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A szérum zsirsavprofil
diagnosztikus jelentosegenek vizsgalata
kiserletes modellben
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Munkdnk célja a szérum zsirsavprofiljanak vizsgdlata diagnosztikus alkalmassdg szempontjdbdl. Tizenkét C57Bl/6 him egérbe,
szemiortotopikus lokalizdcioban (sc.), B16 egér melandmasejteket implantdltunk (10° sejt/dllat). A tumor beliltetését kovetd
7., 14. és 21. napon idépontonként 4-4 dllatot, altatdst kdvetGen szivpunkcidval elvéreztettiink. A mintdk lipidprofiljdnak
vizsgdlatdhoz extrakcion és HPLC-MS-analitikdn alapuld modszert dolgoztunk ki. Az MS-analizis segitségével meghatdroztuk
a vizsgdlt 14 zsirsavra jellemzé jelintenzitdsokat, a tumormentes dllatokban, illetve a tumor beliltetése utdn 3 idépontban.
Az MS-gorbék matematikai analizise azt mutatta, hogy a lipidprofil vdltozdsa nem szignifikdns a kontroll (tumormentes)
illetve a tumorbeliltetést kovetd 1, 2, illetve 3 hét utdn vett mintdk kozott, illetve a tumorprogresszio folyamdn (1-3. hét
mintdiban). Hdrom zsirsav esetén (mirisztinsav, palmitoleinsav, eikozadiénsav) a tumorprogresszio folyamdn trendet észlel-
tiink, ezek jelentdségének megitéléséhez azonban tovabbi vizsgdlatokra van sziikség. Experimentdlis egér melandma esetén
az dltalunk vizsgalt zsirsavprofil nem tiinik alkalmasnak korai diagnozis céljabdl torténé felhaszndldsra. Magyar Onkologia
55:199-204, 2011
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The aim of this study was to investigate whether fatty acid profile is a suitable marker for diagnostic purposes in mouse
melanoma. Twelve C57Bl/6 male mice were implanted with B16 mouse melanoma cells (10° cells/animal) orthotopically
(subcutaneously). After the implantation 4-4 animals were bled by cardiac puncture following narcosis, at days 7, 14, and
21. In order to investigate fatty acid profiles a method based on extraction and HPLC-MS was developed. Signal intensities
of 14 fatty acids were determined by mass spectrometry in tumor-free animals as well as tumor bearing animals at the
three time points. Mathematical analysis showed non-significant profile changes when control (tumor-free) animals were
compared to tumor-implanted ones as well as during tumor progression on week 1, 2 and 3. In case of three fatty acids
(myristic acid, palmitoleic acid and eicosadienoic acid) a trend was observed during tumor progression but its statistical
significance cannot be evaluated without further investigations. The fatty acid profile cannot be used for early diagnoses
in mouse melanoma.

Telekes A, Raso E, Vékey K. Investigation of fatty acid profile for diagnostic purposes in mouse melanoma. Hungarian
Oncology 55:199-204, 2011

Keywords: mass spectrometry, melanoma, fatty acid profile, diagnostic marker

Levelezési cim: Dr. Telekes Andrés, 1106 Budapest, Maglodi at 89-91.
Telefon: (36-20) 339-6523, Fax: (06-1) 432-7516, E-mail: andras.telekes@bajcsy.hu

Magyar Onkolégia 55:199-204, 2011



200 Telekes és mtsai

BEVEZETES 1. dbra. Az ,,OMIK” rendszer és a lipidomika

A tomegspektrometria (mass
spectrometry — MS), mint
az egyik legérzékenyebb
analitikai modszer, egyre
fontosabb szerepet tolt be
az orvostudomanyi kutata-
sokban. Alkalmazasi lehe-
téségei a gyogyszerszintek Transzkriptomika
mérésétél a klinikumon 4t
(beleértve a diagnosztikus,
terapids, prediktivbiomarker-
kutatdsokat) a molekulak le-
képezéséig terjed (2, 17, 18).
Mivel egy mérés soran szamos
molekularollehet informaciot l
nyerni, a tdmegspektrometria

alapvet6 szerepet. télt be az Nukleotidok (L!.i%idgl;)
ugynevezett ,,omik” kutatd- ~ > gald e

sokban. E kutatdsok irdny- FENOTIPUS/FUNKCIO
vonalait, illetve a lipidomika

helyét ezeken beliil az 1. dbrd-

ban tuntetjiik fel.
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2. abra. A zsirsav-standard mérése. A HPLC-n a C18 és C20 csuicsok egymast fedik, mig az MS-spektrumon ezek egyértelmiien
elkiiloniilnek, ami az MS joval nagyobb szelektivitasat mutatja.
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A lipidomika a zsirszerti anyagokkal foglalkozik (pl. foszfo-
lipidek, glikolipidek, szterol-lipidek, szfingolipidek, stb.). Fon-
tos megérteni, hogy a zsirsavak csak a lipidomika egy ,,szele-
tét” jelentik. A zsirsavakat a szénatomok, illetve a molekuld-
ban talalhatd kettds kotések szama alapjan osztalyozzak.

