavat tartalmaz a pat-

kdny mdjhoz képest. Egy hosszu lincu kiildnleges zsirsav jele
lemz8 az Ehrlich ascites sejtek szfingolipidjére, amely egy

A1, A8 tetrakozadiénsav smelynek molekulaszerkezete alap-

vetéen k&l&nbézik a normilis szivetekben jelenlévd 24:0 és

24:1 zsirsavakdstdl,

Il. Neutrdlis lipidek
Az Bhrlich ascites sejtek egyik legnagyobb mennyiségii

lipid esoportja a triglicerid /triacil-glicerin/. Erre a
frakcidra jellemz§ a széles tartominyu szénatom szdm /46-62/,
A kiilonbtz8 sejt frakcidkbdl izoldlt trigliceridek hasonlé
szénatomgzdm specieszeket tartalmaznak., Sztereocspecifikus
analizisgel kimutatték, hogy a triacil gliceroclok az l. po-
zicibéban f6leg telitett &s monoén zsirsavakat, mig a 2. és 3.
pozicidban nagyobb mennyiségben ttbbszirtsen telitetlen
zgirsavakat tartalmaznak. Igen magas a nagy molekulasulyu
zgirsav specieszek ardnya a tumor trigliceridekben, ami nor-
mélis sztvetekre nem jellemz§,

A triacil gliceroclok mellett izoldltak gliceril éter
diésztereket /alkil-diacil-glicerin, alke-l=~enil-diacil-gli-
cerin/ is az Ehrlich sejt neutrdlis lipidekb8l. Jellemz§,
hogy ezekben a neutrdlis lipidekben a 2. pozicidban nagy
mennyiségben taldlhaté tEbbsztrdsen telitetlen zsirsav, ha-

gsonléan a foszfor tartalmu éter gliceridekhez. A 3. pozicid-



ban kevesebk a polién zsirsav, itt a szteardt domindl.

4 szterinek és szterin-dszterek szintén nagy meny—
nyiségben vannak jelen az Ehrlich ascites lipidekben,
A koleszterin az egyetlen kimutathatd szterin ebben a tu- i
morban, a dezmoszterin nem jellemz8. A koleszterin-észte-
rek f&leg mono- és polién zsirsavakat tartalmaznak, a te-
litetlen zsirsavak ardnya {15 %. Eldgaz6 szénldncu kolesz-

terin észter molekuldk ceak nyomokban vannak Jelen,

Be Membrdn lipidek jellemzdi és molekuldris szerkezetik
A teljes sejt lipidek kolegzterin észter, triglicerid,

gzabad zsirsav lizcfoszfatidilkolin, valamint a kolin és
etanolamin glicerin-foszfatid frakecidi kzill bizonyos cso-
portok eltérnek az izoldlt membrdnban taldlhatd ugyanolyan
lipid frakecidktdél, Ezeknek a kiilldnbaégeknek egy része jel-
lemz8 a normdl médjsztvetre is, de néhdny Jellegzetesen csak
a tumor sejteknél fordul eld.
I. Fogzfoliplideks
Az egyik legjellegzetesebb ilyen eltérés az éter
k5tést tartalmazdé liridek hidnya a membrdn kolint és
etanolamint tartalmazé foszfatidokban,
Az éter kttésii lipidek hidnya a membrdn frakcidban arra
utal, hogy ezek a lipidek a sejt strukturdlis elemeinek
nem lényeges alkotéi., A teljes sejt diascil-foszfatidil-
kolin és -etanolamin zgirgavisszetétele valamint ugyane-

zen diacilfosgfatidok zsirsavisczetétele a membrdn frake



cidéban teljesen megegyezettie.

A meubrdn Pie-re, Pl-re egyardint jellemszf, hogy a
16:0 és 18:0 zsirsavak ardnya megné a teljes sejtekhes
képest, mig a polién gasirsavalk ardnya lecstkken. A membe
rédn szfingomielinben csbkken a 22:1, 2431, és 2412
zairgavak ardnya a teljes sejthez képests
1I, Heutrdlis lipidek

A membrdn neutrdlis lipidek ssirpavisssetétele szine
tén klil8nbUzik a teljes sejttétlls A membrdn kolessterin
éazterek sokkal kevesebb polién psirsavat tartalmaznak,
éa nagzyobb ardnyban taldlhatdk telitett &s monoédn zsirga=
vake A triacil glicerclokban csak kis eltérés volt tae
pasztalhaté, mig a gliceril dter didesmter frakeid polién
gairsavai nagymértékben lecstkkentek a membrdn linideke
bene

Lényepgében tehdt a membrdn lipidekre dtaldban jel-
lemz8, hogy lecstkken a tBbbazlrBsen telitetlen zsirsa-
vak ardinya, és a telitett és monoén zsirsavak inkdbb do=-
mindlnake

A lipidek molekuliris sserkesetének vizsgdilata a klagze
szikus zsirsaviasszetétel adataival szemben ﬁclenﬁﬁs infornde
ciét nyujthat a 1ipid metagolizmue kérdéseirfl is.

Az Ehrlich ascites tumorban a triacil glicerolokban, a
gliceril éter diésszterekben, valamint a foszfatidok kSzill a



foazfatidilkolin és az etanolamin frakeidkban a zsirsavak
poziciondlis elhelyezkeddése teljesen randomy, ami rendelle=
nes zoirsav metabolizmusra utal, Ezekb8l a foszfatid frake
cibkbél, valamint a trigliceridekbfl sgdrmaztathatéd digli-
ceridek zsirsavezerkezete hasonldé, EbbSl a ténybSl ezeknek
a lipid coeoportoknak a biosgi tézisében a diglicerid sze-
lektivitde hidnydra lchetett kivetkeztetnis A digliceridek
hasonldé peirsavisszetdétele az Ehrlich accites tumorban vae
16szintileg nz aktiv acile CoA=lizofosszfatidil-koline-acile
transzferds rendszef hidnydt 111, cobkkent miikidését jelen=-
ti,

Ugyanugy mint a diacilglicerideknély, a gliceril éter
diéozterekbll szdrmazd alkileacilegliceridek szintén egy=-
forma zsirsavezerkezetlieky, ami gzintdén a metabolikus enzie
mek szelektivitdsdnak hidnydval magyardshatd, Jellemzl azon-
ban, hogy az acil gliceridek és az Ster kBtést tartalmazd
gliceridek zsirsaviisagetdtele igen eltdérfe Bz a tény, to-
vébbd a parcidlis digliceridek kiztl paralellismus arra u-
taly hogy az dter kitdst tartalmazé lipidek bioszintézise
fliggetlen az acil gliceridelk de novo, /Kennedy és VWeiss fé=-

le/ bioszintetilkus utjdtdle A gliceril<ter tartalom elég
mapgas ag Ehrlich ascites sejtbens Elképzelhetl, hogy ennek
az oka egysszerilen az eltérS biloszintdzis kiinduld vegyiile=

tének, a dihidroxiaceton foszfdtnak a felszaporoddsa, amely
a glicerofoozfit dehidrogendsz enzimmikiidés hidnydinak kivete
kezménye, Az terkitdst tartalmaszé gliceridek bioszintizle



gének 1épéseit a 3, 4dbra szemlélteti /16/.

Acil
dihidroxiaceton = PO4

-+

hosgzu szénldincu alkohol

alkil triéz-PO4

+
Aci} CoA
Alkil Acil-P04
Alkil Ag¢il glicerid
Alkil Acil PE Alkil Acil PC Alkil Diacii Glicerol
1-2H -2H -2H
v ) v
Alk-l-enil Alk=l-enil Alk=l-enil
Acil PE Acil PC Diacil Glicerol
/plazmalogén/ /plazmalogén/ /neutrilis plazmalogén/

3, dbra LEter kotést tartalmazd lipidek metabolizmusa

Bizonyos enzimrendszerek miiktdésképtelensége, tovdbbd
az enzimgpecificitds hidnya hozhat létre olyan random zsire
savelosgzldsu lipideket, amelyek jellemzlk az Ehrlich ascites

tumor sejt lipidjeire.



llembrdn fluiditdg normdlie és transzformdlt gejtekben

Az utébbi évtisedben egyre tEbb kilsérleti adat ldtezik
igazolni, hogy a seijt nivekedds 4o differencidldédds repuld-
cidjdban bisgonyos membrdn komponenseknek alapvetd szerepe
van /17,18,19/, Ezgzel kancgolatooan nagyon sok munka foglale
kozik a sejt felszini membrdn sserepdvel aszokban a biloldgiai
gzabdlyozd mechonizmuookban, amelyeck a normdlis sejtek ma=
lignus transsformdicidjdt iddszik elf /20,21/4 Annak ellendre,
hogy az ilyen jellegli hipotészisek szdma igen nagy, a asejt
felozini tulajdonodgok és a malignus transzformdcidé dirvekt
Baszefligeédndére nince bisonyiték, Ezlrty bdr czdmos adat bi-
gonyitja, hogy a normdlis és maligmis sejtek cejtfelszinil
tulajdonsdgal eltérdek, még nem sikerlilt taldlni olyan membe
rdn vdltozdet, omely sszlikodges o malignue transzformdcid
kialakuldsdhoze

lMembrdin dinamikai poraméterei - "membrdn fluiditde" fo-

galma

| A gsejtfelszin dinamikai paramdétereinek tanulmdnyozdsakor
dltaldban ast vizegdiljuk, hogy ammbrdn lipidek Usszetdtele
és szerkozete hogyan hat a membrdn "flulditdera", A "membrdn
fluiditde" pontos fogalma &8s definicldja azonban mdig tioge
tdzatlan és a medevs kisérleti adatok tulzottan dltaldnosle
tdara tUrekviek,
Lands és munkatdroal /22/ megkisdreltdk ag eddigl ismeretok



alapjdn a fluilditds fogalmit pontosabbd tennl, A kivetkezlkben
az & megpondoldoaikat fogom ismertotni,

A fluiditdo a mozgdkonyeig mértdkdnek kifejezdje, aritme-
tikuean a viszkozitds reciproka: ¢ /fluiditde/ = 1/7/ viszkosi-
téda/.

A viszkogzitdo, « a molekuldris mozgde gétoltsdipga - vala=
milyen jellegli kinetikai energia abozorpciéjénak mértikét fe-
jezl kiy mig a fluiditds ennek hidnydit Jelenti,

Kiil8nbsz8 tipusu visskozitds 1étezilk /ennek megfelelfen fluie-
ditds 18/ a kinetikol energie 3 formdjdnak megfelelfen, omek:
tranazlicids, rotdcids, és vibrdcids energia, A kinetikai
encrgia mindhdrom formdja pdrhuszamos vapgy merfleges helyzeti
lohet a membrdn sikjdra, Bz igy Usozeoen 6 klil¥nbizd féle
mozgde lehetlalpget éa moszgds korldtozdst jelenty amely ellfors
dulhat egy fluid 1ipid ketifordétegbone Ennek megfelelfen 6
féle fluiditiosal jellemezhetiink egy bilayert, nem létzik egy=-
féle "4ltaldnos fluiditds", ami jellemzé lenne a rendszerre,
Agonban van a fluid matrixnak egy olyan fontos tulajdonsdga
amely mind a hat féle kinetikal enerpgia chagorpcidval kapcso=
latba hozhatée-, ez a denzitdee A denzitds /ttmep/ egysépnyi
térfogat/ az anyapgnak egy olyan tulajdonsdpa, amely biztogit-
ja a mikrokBrnyeszet kinetikail energla abssorpeididt molekuld=-
ris UtkUzdéack révéne Egy nagyobb denzitdsu mikrokirnyezetben
"m" timegll M" szdmu molekula egysdgnyi 1d6 alatt t8bb enere-
gla abszorpeidval jdrd titk¥zéat szenveds



A fluiditds bdrmelyik tipusdnak vdltogdsa tehdt a mo=-
lekuldris térfopat megntivekeddéndvel do ezdltal meghatdirozott
mértékii denzitdis védltozdssal jdr epgylitts A denzitds dltald=
nos sgerepénok felismerdse, valamint a fluiditds t8bb tipu-
sa, érthetfvé teszi, hopy ugyanazon fluld rendszerrdfl kildne
bzé miisgeres megkizelitdssel /elektron spin rezonancia,
fluoreszcens depolarizdeid, differencidl scanning kalorimect-
rin, diffuzidé stbe./ eltérfek az eredmények, A konkrét méréei
eredmény interpretfilésakor el kell dUnteniinky, hogy a hat fé-
le fluiditde kBziil melyiknek van alapvetd szerepe a kapott
értékek kialakitdsiban,

A fluoresszcens festélékkel t8rténd vizsgdlatok ezdrt
igen jelentfsek hasonld Bsszetdétell membrdn rendsgerck re=-
lativ membrdn expangid mértékinek Usssechasonliitdiedra, amely
expanzid befolyisolja a steady-ntate anizotrdpidt a festdie
molekuldk roticids mozgdednak gdtldea révén /23/4 Ezt a méd-
gzert 1974-ben Inbar és munkatdrsal /24/ dolgosztdk ki,

A sejt membrdin dinamikai paramétercinck vizegilatdra limfoid

asejtekben egy fluoreszcens apoldros szdénhidrogint, az 1l,6-di-
fenil=l,3,5 hexatriént /DPH/ alkalmastdk, amely a sejt memb=-

rdn hidroféb apol/ros rdészeibe 4plil Lo

1I,/ Fluoreaszcens polarizdcidé mérése

A fluoreszeens polarizidcid méréodénél a festékmolekuldk
gerjesz ése monokromatikus fénnyel t¥rténik, amely vertikiw
lidan polarizdlte A fényelnyelds utini fényemissgidt mérjik

egy analizdtoron keressztiil, amely pdrhugamos /I,/ vapy me-



r8leges /I;/ helyzeti a gch?ezt6 fény polarizdcids sikjdra,

A

Gerjesaztds T
l

/

7 A Y
Lo s i o - ——————
-—<

X
Detdktdlds 5

Az I, és8 az I, egymdsutdni méréedvel a fluoresscens polari-
zécibt, /p/ valemint a fluoreszcens anizotrépidt /r/ és a
teljes fluoreszcens intenzitdet /F/ a kivetkezbképpen kapjuls

Ly - I
DQM’ r = s 9 FuI“‘-O- 214'
I, +1, ‘ I, +2I,

I1I,/ Mikrovigskogitds meghatdrozdca

A p értdke a gerjesztett DPH molekuldk rotdcids depola-
rigdcidjdnak mdértdktfl fiige éa ipy bellle kigvetleniil a fese-
tékmolekuldk kirnyesetének dinamikal tulajdonsdraira lchet
kBvetkeztetni, Ezt fejezl ki a Perrin egyonlet nem gimb alaku
festdk molekuldk ecgetlében, mint ply a DPH iss

b 5

o 4
=1 +C
- /x/
ahol: r,t a hatdr anizotrépia /rotdcidé nélkiili anizotrdpia

értéke alacsony héméredékleten/

rs mért anizotrdpia



Ts abszolut héméradklet
T s DPH gerjesztett dllapotdénak dtlagos élettartama
Crpyt 8 molekula alakjdtél fiigsl paraméter |

% ¢ mikroviszkozitds
/25/«
A mikroviszlkozitds a klasszikus hidrodinamikai kifejeszések
analégidjdra a mikroogképikusan fluid régidk, pls a membrdn
lipidek dinamiknl paramétereit fejeszl ki absgolut viszkozie
tdeoi egysdégelben /poise/.

A mikrovisgzkozitds pontos meghatérozéséhoz a C/r/ és a
T ismerete szliksdgese AT értékét megfeleld miiszerrel meg le=
het hatdrozni, de ez elég nehdz feladat, és nem ig mindig cél-
ravezetl olyan heterogén rendagzerekben mint a sejt plazma memb-
o Volamint a T értékét is legtBbbogdr kizo=
1it8 szdmitdookkal lehet meghatdroznis Egyik ilyen megoldds,

rédne A C/r/ és az v

hogy a C/r/sT.Qfazorzatot konstansnak tekintik, mivel a T éo o
Csypy értéke JelentSgen kigsebb mértékben cobkken a hémérséklete-
tel, mint a7 « Jobb kizelitést lehetett elérni, ha C/r/ éa az
T, értékét kisérletesen meghatdirostdlk mestersdéges lipid membrd-
nokbane A T mérése lehetséges indirekt uton is a fluoreszcone

cia intenzitds hﬁméraékiatvéltozdaénak méréaévelz
: 7 .
Y - OT_E/ T/

(&}

ahol Fot alacoony héméroékleten mért fluoreszcencia intengitds
Tot DPi=ra 1144 ns
Fi adott h8mérsékleten mért fluoressgcencia intenzitds
T s+ élettartam /4tlagos/



1V, Idedlis fluorofdérok kivetelmiényed

A k118nb5s8 1ipid membrdinok fluoresscens polarizdcids
tulejdonsdpainak vizsgdlatdra ceak olyan fluorofér alkalmasze
haté, amely az aldbbl tulajdonsdgoklkal rendelkezik /25/,

1./ oldhatatlan visben

24/ 9zénhidrogén olddszerben j61 o0l1dddik

34/ merev molokuldiris sgerkezettel rendelkezik, az oldalcso=
portok roticidja nem okogz dpolarizdcidt

44/ megas éo konstans p, értéke van

5¢/ az abgzorpcilds spektrumban van egy olyan tartomdny, mely=
ben p, értéke 1/7 és = 1/3 kitgttt van

6¢/ Tt 1-8 ns ktzttti értdk, mert cbben a tartominybon ag

. 1=100 ¢P viszkozitdeu rendsgerek jJO1 mérhetlk

T«/ nagy extinlkecids egyiitthatd és kvantumhatdsfok jellemsi

8¢/ minimdlis nz dtfedds az abszorpeids és az emisszids
gpektrumok kﬁzatt,'az enerpintranszfer kivetkeztdben fel-
1ép8 depolarizdcid elkertiléadre,

A DPH emeknek a kivetelményeknek eoleget teasz, aﬁabil trance

konfigurdeidju polién szinhidrogdéne Absgorpcids maximumas

355 nm, az extinkeids egylitthaté 80000 ML om™t

mérsdkleten, nagy viszhkozitdendl a kvantumhatdofoka ~1,

Az r, értéke mogas éo stabil: 04362, T'= 1144 nss A DPH vie

s Alacsony hi=

zes oldatban mikroaggregdtumokat hos létrey amelyek gyakore
latilag nem fluoreszkdlnake Hidrofdéb kizegben kb 1l000-szeres
a fluoresgcencia intenzitdis nivekeddnes A bedpiilés alatt a
polarizdcidas fok d1landd,



Vo/ Mikroviozkozitds poramétered
Linedris szénhidrogénlincu oldatokban a hémérséklet ni-

velésével a mikroviszkozitds exponencidlisan colkkens:
A E/RT
9 = he
ahol AEBE: aktivdeids energia - az a kinetikus energia, aomely
az intermolekuliris kilcaolnhatdsok megsziinteténé-
her gzlikedgen,

Linedris szénhidrogénekben AE értdéke a ldne hosmszuadpral nie-
vekeszik, BEldgazé ezdnlinc esetdén ssintdn }16 a AE értéke,
A log 7/1/T fipgvény vdltosatlan fizisu lipid rendszerben
egyenest ad, melynek meredeksége A E/R, Ha a lipid rendessore
ben fézisditmenet, vagy fédzisezepardcié megy végbe, akkor a
fligevénygdrbdén t¥réda kivetkeszik bey, a t8rdopont feletti
/fézindtmenet el8ttl dllapot/, 1lle a tUrdspont alatti /fd-
zisdtmenet utdni dllapot/ egyenes mercdeksépge kiiltnbBz8 lesz,
AE értéke a fizisdtmeneti hémérséklet feletti héméredklet
tartomdnyban nfy ami utal a rendesettodg cobkkenésére o li-
pid membrdnbaon,
V1,/ Mombrdin szorkeszet és a rotdcibs fluiditds Ysszefligedse

My Inbar és munkatdrsainak /26/ sokoldalu vigsgdlatai,
melyeket epdazséges 6o leukdémids limfocitdkon végesztek,

réazben intakt sejteken, résszben izolflt plazma membrdnon,
azt mutattdk, hogy a membrdn lipid Usogetétele és a mikroe-
viazkozkdoa kiUzUtt direkt Yssseflipgrds vane A membrdn koe

leoszterin /fosefolipid moldris ardnya alapvetlen meghatde



rozta a mért fluoreszcens polarisdcids fokot, éo az ebbll
meghatdrogott mikroviszkozitds Srtdkdéts A leukémids lime
focitdk sejt membrdnjdban egyardnt cstkken a koleszterin/
foazfolinid moldris ardny éo a mikroviszkozitds,

Mély=Goubert és munkatdrsai /27/ ezzel szemben a nor-
mdlis limfocitdkhoz kipest a tumoros limfocitdkban mért
alacoony fluoreszcens polarisdcibs fokot o membrinhoz ki
t8tt fehérjdék szerkeszetdnek mepvdltosdedval magyardstdks.
Vizopdlataikbél aszt a kivetkestetdot vontdk le, hogy a
DPH f£8leg a membrdn fehérjék strukturdjirdl ad felviligo=
gitdet; és a mért fluoreszcens polarizdcidé nem flige a ko=
lesztierin /foszfolipid ardny dltal meghatdrozott fluidie
tdotbl,

A fent emlitett ellentmondd kisérleti adatok miatt az
utébbi években elég sok kérdds meriilt fel a DPH fluoress=
cens polarizdcids tulajdonsdgaival kapcsolatban, és f8leg
a steady=state polarizdciébll szdmitott mikrovisskozitde
termitoldpidja bizonyult tulzottan leegyszerlisitettnek asz
eredmények interpretdldedhozs Ennek okai a kivetkezlks
1,/ ldr emlitettilky, hogy a roticibs viszkozitds csak egyik

tipusa annak a 6 féle kinetikus cnergia abszorpcidnak,
éo ezdltal 6 f£éle visszkozitdonak, amecly létrehozza az
egéaz fluid matrix jellemzd dinamikus sgerkezetét,
Ezért a DPHeval meghatdrogott rotdeids depolarizdcid
absgolut éritdkeit nem lehet az egész lipid membrdn 4t
lag fluiditdsaként értelmeszniy



24/

3s/

A fluoresszcens depolarizdcié id6felbontédsos mérése
kimitatta, hogy a DPH emisszids anizotrdpidjdnak le-
casengéae nem exponencidlis /28/, A mikroviszkozitds
értelmezése a Perrin egyenlet alapjdn nem gimb alaw
ku fluoroférokra csak akkor lechetséges, ha mind az
emigaziba, mind a teljes anizotrépia csbtkkendmének
idéfligeéoe exponencidlis, Ezdért a steady-state kiriile
mények kBzttt mért fluoreszcens polarizdcids fok és a
mikrovisgzkozitds Lk¥zt feltehetfen bonyolultabb az Goge-
sgefligréay mint a Perrin epyenletbens A mikrovisszko=
zitds abozolut értdékei ipgy Unmagukban nem jellemzik

a 1ipid membrdn dinemikai paramétereit.

A mikroviszkozltds terminoldgia ellen szdl az a tény
isy hogy a DPHeval mért anizotrdpia értdke nemesak a
depolarigdcidé mértékét8l, hanem a feanték gerjesztett
dllapotdnak élettartam/tél is fligg, ami egy heterogén
membrédn szerkezetben igen eltdérd lehets Ipy a oteady=
gtate kirlilmények kBsttt mért fluoreszcens anizotrdpila
méréesek inkdbb caak 8sagehasonlitd vizogdl tokra alkale
mazhatfke Bizonyos, hogy a feotdk k¥rnyeszetdnek struke
furdlis vdltosdsa egy lipid rendszerben a fluoreszcens
anizotrénla vdltozdedval jir egylitt, és ez valdban jel-
zi egy bigonyos lipid mikrokidrnyezet dengitds viltozde
sdte
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keittiad

Kigérieteink c¢élja az volt, hogy visgepdljuk az
Ehrlich ascites tumor sejtek lipidanyagereréjének née
bény jellemsf tulajdoncdpgdity valomint ezoknek a tulaj-
dongdgoknak a vdltosdedt a tumor nBvekedése sordn,
Kinérleteinket a tumor nivekedés kezdeti gyors /5.
nap/ és késlbbi lasou /14, nap/ szckaszdban végestik, a
lipidanyagesere aldbbi konkrét hivagudoti résseit vigow
gélvas
I,/ 140 palmitinoav éeo 140 olajoav bedpiléeét a scjtek
lipid éboeszter frakcibiba,

Ii,/ A sejtek foozfolipid f£rokeidinnk és neutrdlis li-
pidjeinek zoirsaviasszetdétoldt,

111,/ Y4 ocetdtbél az egyes zeirsevek szintézisét,

e/ ¢ kolin és Y4C etanolomin prokurzorok bedpilését
a foszfolipidekbe, |

Veo/ 4 sejtek foszfolipid Goosetdteldt,

Vie/ Valamint egy, a lipidanyagecoerével Usszeflingl, alap-
vetSen fontos mejt "funkcidt®s
a sejtekbll izoldlt plasma membrdénban a kolessterin/
/foosfolipid ardny 4dltal meghatdrozott rotdcids
fluiditdot,



A transzplantiecidé a tumor névekedés S napjén 5x10
gsejttel tirtént 28«30 g sulyu Swigs outbred egerekbe,

A tranezplantéciét kilvetf 5. ille 14, nopon 2«3 dllan has-
iregébll gyljtdtiik az ascites sojteket,

A PBS=1 /0,15 M FNaCl,10mi Nagll PO,/ mosott és cent-
rifugildissal Baszepgylijtttt sejtozuespenzidt Tripdn kék
featékkel festettlik, az é1§ sejteket Blrker kamrdban azi=
moltuke 2x107 gejt/ml koncentricilval MEM tdpfolyaddékban
tulélé tenydozetet hoztunk 1létro., A tdpfolyadék 2 % lipid
mentes BSA-t /Sigma, V. frakeid/ tartalmazott. A tenydsze-
tet 37°C-0s vizflirdSben enyhén rizatve tartottuk a prekur
gorokkal vald inkublde ideje alatf.

Jelzett prekurszorck turn-overdnek mérése

A tuléli tenyésget minden ml-éhosz, amely 2:107 sejtet
tartalmagotty, 20 nmol 140 pelmitingavat adtunk, amelyet ale
buminhoz kitUttiink, a BSA koncentrdicid szintén 2 % volt,

s Y4¢ o1ajeav 69 °H palmitineav kettfs jelvlésnél a jel-
gett zeirsav koncentrdeid 40 nmol/ml volt, mindkét zsire
savbll 20«20 nmol/ml volt jelene

A Y4¢ kolint s 1% etanolamint 50 nmol/ml 111,

250 nmol/ml koncentrdciéban néhdny pl alkoholos oldat
formd jdban adtuk a tenyészetheze A jelzmett prekurszorokkal



minden esetben 4 Ordn keresztlil inkubdltuk a sejteket
/klil8n-kiilén tenyésgzetben voltak az 5 napos és 14 napos
tumorbdl szdrmazd sejtek/, és minden Srdban 1 ml mine-

tdt kivettiink, a bedplilt radioaktivitds meghatdrozdsdra.

A 4, 6ra utén a jelzett prekurzorokat tartalmazd tdpfolya-
dékot lecseréltiik, és mosads utdn radioaktiv mentes tédpfo-
lyadékban inkubdltuk tovdbb a sejteket, A médium csere
utdn még 9 6rdn 4t végeztiik a kisérletet, és az 5. 6. T«
9. és 13, Ordban vettiink ki 1-1 ml mintdt., A kiilonbsz8 ids-
k&ztkben kivett 1-1 ml mintdt, amely 2x107 gejtet tartal-
mazott, azonnal nagy térfogatfeleslegii hideg PBS-ben le—
centrifugdltuk, majd t6bbszirs mosdgsal eltdvolitottuk a
kiiled radioaktiv szennyezést. A mosott sejteket 10 ml klo-
roform:metanol 2:1 ardnyu elegyébe vittiik.

A 140 acetdt beéplilését ugyanigy tulélé tenyészetben
vizsgdltuk, a radioaktiv anyagot alkoholos oldatban vittiik
a tenyészetbe, Az inkubdldst 3 dSrdig végeszstiik, minden
6rédban 1 ml mintdt vettiink ki a tenyészetbdl.
Fogzfolipidek szétvdlasztdsa

A PBS-ben szuszpenddlt sejt vasy membrdn frakcidt
kloroform:metanol 2:1 ardnyu elegyben extrahéltuk. A fe-
hérje és egyéb nem lipoid természetli anyagok csapadék for-
md jdban kililepedtek, ezt sziirédssel eltdvolitottuk. A klo-
roform: metanol e}efyhez 0.2 M KCl oldatot adtunk, a séol-
dat hatdsdra két fizle kiloniilt el, a lipidek az als® klo-

roformos f4zisban koncentrdldédtak. A felsd fizis eltdvoli-



tdsa utdn /viz + metanol/ as oldatot vizmentes Na,S0,-on
engedtiik keressztiil, hogy a maraddk viznyomokat eltivolite
guk, Egutdin az elegyet bepdroltuk, majd meghatdrosott tér-
fogatu kloreformsmetanol 2:1 oldatba vitiilk a lipideket.

A 1ipid extraktumbél a foszfolipidek szétvilaszidedt
Silica gél G /Elerck/ lapon véges ik egy dimenzidbane.
A lapot el8s8leg 1 Srén keressziil 115°C-on aktivéltuk,
A szolvens etilacetdt: kloroform:n propanolsmetancl:
10,25 %08 EC1 25:25:25:15:7 arinyu clegye volt. Az egyes
foszfolipidek azonositdsa mir elizfleg ismert és slkalma=
gott standardokkal t8rtént. Ha csak a foszfolipideket és a
neutrdlis lipideket skartuk szétvdlesztanl, akkor a szol-
vens petroliter:étersecetsav 85:15:1 ardnyu elegye volt.
Az elf8hivdet 2 Ze-0g rodamin B viges oldatdval végeztiik
/29/+ Abban az esetben, ha a foltokbdél esak Py tartalmat
akartunk meghatdrosni, akkor a lapokat jédgSzben hivtuk

tlink, ugy hogy a folt teljesen ftitatédjidk. A lapot 180°C~
on 5 Ordn 4t szériiésztkrényban tartottuk, a lekapart folt-
hoz 4 ml desst. vizet és 1 ml fossforreagenst adtunk /6.85g
Ha-molibdendt + 0.4 g hidrazinezulfdt + 100 ml cc,.HeSG& +

+ 500 ml deszt. viz, Hités utdin 1000 ml-re kiegészitve/.

A mintdkat 100%°C-on 30 percet forraliuk, és spektrofoto-
méteren 700 nm-nél mértlik az extinkeidt, A standart 3.9 ml



- 31 -

deszt vizet + 100 fl 10‘33 KH2304 + 1 ml foszforreasenst
tartalmazott /297,

- Amint a fosgfolipidek sezédivilasztiaindl emlitettik,
a sejtekbll a lipldeket kloroformimetanocl 2:1 elegyvében
extrahiltuk, A geirsavieogetdétel vizogilatdbos a mintdkat
bepdroltuk, majd 5 %eos HClemetanolt /kb, 5 ml/ adtunk hoge
7é és a kémestveket leforrasstva 80%Ceon inkubdltuk, 4 bome
bacsvet felbontva kbe 1 ml viget &o 2 ml petrolitert ade
tunk houzd, a zslreav metiliszierck a pelroliteres fgige
ba montek die A petroliteres fdiziot logsiviuk do bepdrolie
tuk, majd igen kis térforat /kb 5 pl/ benzolban vettik fel
e vigogdlandé mintdi, A mintdket JEOL 1l0Ueas ldngionizde
c¢iba detektorral mikidd glsiromatogrdf segitedésdvel cnalie
gédltuk, az oszlop tiltet megountd Dizdsa 8P 2330 vazy 2340,
a hordoglfizis 100200 Mesh ezemesmenanyadom éhromoﬂofb W
AW volt, Az egyes geirsavészier eouccok agonoeitdse staone
dardokkal tWritdnt, a coucsok alattl temtiletet intesrdtor-
ral sgdmoliuk ki,

A 140 aeetdt bedplildendl ap ogyes selreavak aktivitde
sét 2400, formijiben a giskromatogrd? kivesetlesuvére ho=
lyezett sazirlpapirrel elldtotti kivettdban fopgluk fel, a=
melyet eldzfleg hyamin hidroxiddel vontunk be /30/.

A plagma membrdn izoldlds Forte médeserdvel tirtdnt
/31/, emelyet ascites sejtokre irt lo, Az ascites sejtoket
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mostul, majd 6x térfogatu hibﬁténiéa homogenizdld oldate
ban /18 m! TRIS, 25 mi NoCl, 045 miCaClay plisTe2/ vettik
fel, A miveletet 4°C-on vigozilik, &s £61 érdt hagytuk
dugzedni a pojteket, A homoponizdliot Potter colben vée
asestiiky meid a homogenisdtumot 2000 rpmeon centrifusdltuk
2 percigy ocmely cordn a nejtmagokat killlepitettiiky A mage
monten frakeilt 5000 rpmeen 20 poreis contrifuailva kantuk
a durve membrdn frakeidt, amelyet cultor pradiensre vite
tliinke A cukor gradienst 38 mless colvokben kéezitettiik el
a kivetkezl rétegekkel, alulrdil folfeld a kivelkesl gore
rendbens 60 %y 50 %y 45 %y 40 % egyeniint 7,5 ml térfogate
bane 4 durva membrdn prepardtumot a gradiene teteojlire rée
togeztilk, emely frekeld cukor stiziladpét 30 Pwoara 411litote
tuk bes A gradiens frakeidinsk stimindsdt tirésmutatd mée
réasel £1llitottuk be, Backman ultrocentrifugdban SWET 10w
torban 27000 rpmesn 1 Srdn At contrifugiltuk, A membrdn
frakkeib a 40 9 de 45 Fe0t cukor gradiencs kisittl rétegben
kaptuk, Az 1y nyert preparditumot tUbbezir higitve o Uloe
pitve kaptuk a tissta membrdn propardtumoty amelyet a (o=
vibbl mérdoek elvdgzdadre 1«2 napon bolill felhassndltunk,

A plasma membrdn fehérje tartalminek mérdeét Uartree
sgerint /32/ végeztik, Az 1 ml térfbgéta nintdhoz 0,9 ml
A" oldatot adtunk /2 g Kella tarterdt + 100 g aaaca3 oldva
500 ml 1N NaObeban, deost, vizoel kiegdssitve 1 lere/,
ezzel erfoen Usnzerdstui, e 50%C=08 vizfurdén tartottuk



10 percigs. Lehiités utédn 0,1 ml "B" oldatot adtunk hozzd
/2 g Ha=K tartardit + 1 g GuSO4KQ5H20 oldva 900 ml deszt,
vizben + 10 ml 1N NaOH/. Szobahfmdrsékleten 10 perecipg dll-
ni hagytuk, majd 3 ml "C" oldatot /Folin reagens = l5-gzi-
rgére higitva/ adtunk hozzd, Erfteljes Baszerdszds utdn
10 pereig 50%°C-o0s vizfiirddben tartotiuk, majd lehiités utén
spektrofotométeren 650 nme-en mériiik az extinkeidt, A kalibe
rdcids grbét BSA oldattal készitettilk el,
C/P molédris ardny meghatdirozdsa

A tisztitott membridn prepardtumot Silice 281 G /Herck/
vékonyrétesz lapon vdlasztottuk szét, £ szolvens petroleumé—
teriéter:ecetsav 90:15:3 ardnyu elegye volt, Futtatds utédn
a laprdél a foszfolipid, mono- és diglicerid, szabad kolesz-
terin, szabad zZsirsav, triglicerid, koleszterin-észter frak-
cidkat lehetett elkiilbniteni és mennyisdgileg meghatdroze
nii Az egyes azonositott frakeidkat a laprdl Hagedorn cgBe
vekbe gyiijtsttilk, és a kvantitativ meghatdrozdsukat dikro-
mitos oxiddecidval végeztilk /33/. Mindeayik Basszegyiijtstt
mintéhoz 2 ml kénsavas dikromdt reagenst adtunk /20 ml 25 %=
o8 Na,Cr 0,%2H,0+800 ml cc, HESO4/, 2 ml deszte vizzel hi-
gltottuk, majd 1 érdn 4% forrd vizfiirdén tartottuk? Lehli=
1és utén 10 ml deszt, vizzel higitottuk, és a silica gél
lecentrifugdldsa utdn mértiik az extinkeidt spektrofotomée
teren, Standardként 200 és 400 pe koleszterint vittlink fel
a lapra, és ezzel a tovdbbiskban ugyanugy Jértunk el, mint

a membrdn mintdkkal.
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A vak reagens optiial densitdndt 0,700era dllitottuk be,
és epzel azemben mértik a standardok So o vizeglilandé mine
tdk denzitdelit, A vek reagons és o meghatdrosgandd lipid
frokeid optikal densitdoa kUgitti LUlUnbodég a minte 1ipid
tartalmdival erényos.

A plazma membrin fgakcié koleng erin és foszfolipid
tartalmdének ismeretében a moldirino ardnyokat o kolessterin
moloulyinak /386/ o a foszfolisidekndl £tlas molsullyal
/T75/ szdmolva adtuk mege

D ,é Lzded

A plasma membrdnt 2x10™° 1 DPH vises oldatdban inime
béltuk 37%=0n 1 érdn dt, A fosték vises nzusspenzibjdt
minden mérds elftt frissen késsitettlk a DPH 2210 Meos
tetrahidrofiardn oldatdibdl intenziv keverdsnel,

A 1ipid/feetél moldris ardnya kbs 100081 volt a kivettde
ban, amelyet o membrda fehérjetartalmdnak mérésdivel dllie
tottunk be, a membrdn fehérjeslipid ardnydit lenek véve,

A fluoreszeeneia intensitést 6o a fluoreszesns polarie
gdoidt PorkineBlmer MPF 442 gpoktrofiuoriméteren mériill,
/34/¢ & perjessiés hullimhosesa 366 nm az emigazids hule
ldmhognz 420 nm volte A hittér sebrds cokkentéaére liveg
filtert alkalmastunk, A gerjesztde 10 micodpercipg tiriént
és a fluorveszcens emisesidét ez 148 alatt Perkineelmer 048
digitilin integrétorrai étlagoltuky A h4ttér fluoressconw
cidt a festék nélkill membrdn ssusspenszid fluoresseoncia
intensitdednok méricdvel ellenfrintlik, éo ez minden emete



ben kb, 1 %=a volt a festékkel jelBlt minta fluoreszcen-
cia intenzitdsdnak, A festékkel vald inkubdlds alatt a
fluoreszcencia intenzitds egyre nétty és 60 perc alatt
telitéai gbrbét kaptunk,

A fluoreszcens polarizdcidt az inkubdlde 1 Srdja utdin mére
tiiky ®kkor mdr stabil értéket ksphunk,

A polarizfcid hémérsékletfligeéadt 0°¢c-40%c-ig egy
termosztilhatd kiivettdban mértik, és o kiivettdban az ak-
tudlis hémérsékletet termisztorral ellendriztiik.
Felhaszndlt anyagok
Yo paimitst /1.14p01/pmo1/, e olest /60pc1/pmor/, e
acetdt /60pCi/kmol/, +4C kolin-klorid /49,5 mCi/mmol/,
140 etanolamin hidroklorid /4#Ci€pmcl/, 3 palmitdt

/250p014Lm01/ - a New England Nuclear készitményei,

Bovine Serum Albumin /BSA/ V, frakeid, Minimum Essential
Medium /MEM/ - a Sigma cég készitményei.

Foszfolipid standardok: PC, PE, PI, PS, LPC, Si frakeidk

- g SerdaryResearch Laboratories Canada kdészitnényei,
1,6-difenil=1,3,5 hexatrién /DPH/ - Koch-Light cég kégzit-

ménye,



Az omlés sejtekben ellforduld seirsavak kBzll a pale

nitinsav éo o2 olajsav negy mennyiodgben taldlhaté megs
Az Bhrlich aseites plagma szabad solrsavainak 1/4ee pala
mitinoave Bzt a k&t geirsavat vdlasstottuk modellként as
Ehrlich asoites sejtek seircav anyasc.erdéjdnek tanulndnyo-
zdodra, Mindkdét solvsavat 0llegir albuminhoz kit8ttik, nmint
ast a médgzerek o, fojozetben 1&1&%&&, és a soirsavakkal
vald inkubdlist 2 %eoa lipid monteo czdrumet tartalmasd
tdpfolyaddikban végootilky mivel o toljoe szdrum pdtolja a
jelzett prekurzorokbll t¥rténS szintdsiot,

Heghatdroztuk a 14c Jelzett zelyoavak bedplilénét a
godt 1ipid dszter frakeidiba ag epyes frakeidk opseifilkun
aktivitisdnak nBvekedésének mérénlvel, majd a médiumot le=
eserélve mértik az izoldlt 1lipid Soster frekeidkban a radice
aktivitda cobkkendodt, Uindkét folyomatot 1d8illg:daben vizoe
gdltuk, Mind a beéplilds mind a lebonlidis komplex folyamat,
mértékét tobb tdnyesd hefblyﬁéolga; Egek kUzil a legfontow=
sabbaks
as/ Yint az irodalmi dttekintdoben omlitettiik tUbb ssabad

gairaav pool létezik a sojtben, amely a kirnyesettel és

esymdseal is 411andd kapesolatban vane
be/ Reclklicdcié lehetedgen, az epyozer méxr bedplilt és. lee



bomlott soirsav ujra felhosznildédhat ugyenabban vasgy
egy maik solrsav doster frakeidban,

co/ A joelzott soirsav tranczferje boklvetkeshet egyik Goce
ter fraicidbél a mdsikba de novo ozintésis nélkil is a
transzfords enzimek sepitodgévols

tdn /4, £bra/ mindkét sejtpopuldcilben mav az elsd érdban
jolentfs, s 4, 6rédban topasztalt mozindlis shtivitdsnak kb,
2/3ea, A jelzett zairsavval vald inkubdlds 4 Srdje alott
folyamatonan ndtt a cejtek radicaktivitdisas & 4e Orai, mée
dium coere utdn az 5 napos tumor cojtekben & radioaktivitde
dtmoneti gyors cobkkendoe volt topasctalbatl, majd as Se7
éréo spakossben dtmenetileg kisod nivekedett az Bsczlipid
extroktum spocifikue aktivitésa, do & Te érdben mért maxie
milie érték az inkubdlie véséig /13e Ore/ lussen csBkkent
/Socogosen 34 Tekal/s A 14 napos turorbél szdrmazd sejtekben
8 24 6riban volt a mexindlis bedpildo, éo ez folyamatosan
cobkkent az inkubdlde végdéig /Boososen 27 Tekal/,

# Y¢ palmitinsev decradseid tehdt lényegében biffzdius
Jellesll volt a zsireav Ssstorskbens
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Vékonyrétegen, kloroforme-metancl-ecetsav oldbazcre
rendszerben elvélasztva a sejt zoiveav észter frakeidit
azt tapasztaltuk, hogy a sejtbe bejutott jelzett palmi-
tinsav kiildnbtz8 hdnyada taldlhatd a kétféle koru sejt
gaireav dszter frakeidiban, Az 5 napos tumorbdl szdrmazd
sejtekben az elsd Srdban a sejtbe bejutott jelzett zsir-
savaknak mintegy a fele éplilt be a zsirsav észierckbe,

A 2, 6rdt6l kezdve egyre nétt a jelzettsdg ardnya a zsire
gav dszterekben s az 5, Srdban mdr a sejiekben taldlhatd
Bsnzes Jelzett lipid 90 %-a észter kttdésben volt, 4 14 na-
pos tumorbdl szdrmazd sejtekben az 1. Srdban a sejten be-
11l Bgaz. jelzett zsirsavaknak csak mintegy 30 %-a volt
az éazter frakeidkban, s a jelzettedgi ardny az inkubdeid
sordn nétt ugyan, de casak az 50 %-0t érte el, Igy a 14 na=
pos tumor sejtekben a zaoirvsav dgzier frakcidkban minden
id8pontban t¥riént mintavételben sokkal kevesebb volt a
jelzett palmitinsav mennyisége, mint az 5 napos tumorbdl
azdrmazd sejtek Ssztereiben. Elképselhetd, hogzy a 14 na=
pos tumorbdél szdrmazd ascites sejtokben a szabad zsirsa-
vak, ezen belill a palmitinsav forgolma sokkal nagyobb mint
az 5 napos tumor sejtekben, és ezzel magyardzhatd a zsire
sav éazter frakcidkban nem reprodukdlhatd, de a sejtekbe
beépiilt jelzett enyag napgy mennyisége /4. dbra/,

Kiiltn vigagdltuk a foszfolipidek ég a neutrdlis lipi-
dek jelzettuégének méritékét, és svdmoltuk a killonbdzd mine
tavétell idépontokbean a jelzett PL/NL ardnyt /l. tdbldzat/.
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uind az 5 napoo, nmind a 14 napos tunor cojtekndél a Pleek joe-
181%d4ze nalmitingovval nogyobb mdrtdkll velt, mint o neutrde
1ic lipideké, Azonban mig e jeloett PL/UL ordny ez 5 napos
tumor esetiben a jelsett peirgavvel vald inkubdeide ogakae
sndben dtlngonan 445 volty eddlz o 14 napos tumorndl ebben

a szakasgban jdéval alacsonyebby 2414 A2 9 napos tumor goje
tekben ¢ rodiocktiv goireavvel jolzott nddium loecserdldee
utdn a ’L/UL ardny hirtelen leectkient, oz Ugsraktivitde
eokkenéolvel pirbuzemosan, 22 agt jolenti, hosy o soliretve
mentes kisegben elofsorban o fossfoli ddek bomlisae kivetkee
zgott be, obben o frakellban nogyobd volt o jelszett seirsav
veoeido, mint o noutrdlis w»umgawvam. & moods utdni 94 do 13,
bréban, ahol feltohetlen a palmitinssv recirkuldcidje hivete
kesett bo, o sejt Usosaktivitdiodnol nlvekedlindvel pirhusnmoe
con fomét nftt a jelsett PL/EL ardnye £ 14 nopos tumor soje
tekben n TL/HL erdny viezont lényosdbon véltosctlon moredt a
visapdlatd 446 nlatt,

dniubdeide | FeR0P TV PL/HL 144 nap ~%¢ m/NL
188 /éral avdny ariny
_.“ ] L5 ﬂuw“. WE o "° ,‘ P ERIR : Fie RRUNE TRy “.’ r BLGETS
1 | 4,78 2,51 2,41 1,19
2 4 2, 2412 34
3 u“m N"WW 2308 wnu.
4 4yl 1,74 14959 0,88
saa»mw coerol _
nLen
5 1,99 3,00 2421 1,70
é 1950 »"mw 2316 2912
] W“Mm 4311 200t 9
13 8439 3365 1:81 p"nw

ds tgbldizat Se 411, 14 napos tumor oojtek jeluett FL/NL arde
nyai 20 nmol/2x107 mejt 24 polmitdttel, 111 20 amol/2107
sojt oledttel vald inkubdidckor,



azonos kisdérleti kislilmények kisttt a tumor sejtok kevee
sebd 24C olajeavat vette: fel mint +%¢ palmitineavet.
A 14 napos tumor sejtekbe Lkevosebb 14c olajsav &plilt

be mint vz 5 nepos tumor sejiekbe, czekben a sejtekben
nind as Uaozlinidbeny mind a zeivsav éesterckben kisobb
volt a apecifikus aktivitds /Se dbra/s 4 foszfolipidee |
ket éa neutrdils linideket elvdlassiva aszt tapaseialtuk,
/2, tiblizat/, hogy 14 olojeav osetién ozintén nasyobb
mértékben jeltlédtek a foozfollpidely a PL/NL ardny as 5
napos tumoradl dtlag 2,5 volt, nlg a 14 napos tumorndl
enndél alacsonyabby dtlag 1436 '

A 44 6rail médium csere utdn o 140 olajeav ceetén még
nngyobb mértdkil volt a gyors jelsott zulrsav degraddcid,
Az inkubdlds 5. Ordjdra mind sz 5 noposs mind a 14 napos
tumor sejtekben a bedplilt 146 olajoov nennyiaége 42 fe
kal cobhksenty azonban a 6, Ordban ujabdb aoktivitds’ . emele
keddat tapoostaltunk, igy a gbrbe nom jelilegsetesen bifde
zilkus,
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mitineav koncentrdeld egytittes alkolmazdedndl o PL/NL

ardny mind ez 5 naposy mind a 14 napos tumor sejteknél
l-nél kisebb volt a 4 érds jelzoitt solveavakkal vald ine
kubdeide periddus alatt /2, tdblisat/e Usozesen 40 nmol/
/2:107 gejt zoirsav koncentrdeidndl tehdét a neutrdlis lie
pidekbe ardnylag t8bb pelmitdt &s oledt éplil bey, mint a
20 nmel-os zoirgav koncentrdcidndl, Feltehetfen a sejtek
a feleslegos goircavakat tartaldkként dpitik be a neutwd-
liq lipidekbe, A médiummere utdin az 5 napos tumor goje
tokben a PL/NL arény’ugréesaeruen 3 £616 emelkedett,
mivel megeziint & médiumbll a zoirpavak pdtldsas A 14 no=
poo tumorbél esdrmazd eeatekbén a PL/HL ardny a médium
eserétfl figeetlenil 0,2 6a 0.3 kBsUtt volt,

i.nkuh_éc:lés L1041 e y Lite 10T i SLEEY
148 /6ra/ H pelmitdt ~7C oledt | “¥ palmitdt ~"C oledt
2 0y 76 097 029 0y38
3 072 0yS4 0s25 0434
4 ) 0.72 0‘89 0'23 0'30
nédium coere
e 3,64 3455 0427 0536
» s
Z 3,28 3522 0429 0439
7 3932 3921 0,31 0¢ 38
9 0,89 1,10 0,29 038
i3 0,98 1,23 0g34 0p42

24 tgbldeat 54 411, 14, napos tumor gejtek jelsett PL/NL ce
rényai 20 nmol/2x107 sejt °H palmitdttal e 20 nmol/2x107
gejt 24C oledttal vald egylittes inkubdldekor,



A pejtekbll extrahdlt lipidekbfl vékonyrdétes lapon a

médsmerekbon omlitett olddsser rendszerben elvdluoztottuk
az'ogyoa foozfolipid frakeidkat, o a standardokial aponopie
tott, lekaport foltok aktivitdodt mértlik, Mindegylk mintavie
teli idfpontban as ogyes foszfolinld frakeidknak 2x107 gojte
ben mért spocifikue aktivitdedt tlintettiik fol oz dbrdkon /6,
ToBy9410s 4bra/y 14C polmitineav esetén ez egyes foszfolipid
frakeilk sorrendje a JelBl8dés mirtdkét tekintve a kivetkezsd
volts PC> PE> §M > LPC> PI> PS = mindkét koru tumordbél szdre
mazd sejtbon, Az egyen frakeidk kiUzUtti Z-08 mogoszldeat a 3,
tébldzat tartalmazsa, néhdny jelle ol idSpontbean,

BT

idejos C 1620 vc/%/ PB/%/ Su/E]  Lee/a/  PI/R/  Ps/E/
76287"  Jomol] § e
4. 48318 53 17 15 6 - 4
5. 3388 41 16 22 3 2] S
13. .3698 46 18 19 5 7 5
BT ' oy
idejes C 18:1 pc/®/ °B/IES vs/e] PI/E/  sw/s/ Lec/E/
VACTA
4. 1976 57 26 6 5 - 1
5, 976 55 22 9 b 5 3
13, 1143 49 30 3 6 5 2
Sl . ~
1§eae: C 1630 PpC/%/ eE/%/] Sufu/  LeC/%l  PI/%/  es/%/
5 :
4, 2825 49 16 13 11 6 5
5. 2718 47 13 17 12 6 g
13. 2936 48 13 17 8 a3



Mhrevrrerr

4 ‘ e , . '
idejer “7C 1821 wc/u/ vs/n/l es/e) P/ sw)E)  LPC/ES
1852 WA V- . -
4. 745 61 19 9 6 2 3
5. 419 57 19 12 5 2 z
13. 544 88 19 12 5 2

3, t4bldeat Izoldlt fosofolipid frakoibk jelBldddsének mértdike
/#%ebon kifejezve/ nz Beszes joloett foomfolipldhez képests

as/ 9 napos tumor 140 palnitdttal inkubdlva :

be/ 5 napos tumor 140 oledttal inkubdlva

¢s/ 14 napos tumor 140 palmitdttel inkubdlva

de/ 14 napos tumor 140 oledttal inkubdlva

A fosgfatidil kolin 8o a foonfatidil etonolomin fralie
cidkban /6,7 4bre/ oo led Orde inkubdldisni sgakasszhbon a
Jelzett palmitine v beépliléae ogyro nltt nsg % napcs tumor
asejtekbeons A 44 6rdban ¢ két zoirsov dostor frakeilbon még
nem kivetkeszott be o mazxinmdlis Lkicsed8dée a killsl Lbrnyce
get Jelrzett soirsaveivaly A 14 nopon turor gejtekben miy a
3¢ Sxdban elérte a maximuﬁot a jelzett zeoirsav bodpliléo,
esutdn a rodioaktivitde cobkkendso volt tapaszialhaté,

A bodéplilt polmitinsav memnyiséze mindegylk mintdbon az 5,
nonos tumorbéllszésmazé scjtekbon pokkal mapasabb volty, nint

a 14 napos tumorbdl osdrmagd sejtohbone A médium esere utdn

a jelzett soiveavak limiso »Ugztdn 0lkeordfadBity 6o ogy Grdn
beliil lebomlott o maximdlisan bodpiilt sairsavak 30 Zegy mind
a8 PCebony mind n PEebens A 613 6rdo opakagzban ndr lényegen
@sen nom collklent tovdbb a bedpillt jelsett pelmitinesav monnyle
08r0e A ;40 polmitinoavy depraddeld tebdt ebben a lét £6 PL
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A szfingomielin frakeiéban a *%C palmitdt degredieidje
eltér a PC éa PE frakeldétdél /8, dbra/. Az 5 napos tumor
gejtekben a médium csere utin 2 éra alatt lecsikkent a specie
fikus aktivitde 30 %=kal a frakeidban, de ezutdin feltehetlen
egy mdeik poolbbl ujabb radiocaktivitdoc nivekedfs kivetkezett
bes A 14 napos tumor sejtekben a 140 palnitinsav bedpillése
az SM frakeidban sokkal kisebb mértdkil volt, mint az 5 napos
tumorbél szdrmasd sejtekben és lényepgében folysmatosan nivele
v8 tendencidju az inkubdlds 7. Srdjdig.
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10. dbra tartalmazza a PS ill. a PI frakcidkban

C palmitat lebomlasdt, amely szintén bifdzikus jellegii.

z

es a

A 9,
a T4



ZOLOLE 108 1030 1PgKeeiolbo

40 olajeav esetén a Jel8lidds mértékdének sorrendje
az egyes frakeoidkbans PC> PE > PS> PI> SM> LPC, mindkét kow
ru tumorbdl szdrmasé sejtben, Az egyes frakeibk kBsBtti T
os megoszlist a 3, tébldzat tartalmasua,

Jellenszs volt, hogy e 14 napos tumorbél szdrmesé sejtoke
nél minden egyes foszfolipid frakeidban, éo a vizggdlat mine
den egyes Ldépontjdban jéval alacsonyabb volt a epecifikug
aktivitds, mint az 5 napoa tumorbll szdrmazé sejtekben /11,
12,13,14,15, dbra/s 4 24 olajsav bedpilésének és lebomlisde
nak kinetikdja is egdozen eltérl a kdétféle kom tumor sejtpoe

o ol OSTI0L

R

puldeidban, nz egyes ssirsav dsgter frakcidkban, Az 5, napos
tumorbdl sedrmasé cejtekben mindegyik visegdlt foszfolipid
frokeibban /PCy PEyPS4PISM/ a jelzett zolrsavval vald inkue
bdlia alatt /le-4 O6ra/ a beéplilés sebenssdge kzel linedris
volt, A médium ccere utdén a zelrsav utdnoétlds hidnya a jel-
gott 1ipid Sazterek mennyisdgét napgymértékben cabkkentette,
Ebben a szakaszban /4«5 Sra/ a 14 palmitingavadl tapasstale
tukhoz hasonléan 411, még nogyobb mértékben lecsBlkkent a 140
Jelzett lipid dsmterek mennyindpes A visogdlat tovdbbi agokae
spdban /5«13 6ra/ ez a mennyledég linyegdben stabilan megmae
radty ha eltekintlink a feltehotfen recirkunldeidbdl ereds kige
sebb ingadozdsoktél, Az 5, nanos tumorben tehdt a 14¢ olajsav
az eddigiekhez hasonldéan bifdnikus jelleggel bomlik le,

A 14 napos tumorbél ssdrmazé sejtekndl a 14¢ olajsav



beéptilése a PC, PE, PS, PI frakcidkba csak a 2.-3, Ordig
fokozbdik, és joéval kisebb mértékben, mint az 5, napos tu-
morbSl szdrmazl sejteknél volt tapasztalhatdé, A médium cse-
re utdn a maximflisan beéplilt 140 olajsav mennyisége cabk-
ken ugyan a 4. és 5., Ora kiézttt, de ezutdn feltehetfen egy
ujabb poolbSl vald gzabad zsirsav mobilizdldédds kovetkezté-
ben a maximdlishoz ktzell specifikus aktivitds volt jJellemzd
a 13 6rds szakaszban; A szfingomielin frakcidban pedis gya=-
korlatilag nem'volt 140 olajsav beéplilés a 14 napos tumorbdl
gzdrmazé sejteknél, A 14 napos tumor sejteknél tehdt némelyik
PL frakeidban kimutathaté ugyan a zsivsav degraddcidé bifdzi-
kus jellege, de az eleve alacsony beéplilés és az 5-13, Ords
aktivitds nivekedés miatt lényegében ﬁagyon kismértéki a deg-
raddeid,
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LASASCE 20001t J088 0 320 IXALC. 64ba
olodttel e °H palmitdttal inkubdlve a sejteket,
meofigyeltils, hogy két kilnbbzé zelrsav egylittes alkalmésde
sa, tovdibbd a tétezores seirsav koncentrieid hogyan vdltoze
tatja meg o bedplilés és a lebomlds mSrtdkdty 4ll, kinetikde
Jét, tovdbbd azmokat a paramétercket, cmelyeket a csak egyfée
le zoirsav /esak palmitdt, vagy esak oledt/ alkalmazdsdndl
vizsgdiltunk.,

4 44 Oréban tapaszialt maximdlisan beéplilt 140 olajsav
éa u palmitinsav mennyisége az egyes izoldlt foszfolipid
frakeidkban killBn-kiildn mindkét zesirsav esetében kétasszerese
volt a csak egyféle geirsavval vald inkubdldsndl tapasztalt
maximilis /4. Ordban mért/ beépiildsnck, az 5 napos tumorbdl
szdrmazé sejtekben, & médium csere utdin a fokozott felviétele
nek megfelelfen fokogott mértdkli a jolzett ssirsav veszids
is a 1ipid Gezter frakeidkbdl, A kisérlet T. Ordjdtbl kesde
ve agonban ninden foozfolipid frakeldban lemét nvekedett a
gpecifilug nktivitds, és o2 az értdk megegyozett az ebben a
ozakaszban n coak egyféle zoirsavval vald inkubdldendl mért
jellemz§ opocifilkus aktivitde értdkekkel, 4 14 napos tumore
b6l szdrmazd sejtek két klilBnbizf ssirsavval vald inkubdlds
ssetén 1s Jovel kevesebbet épitettek be mind *4¢ olajesavbél,
mind 2H palnitdtbdl, mint as 5 napos tumorbél szdrmazd seje
tek, Erdokes czonban, hogy a két zoirpav egyidejli jelenléte
vgyanugy kétsreresére nidvolte a &40 oledt maxindlis felvéte-

FHESIRERS

14,



- 54 P

16t a coak 14&'3 oledttal vald inkubdliohogz viozonyitve, mint
a2 5 napoo tumor seitek osetiben, do @ “H polmitdt maxinde
lisan bedpithetf mennyisége alacoonyabd a esak egy zoirsevval
140 palmitdttel valé inkubdldiendl topacetialt maxinilis éridhke
néle /16e/ 64y by &bra/
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16./bs &bra 3y palmitdt és 14 oledt egylittes turn-overe
Ehrlich ascites sejtek PC frakcidjdban

— 5 napos tumor 140 oledt;

-== 14 napos tumor 140 oledt

Is/7s 140 palmitdit és e 5164t beéplilése 5 és 14 napos
tumor sejtek neutrdlis lipidjeibe
20 nmol/axlo7 gejt 144 pelmitingav koncentrdecidé mel=-

lett joval t86bb jelzett zsirsav éplilt be a foszfolipid frak-
cidkba, mint a neutrdlis lipidekbe, mint ezt az 1., tdblé-
zat jelzett PL/NL adatai mutatjék, az 5 napos tumorbél szdr-
mazé sejtek esetébens A 14 napos tumor sejteknél azonban a
jelzett PL/NL arényok jéval alacsonyabbak voltak. Ez ugy
johetett létre, hogy a 14 napos tumor sejtek jelzett zsirsav
felvétele a neutrdlis lipid frakecidba ugyanolyan mértékii,
mint az 5 napos tumor sejteknél /17,18, dbra/, viszont a



‘fossfolipidekbe, mint ldttuk cstkkent a felvétel, igy a
14 napos tumor sejtekben az Ussszes bedplllt zsireavek nae
gyobb hényad: képezett neutrdlic lipid deztert, ezért itt
jellemzl ez clacsony PL/NL ardny /1. tdblésat/,

140 oledttal ds 3y palmitdttol vald egylittes inkubde
14endl, 40 nnol/2xi0' sejt Besze soirsav koncentrdedéndl
a PL/IL ardnyok mindkét jelzett zeirsavra nézve jéval alae
ssonyabbak voltak, mint a kilSnekil®n 20 nmol/2x10' sejt
zoirsavioncentrdeidval végsett kindérletek esetében /2, tdbe
lézat/. A magasabb zsirsav konecentrdcid tehdt fokoszta a
neutrdlie lipidekbe vald zsirsav bedplildsts A 14 napos tue
mor sejtekben a PL/NL ardny az 5 napos tumorhoz viszonyite
va itt 13 alacsonyabb volty a neutrdlis lipidekbe vald nagye
mértékll bedplilés miatt,

A beépitlées éa a lebomlds 1d{flipgpéee o neutrdlis lipie
dekbe e foszfolipidekhez hasonld /19,a,bs dbra/e Az led b=
rds jJelzett soirsavval vélé inkubdlde osakaszdéban a snecie
fikuo aktivitdes n6 a lipid Sszterekbeny majd a médium coe-
re utén 1 dra alatt lebomlott a jelsett zsirsavak J6 réase,
Az utoled T«13 6rdig tartd ssakaszban o megmaradt éo a ree
eirkuldeid kivetkeztében ujra bedplilt jelzett masirsavak
lagsu bomlésa volt jellemz8,
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6o neutrdlio linidieinek zalrsavisaggetdétele
A sejtek lipid extraktum bél izoldlt foszfolipid frake
cidk és neutrdlis lipidek zsirsavisszetételét a 4, tdblie
gat adatal tartalmagedk,

Az egyes fosufolipideknek igen jeilemzd és egymietdl
eltérd volt a seirsav tartalma, Az Ehrlich ascites tumor
PC-re Jellemz§ volt a tumor fejlddés mﬁndkét szakaszdban,
hogy viegzonylag kevée polién zsirpavat tartalmaszott, ée a
zoirsavigspetétele nagyjébél megepsyezett a neutrdlis 11p1§
dekével, A PE frakecifra jellemz§ volt, hogy kevés 1630t
és nagy maﬁnyiségn 2216-t tartalmazott, A PS frakcidban a
legnazyobb mennylségben 19:0 zeirsavak talélhéték. |
A PI frakelé meirsavBscszetétele igen jellemzf, mivel szine
te kizdrilag 12:0-b61 éo 203:4«b81 411,

Az SHere jJellemz8 a polmitinsav mapgns Heos ardnya.



A tumor kora

BC : PE I8 PL Sil . WL, ;
/nap/ "B 7. 5. 4 5. I3 5. & 5 175~ 5. 17,
16:0 20,19¢13,35 7,99+ 4,85 5,22€—3,27 5,76<—3,89 55,10¢38,49 25,74¢13,55
18:0 16,92 17,71 20,06 16,44 41,70 38,02 42,25 37,34 11,41 11,28 14,16 18,29
18:1 21,95 18,60 16,46 10,32 12,79 16,97 4,64 6322 1,72— 7,05 19,76 19,86
18:2 23,35 22,94 18,74 15,57 15,34 20,08 5,63 8,29 5,07 6,40 15,83 19,61
2034 5,98—>8,55 9,96 10,97 3,01 4,56 30,66—35,95 4,48 8,17 3,83 5,47
2234 1,70 2,29 3,21 3,84 3,75 5,45 3,44 3,55 8)54 7,17
2234 1,10 1,35 1,53—512,53 1,87 2,85 1,65 1,33( 15 56-330,28 496 462
2215 1,12 1,70 1,35 3,21 2,58 1,83 1,56 1,79 2,23 0,84
2216 4,59—>7,72 13,71 13,38 7,24 6,54 3,17 2,32 6562 5,29

4. t4bldzat 5. és 14. napos tumor sejtek izoldlt foszfolipid frakeidinak és neutrdlis lipidjeinek

zgirgavisszetétele,
Az adatok relativ %-ban vannak kifejezve,

09
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Az 5 napos éé a 14 nepoo tumorbél ezdrmasé sejtek
120141t foozfolipid frakeidlinak do noutrdlio lipidjeie
nek sairsavigosetételdt Vaomohanonlitva a kivetihezal erede
ményre jutottunics
14/ A 1630 fe0n cfdays minden esyon foosfolipid frakeidban
és a neutedlie lipliekben 1o mogasabb ag % napos tue
morbél csdemasd sojtekben,

2¢/ A polién ssiresvak /20:4. 22143 2216/ ardnya megnftt
a 14 napos tumorbél esdrmasd sejtolkbon,

A foopfolipid éo neutvdlic 1ipid soireaviscsotdteld
alapién ez 5, tdbldzat ndhdny, o MIlUnbUes kowa tumor seje
tokre jellemsl ardnyt tartolnas, -

A 1630/1030 ardny o nagyobdb palmitincav tartalom kivete
kostében magasabb az 5 napos tumorbll ssdrmasd sejtek mindew
gyik fosefollpid frakeidjdbon o o noutrdlis lipidekben in,
A tolitett/polidn zeiveavak ardnya e 14 napos tumor sejtek
foosfolipid frakeiliban s a neutrdils linidokben loestlkien

a polidn sodrgavtarislonm nivekeddse hivotkontében,

31 0p39 0529|0513 0,00 (014 0p10|4y83 3,411,502 0,74

Iolitolts 2,56 1444|090 0448|2454 1495|1519 0492|3532 1,29|1,42 2,36

Se t8bidea: S5e¢ 6o 144 napos tumor sojtek coldrsavBsosetételdnek
Jellem:§ awdnyai, Az aidnyokat a rolativ feos Ysozotétel adatale

bll seinoltuk.




Finioldgdde kuriilmények kbzstt, nint ast az irodalmi
Bsozeforlaldban emlitettiik, az Ehrlich ascites tumor de noe
vo soirsav gzintdzise 2 szénatomos epysdgekbfl elhanyagole
haté, a sejtek £8leg az ascites folyaddkbdl veszik fel mdr
kénz formdban a szlikeéges zolrsavakat, Lipidmentes médiume
ban, in vitro kuriilvények Lzttt azonban a f6bb zoirsavakba
valé jelzett acetdtnak, mint sasircav prekurzornak a bedpile
16s8ét kivetni lehet, és ilgy kivetkestetni tudunk a sejtek
potenciflis de novo zeirsav szintetisdld képessépére,
A M acetst beépuléadt 1,2, 111, 3 drdval a jelsett a=
nyag hozzdeddsa utdn a 6, tdblisat tartalmaszza, Az igen
kigmértékll jelzett anyag bedplilés miatt, csak a legnagyobb
mennyioégben elffordulé seirsavak osetében lehetett kivete
keztetdpeket levonni, Alapvetd LillEnbaodget tapacsztaltunics
1,/ a Jelzett pelmitinsav, 2,/ sztearinsav, 3,/ arahidone
g0y Je08 ardnydben: |
1./ Az 5 napos tumorbdl esdrmacd sejteknél a 146 acetdtbll
képaBabtt jelsett 1610 zsirvecvok Teog mennylsége nae
gyobby mint a 14 napos tumorhél szdrmazd sejtekbens
A jelzettobpg mértéke oz inkubdeids 148 mlatt folyamae
tosan nfy tehdt a 140 aeetdt oreokurcorbdl folyamatosan
t8rténik palmitinsav szintdzis az 5 napos tumor sejteke
ban,

2./ A 14 napos tumorbdl szdrmnzdé sejtekben eszel ssemben a
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1830 peirsav Jelszet oépének mértike megasabb, mint as
5 napos tumorban, etiekben a gsejtokben nem jellemszl a
foly:matos palmitinoav ssintésie,

3¢/ A 14 nopos tumorbél szdrmazd sejtekben a 2034 jelzett

zslrsav %eon ardnya szintin magacsabb, mint az 5 napos

tumorndl .

Inkubdeide 148

14¢ acetdttal '3??“ s’aﬁag L P 1:§,ﬂ6g55
1410 243 2,1 1,5 2,0 1,0 1,8
1610 1842 22,0 32,0 17,1 13,0 18,6
1631 493 448 5,1 355 249 29
1810 16,6 16,7 15,1 _28,6 22,9 25,0
18:1 28y 5 28, 6 2444 26' 3 2641 2045
1882 2049 1645 14,1 16,6 21,0 19,6
2011 0'5 07 0.6 Q7 Osd 1,0
2032 Og? Up B 085 1,4 09 0,8
2033 046 g7 0s9 o 0s9 1,5
2034 5¢7 645 348 11,0 8,5 6.4

B¢ tibldsat 5 é8 14, napos tumor sojtek zeirsav szintée
zige 146 acetdtbdl, relativ F=ban kifojezve,

Mint azt az irodalmi Yeszefoglallban emlitettlik a kow
1lin ée otanolemin ag aktivdlt bdzisokon CDP kelin és CDP
etanolanminon keresztlil kapesolddik a foszfolipid blosszine
téz1s6hes /1, dbra/s YY0 jelzett kolinnal &8 etanolaminnal
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ezt a folyamatot lehet visepdlini, amely sordin 1,2 diacil
glicerinbfl éo aktivilt bdzisokbdll a kolinfoszfotranszfew-
rdzg enzim miikidéascel létrejinnek a kész diaell foszfolie
pldek, A megfelels PC diacilgliceridekbSl azonban a +4¢
kolin « CDP kolin biocszintetilus ut megforduldsdval a CDP
kolinon keresztlil - bekeriilhet a sszfingomielin frakeidba
ine

A Y4¢ 1olin bedpuléest 5 és 14 napos Ehrlich aseites
tumor sejtek PC frakeidjdba a 20, dbra tartalmasza,

Az 5 napos tumor sejtek 146 ko1in felvéfele /50 nmol/2x107
- gejt/ az le4 érdas inkubdldis sordn linedris volt, 4 4, 6rde
ban még nem volt egyensulyban a killsf jelzett kolin pool
és a sejten belilli jelzett PC mennylsépes A médium csere
utdn 1 éra alett egy gyors, de nem jelentls mennylségll
specifikug aktivitds ootk endst tapacsztaltunk a PC frake
eiébany azcnban 1 Sra mulva a frakeidban ujra a 4, Srds
maxinilis aktivitdet mértik, amely a kisérlet tovdbbi 6
b6réjdban kbe 1/5 réesével cobkkent, &s ezutin 41lendd mae
radt,

A 14 napos tumorbdl ssdrmazé nojtekben a killel jele
zett és a bolsS kolin pool mir feltehetden ez inkubdlde
3, 6réjébar egyensulyba kertilt, mert tovdbbi l4o kolin
beéplilés mdr nem volt mérhetf a PC frakeibban, Igy a 14
napos tumorbél ezdrmezé sejtekben a PC frakeibba vald L4g
kolin beépiilée maximuma esak kbs az 1/3-a volt az 5 napos
tumorban tapasgtelhaténak, A médium csere utdn esekben a
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gejtekben 1s csak dtmenetileg volt tapasztalhatd specifie
kug aktivitds esdkkenés a PC frakeidban, de & maximilisan
mért aktivitda 1 Ordn bellil vieezadllt és a kisérlet tovdbe
bi szakasgdban ndir egydltalin nem eslkkent a 140 PC menye

nyisége,
.f
|
|
10*pmol/2- 10" sejt ‘,
|
20- ‘
° el
12
il \/ " |
/)—o .,I'“~~./’ |
ry v 4 1
B ° v/
/ \/ 4
J 5 f
i 23 56 7 9 B idd(h)
meédium csere
20, dbra 14c kolin turneovere Ehrlich

ascites sejtek PC frakeidjdban
w5 napos tumors
w=e 14 napos tumor
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a 3¢ ¢ frakci6bél a jelgett Lolin megjelenését mére
ve a szfinpomielin frakeidban agt tapasstaltuk, hogy ez
folyamatos tendencidju az 5 napos tumorbél szédrmasd sej#
tekben, és a médium cserdtfl fluggetlentil a jelzett kolin
utdnpdtldia megesiinése utdn is folytatddik, A 14 napos tu=
morb6l szdrmazdé sejteknél az 5 napos tumorhoz képast jelenw
téktelen mértdklli a PC~bll ag Siebe tBrténé jelzett kolin
transzport /21, dbra/.

pmol/2-107sejt

25007

20001 / ‘
1500-
° /

w ]

500

4 \. .—./
.’. \\./

L) T T T T T T T T
12 3 5,6 7 9 13 idé(h)
medium csere

21, ébra 14¢ kolin turn-overe Ehrlich
ascites sejtek 5 frakeiljdban

== 5 napos tumors

wae 14 napos tumor



¢ otanolanin segiteégével a PE bioscintézist CDP eta-
nolaminon keresztiil, illetve bizonyos PC ée S¥ frakeidk
azintésindt a metildcibn folyamaton heressztill lehet vizew
géini, Bhrldich aseites sejtokben l1s ledrtlk a metildeids
anyagesereut milkiddedt /35/, amely sordn a jelzett etanolae-
min beépill mind a PC, mind as Si frokeidkba /22, dbra/,

'beqnolamin  Melin
_— ATP - ATP
) § @ 3Q
i | Sy
fbszfgiil etanolanin | fogzforil koliin

CTP CTp romid
2e 4 | Te ,
PPi : P?
A"
CDP=gtanolanin CDP kolin azfingnmielin

DG
4 "H
cup

foszfatidil
etanolamin foazfatidil kolin

Seadenozil mntionin

224 ébras Foozfolipid metabolizms ismert utjai, Az etae
nolamin metildeibval bedplil a PC frokeidba /1-5/ 8a az SH
frakeidba /15 éa 8/,
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A 4 ctanolanin as inkubdlde ddeje alatt /1e4 bra/
folyamatosan &plilt be mindkét koru sejtpopulicid PE frake
cibidba, /23, dbra/s A kiled 2%C etanclamin peol $e & sej-
tek belol jelmett PE tartalma kioBtt még feltehetden nem
k¥vetkezett be az egyensulyl dllapot az inkubdeid 4, Srdjde
bane A médium ccere utdn dtmenetiles mindkét sejthen colike
kent a bedéplilés méridke, azonban a médium cuere utdni 2,
érdban egy ujabb nagyon gyors specifikus aktivitds nivekew
déat tapassztaltunk a PE frakecidban, amely nivekedds jéval
meghaladta a 4, Srdban tapasstalt értdéket, amiker még a
jelzett etanolamin benne volt az inkubdld médiumban, A PE
frakcidban tapasztalt aktivitde nivekeddéonek ez a migodik
ezakesza teldn ugy magyardshaté, hogy a PE frakeidhél a
jelzett etanoclamin a metildcids anyagcsere uldn keresstlil
tdvozik a PC 4lletve SM frakeidkba, bo igy tovdobi 146 otae
nolamin beénliléat tesz lehetlvé a sejten beliili 140 etanole
amin poolbél, A PE frakeid specifikus aktivitdsdnak ndveke=
dése o 64 Ordtél mindkét koru tumor sejt populdeibra jele-
lemz8, azonban a beépilés maximuma az $ napos tumorbél
gzdrmazé sejtekben jéval magasabby mint a 14 napos tumor
gejtokben,
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A PC frakeidban a specifilme aktivitds nivekedéame
146 etonoleminnal vald inkubdlde gordin egybeesett a FE
frakeidban tapasstalt 14C aktivitde cabklenésével /57
dra/s 1oy a 244 4brdn 14thaté gpocifilue aktivitds ceucs
a PC frekeibban a metildcids anyaséeere kivetkeztdben 1léte
rejitt PC molekuldkat jJelenti, az 5 napos tumorbdl szdrmae
zb: sejtokben, Ezzel ssemben a 14 napos tumorbél szdrmaszé
. sejtek PC frakeidjdban a 140 etanolanin jelzéssel alacsony
és lecoengl a specifikus sktivitde 1d6gtrbéje, ami a motie

ldeilfs anyagesereut hidnydra, illetve cobkkent miksdésdre
ﬁtﬂlc
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Lényegében ugvanilyen specifilug aktivitds girbéket kape-
tunk az S frakeidban ia /25, dbra/s Itt is csak az 5 na=
pos tumorbll volt :iimtathatdé a specifikus aktivitds jellege
zetes coucea az 5«7 éra kBzitt, a 14 napos tumorbll szdre
mazé sejliekben jJelentéktelen a metildcids anyageserével
1étrejbt: Si monnylioége,
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V1 és 14 napos tumorbd rmagd sejtek foszfolipdd
agsgetgge;a

A T, tibldzat tartalmagza az 5 é3 14 napos tumorbél
szdrmazd sejtek %Feo0s foszfolipid Baszatételét, A kétféle
koru tumor sejt fosgfolinidjei kUsiil a PCy FE és az SU
frakeidban tapasstaltunk eltdrést, Ezek az eltdrdisek mege
felelnek a *4¢ kolin és 24C etonolanin bespiléssel vég-
zett kisérletok eredményeinek, A 14 napos tumorbél 8zdre

mazd sejtekben a PC s az M tartalom feltehetfen a metie
1l4eifs anyagesereut hidnya k¥vetkeztdében lecslkkent, mig

ugyanebbfl az okbél a PE fLartalom ezekben a sejiekben ne-

w—e 14 nopos tumor



gyobb, A t8bbi foszfolipid frakeld mennyedgében nem taldle
tunk eltérdst,

% S5¢ nap 14, nap
PC 44,8< 33,2
PE 18,9 >31,8
P3 3,5 648
PI 7:8 TeT
S 1249 ¢ 8,1
LrC 55 6g3
DPG 646 6,1

Ts tdbléizat 54 é8 14, napos sejtek foamzfolipld Usszetétele

A fluoreszcens polarisdeld mérépe, valamint az anizotrle
pia és mikroviszkozitds meghatdirezdsa a médeserek fojezetben
leirtak alapjén tortént,

A 8, tiblézat tartalmesse a 0°Ceon mért plazma membrdn
fluoreszecens anizotrépia és mikrovispkozitds értékeit kilén
az 5 napos és killtn & 14 napos tumor gejtekbfl szdrmazd pree
pardtumbane A 14 napos tumorbél 120141t pleszma membrdn fluoe
resgeens anizotrlpia értikei 6 egyndatdl fMipgeetlen preparde
tunban 0%°Ceon mérve minden ecetben és jelentSsen alacsonyabe
bak voltak az 5 napos tumor sejt membrdnban mért értdkeknédl,



5e_nap 14s nap
w m wr .
A 0,206 . 3,69 0,196 3,26
3 0,246 6,18 0,221 4,46
2 0,244 6,01 04210 3,88
4. 0,238 5955 04201 3,47
5. 0,198 3,34 0,186 2,88
6. 0,216 4,19 0,192 3,10

8e tdbldzat DPH-val jeltlt 5. napos és 14, napos tumorbdl
szdrmazé plazma membrin 0%C-on mért fluoreszcens anizo-
trépia /r/ értdkei és mikroviszkozitdsa /7/, 6 egymdstél

fliggetlen prepardtumban

A DPH-val jeltlt plazma membrdn fluoreszcens polarizd-
cibéjdnak hémérsékletfliggése a 0%¢-40%C-08 tartomdnyban k-
zelitSleg linedris volt /26, dbra/, a tumor ndvekedés minde
két periddusdbdl szdrmazdé sejtben. Kifejezett toréspont
ami fédzigsiapardcidra utalna, nem volt tapasztalhatd,

A AE aktivdcids energia mindkét sejt membrdn prepardtumban
N4,8 keal/mol volt, Mindamellett a 14 napos tumorbdl szdre-
maz6 plazma membrdn fluoreszcens polarizdcid foka az egész
hémérséklet tartominyban mérve alacsonyabb volt az 5 napos

tumor membrén-DPH polarizdcids fokdnak értékeinél,
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AE=4,37 Xedl
37 +x 18°CK")

33 34

T
32
a

—ol4 napos tumor
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31
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1,6
15
14
131
127
1,
10
0,97
08+
0,74
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05
0.4
0.3
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26, dbra DPH=-val jellt plazma membrén
mikroviszkozitdednak hémérsékletfliggése

86— 5 napos tumor

VIII,/ A rotfcids fluiditds és a membrdn koleszterin/fosz-

folipid /C/P/ moldris ardnydnak Bggzeflicpése
Az izoldlt membrédn prepardtumokban meghatdroztuk a
C/P molédris ardnydt. Nyole egymdatdl fliggetlen kisérletben
az dtlagos C/P ardny az 5. napos tumorbdl szdrmazé sej=-
tekbens 0,361 X 0,043 és a 14 napos tumor sejtekben
0.251 £ 0,032 volt A két sejt C/P ardnydban ez a kiilénb-
ség szignifikdns, P<0.02 a Student teszt alapjdn.
Vizsgdltuk, hogy a fluoreszcens anizotrdpia mért ér-
tékei hogyan korreldlnak amembridn C/P moldris ardnydval.
A 27. ébrén 1ldthatdé, hogy ha a mikroviszkozitds /7/ érté-
keit a /P moléris ardny fliggvényében dbrdzoljuk kizel egy
egyenest kapunk, A korreldcids egylitthatds 0,90056,

A Student-teszt alapjfn a mikroviszkozitds és a C/P moldris



ardny k¥sttti korreldeid szignifikdnes P< 0,001,

Tehdt a 14 napos tumorbdl szdrmazé sejt membréin roe
tdeifes flulditdsa nagyobb, mint ag 5 napos tunorbél szdre
mazé sejt membrind, és ez a fluiditfsentvekedés korrelde
cidban van a sejt membrdn C/P moldris ardnydnak csBkkende
sével,

mn(P)
mﬁ

6.0- e

5.0 1
=17+ 825 poise

4,0

3,01

01 02 03 04 05 ¢/PL (moldris )

27 4bra DrPHeval jelBlt plasma membrdn mikrovioge
kozitdea a C/PL hényados fiipgvénydban



Lxtékelde

Az dltalunk tett megfigyeldsekbll éaAméeak eddig is-
mert erednényeibll az aldbbi kivetkeoztetéseket vonhattuk
le az Ehrlich ascites tumor lipid anyageseréjének néhdny
kiragadott részprobldmdjdval és a lipldanyageserdvel Base
sgefligel membrén szerkezettel kapcsolatban:

1,/ A tumor sejek lipid ¢sstereiben dllandd &s folyamatos
gairsav turn-over folyik, amint est a 140 oledt és
140 palmitdt peépﬂléuévol kapesolatos kisdrleteknél
tapasstaltuk, A két zsirsav turneovere eltérf mértékil,
a palmitinsavnak 9 6ra alatt mintepgy 30 %ea, az olaje
savnak mintegy 53 %ea bomlik le,

A ssiraavék turneovere fligg attél, hogy a sejtek

a tumor proliferdcidé melyik ssakaszéban vannak, Az 5
napos tumorbdl szdrmazé sejtekben a zsirsav beépiilés
és lebomlds mértéke egyardnt nagyobby mint a 14 napos
tumorblél szdrmazd sejtekben, A bedpiilés és lebomlds
kinetikdja szintén eltérd a Ldét sejtpopuldcidban, Az
5 napos sejteknél a zeirsavak bedpiilésére jellemzd,
hogy ar gyors és kizel linedris folyamaty az inkubde
1lds 4 6rdja alatts A depraddcid bifdzikus jJellegli mine
degyik dszter frakecibban « egy gyors /4«5 6ra/ és egy
legsu /6«13 6ra/ szakasza vane Lz kiilBnbeen a PC frake
cibndl egyértelmli, a zsirsavak lebomldsdblél arra lchet
kbvetheztetni, hogy ez a foszfolipid frakeid a legine



kébb instabil /3. tébldzat/. A jelzettség mértéke ebben
a frakcidban a degraddcié sordn az Usszes foszfolipid jel=-
zettodgénel; cabkkenéséhez képest is csbkken, mindkét zsir-
sav esetébon, mig az Baoszes t8bbi foszfolipid frakcidban
a jelzettsdg relativ mértéke £1landd marad, vagy nSveksgik,
A 14 napos tumorbdl szdrmazd sejtekben a kisebb meny-
nyiségli bedplilt zsirsavat a sejtek igyekeznek megtartani,
A zoirsav degraddcié szakaszdban kiiléndsen a 14g olajsav-
nil jellemz8, hogy dtmeneti csbkkends utdn /4-5, dra/
ujabb aktivitds novekedés kivetkezett be a 6-7, Srdban, és
igy a 13, Srdra lényegében alig csBkient a jelzett zsirsa-
vak mennyisége a lipid észterekben,
A sziingomielin frakeidban mindkét sejtpopuldcidban
a t8bbi foszfolipid frakcidétdl eltérd kinetikdju a zsir-
gsavak beéplilése és lebomldsa, Valdszinii, hogy ez a fosz-
folipid frakeid nagyon stobil, igy a médium cserétdl fig-
getlenil folyamatosan novekszik a bedptilt ~4C palmitdt meny-
nyisége, mint ezt a 34 tdbldzat adatai mutatjdk.
A neutrdlis lipidekbe a foszfolipidektfl eltérien egyforma
a jelzett zsirsavak beéplilésének és lebomldsdnak mértéke
a kétféle tumorsejt populdcidban, A 14 napos tumorbdl szdr-
mazd sejteknél a relative nagyobb mértdkili zsirsab beéplilés
a neutrdlis lipidekbe alacsonyabb jelzett PL/NL ardnyokat
hozott létre.



2,/ Mivel a tumor sejtek sajdt lipidjeik szintéziséhez
nagyrészt a gazdaszervezetbil mobilizdlt zsirsavae
kat hasznositjdk, ezért a két vizspgdlt és a zsirsav-
anyagcsere szemponijdbdl alapvetfen fontos zsirsav
eltérd turn-overe alapjdn a kétféle sejtpopuldcid-
ban feltételeztilk, hogy a sejtek zsirsavisszetétele
is eltérs ezekb2n a sejtekben, Az izoldlt foszfolie
pid és neutréliéigiikciék gézkrdmatogréfiés analizi-
gével a kivetiezd eltériseket tapaszmltuk., Az 5 na=-
pos tumor sejtekben magesabb volt a palmitinsav/sztea-
ringav ardny mint a 14 napos tumor sejtekben, - a ma-
gasabb palmitinsav tartalom kidvetkeztében, A 14 na-
pos sejtekben viszont jéval magasabb volt a polién

zgirsavak %~-0s ardnya, igy a telitett/polién zsirsav
ardny lecstkkent ezekben a sejtekben,

A 140 acetdtbll t6rtént de novo foszfolipid bio=-
szintézio igen kismértékii a tumor sejtekben, Szimotte-
v§ prekurzor beépiilés esak néhdny nagyobb mennyiségben
eléforduld zsirsav frakcidba volt tapasztalhaté. Ennek
a kisérletnek az eredménye Usszevethets volt a foszfow-
lipidek zsirsavisszetételénél kapott eredménnyel, Az
5 napos tumorban a palmitinsav nagyobb méritékben je-
15186d6tty, mint a 14 napos tumorban, ahol viszont a
14C gztearinsaov tartalom volt magasabbe A polién zsire
gsavak koziil az arahidonsavndl volt kimutathatéan na=
gyobb’mértéku prekurzor beéplilés a 14 napos tumor sej-
tekbe,



3,/ Jelzett kolin és etanolamin turn-overinek mérésével
vizsgdltuk a foszfolipidek szintézisét és lebomldsdt
CDP=kolinon és CDP-etanolaminon kereszitil, Megdlla=
pitottuk, hogy a tumor sejt foszfolipidek egy részé-
nek /~20 %/ aszintézise és lebontdsa folyamatosan tore
téniks Az 5 napos tumor sejtek a zsirsavakhoz hason-
16an t6bb 14C kolint és 14C etanolamint épitettek be,
mint a 14 napos tumor sgejtek, Ugyan a jelzett foszfo-
lipidek degraddcibéja is nagyobb mértékii volt, azonban
emellett is a jelzett prekurzorbdl képzddstt PC, PE,
és SM mennyisége minden idépontban nagyobb volt az 5
napos tumorbdl szdrmazd sejtekben,

A metildcids anyagesereut csBkkent miiktdésére G-
vetkeztettiink a jelzett PE-PC velamint SM dtalakulds
hidny4b6l a 14 napos tumor sejtekbeny

Bdr a metilfcids anyagecsere sordn létrejové PC
mennyisége nagyon kicsi a CDP-kolinon keresztiil tor-
téné PC bioszintézishez képest /36/, mégis t5bb adat
bizonyitja, hogy ez a folyamat a sejtek és a }lazma
membrdn alapvetd funkeidit befolydsolja, mivel egészen
mds zesirsav Gsszetételli PC molekuldkat hoz létre, mint
amelyek a CDP-kolin anyagcsereut sordn keletkeznek.
Bizonyitott, hogy a membrdn fluiditds és bizonyos memb-
rén receptorok aktivitdsa erfsen flige a metildeid miikd-
désétdl /37, 38/.

Sinclair /35/ leirta a metildcids anyagcsereut mii-




4o/

kdéasét Ehrlich agcites tumorban, de vizsgdlatait esak
a proliferdcids siddiumban 16v8 sejteken végezte, ehhez
hagonlé eredményt kaptunk mi is az 5 napos tumorbdl
szdrmazé sejtekben, A 14 napos tumorban azonban a sej=-
tek nem képesek a transzmetildcidra, amint ezt a 14
etanolamin béépﬁlésének vizsgdlata kimutatta,

A sejtek foszfolipidjeiben a PE/PC %=0s ariny vdle-
tozdsa a 14 napos tumorban szintén aldtdimasztja a transz-
metildeid hidnydra vonatkozd elképzelésiinket.

Az SM frakcidban szintén nem tapasztaltunk aktivi-
tds nbvekedést 140 etanolaminnal t6rténd inkubdlds so-
rdn, és az SM frakeid %-os mennyisége szintén lecsBkkent
a 14 napos tumor sgejtekben.

A palzma membrdn lipid Usszetételét valamint fluiditd-
gdt dltaléban befolydsolja a sejt lipidanyageseréje.

A membrdn rotdcids fluiditdedt DPH fluoreszcens fegték-
kel mérve megdllapitottuk, hogy a tumor fejlddés késbi
szakaszdbdl szdimazé sejtek /14 nap/ plazma membrén flui-
ditdsa lényegesen magasabb, mint a tumor nivekedés korai
gzakaszibll szdrmazd sejteké; A DPH-val mért membrdn
fluiditds ndvekedés egyik s valbszinlileg alapvetfen meg-
hatdrozé tényez8jéty, a moldris C/P ardny csBkkendsét ki-
matattuk ezekben a sejtekbens A DPH-val azonban csak a
membrdn egy bizonyos részének, a festék kirnyezetének
rotdcids fluiditdsdra lehet k¥vetkeztetni, igy a 14 na=-
pos tumor sejtek lipid anyagcseréjében tapasztalt egyéb



véltozdsokat /zsirsavak turn-overdének csbkkenése, a me-
tildecids anyagcsere hidnya stb./ és ennek kivetkezmé=
nyeit mds, ezecknek a folyamatoknak az eredményét jobban
tikryz86 médszerekkel /ESR, membrdn receptorok aktivitd-
sa, membrdnhoz kHtttt enzimek mitkBdésének vizsgilata/

lehetne tanulmdnyozni,
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