A lipidek alapvetd szerepet jatszanak a sejtélettani folya-
matokban, beleértve az intracelluldris jelatviteli folyamatokat,
az elektrokémiai gradiens fenntartdsat, az energia téroldsat,
fehérjék széllitasat és sejtmembranhoz valé lehorgonyza-
sat (20). A lipidmolekulak legismertebb szerepe a kétréteg(i
lipidrétegbdl allé6 membranok képzése, melyek lehet6vé teszik
a molekulak térbeli elvalasztasat cellularis és szubcellularis
szinten egyarant. Mi t6bb, a lipidmembranok fizikailag tdmo-
gatjak a membranhoz kotott fehérjéket és funkciondlisan is
egyuttmiikodnek azokkal. Ma ugy tartjak, hogy az dsszes fe-
hérjék 20-30%-a sejtmembranhoz integralodott fehérje (19).

A lipidomika és a daganatos elfajulds kozti osszefiiggé-
seket csak az utobbi iddben kezdik felismerni. A linoleinsav
magas koncentraciéban (300 micromol/l felett) gatolta,
mig alacsony (100-200 micromol/l) koncentraciéban ser-

1. tablazat. Egér plazma zsirsavosszetételének vizsgalata
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kentette colorectalis daganatsejtek proliferaciojat. A magas
zsirsavkoncentracié okozta sejtosztddasgatlas hétterében
alinoleinsav oxidativ stresszt keltd, illetve a mitochondrium
mikodési zavarat okozo hatasa all (5). Mas vizsgalat szerint
a daganatos és nem daganatos sejtek osztodasdhoz sziik-
séges metabolikus ,igény” nem kiilonbozik. A daganatsej-
tek a fokozott proliferdciét a zsirépité/zsirbontd rendszer
optimalizalasaval érik el. Ebben alapvetd szerepet jatszik
a HER2-tulprodukcié (ami 6nmagaban is rossz prognosz-
tikai faktort jelent a klinikumban). Mi tobb, a daganatos
fenotipusu sejt proliferacioja és tulélése fiigg az ,onkogén”
lipidmetabolizmustdl (9). A de novo lipidszintézis aktiva-
lédédsa a daganatsejtekben az agressziv novekedés egyik
jellemzdje. Ennek egyik potencidlis magyardzata, hogy
a membrdn lipidszaturdcidja megvédi a daganatsejteket
a szabad gyokoktdl és a kemoterdpias szerekt6l egyarant
(13). A doxorubicin-rezisztenciat példaul osszefiiggésbe
tudtdk hozni a sejtmembran lipid Osszetevéinek és bio-
fizikai tulajdonsagainak véltozasdval emlérédksejtekben
(12). A membranban taldlhaté fokozott szfingolipid-

Kontroll 1. hét 2. hét 3. hét
Isirsav M-1 Jel AVE Sum% AVE Sum% AVE Sum% AVE Sum9%
(12:0 199 1 13 0,46 15 0,80 16 0,63 16 0,49
14:0 227 2 77 2,60 24 1,26 28 1,14 29 0,93
c16:1 253 3 109 3,70 59 3,03 52 2,09 58 1,83
C16:0 255 4 718 24,34 456 23,54 733 29,63 933 29,61
(18:2 279 5 844 28,60 797 41,18 841 34,00 1007 31,93
18:1 281 6 625 21,19 195 10,05 262 10,57 456 14,48
(18:0 283 7 435 14,74 300 15,48 438 17,1 457 14,49
C20:5 301 8 6 0,20 3 0,17 4 0,15 8 0,26
€20:2 307 9 7 0,24 6 0,29 8 0,34 17 0,53
C20:1 309 10 8 0,26 6 0,29 9 0,36 9 0,30
€20:0 3N 1 1 0,38 10 0,49 11 0,43 8 0,24
(22:6 327 12 87 2,96 58 3,01 65 2,61 147 4,68
22:0 339 13 5 0,18 5 0,24 4 0,18 4 0,12
24:0 367 14 4 0,14 3 0,17 4 0,16 3 0,11
Osszeq: 2950 100,00 1935 100,00 2474 100,00 3152 100,00
AVE: abszolt intenzitésok atlaga az 5 kontroll lletve 4—4 tumoros egérminta esetén;
M-1: molekulatomeg-1
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3. abra. 14 zsirsav mintazata egér melanomaban. A fligg6leges
tengelyen a zsirsavak szazalékos megoszlasa lathato (felhivjuk
a figyelmet az eltér6 skalabeosztasra), a vizszintes tengelyen
az egyes oszlopok az egyes zsirsavakat reprezentaljak, az 1.
tablazatban megadott sorrendben.
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metabolizmus (pontosabban a szfingozin-1-foszfat szintje)
a tumorprogresszidval és a daganatsejtek gyogyszer-rezisz-
tencidjaval volt kapcsolatba hozhat6. Ezért a szfingolipid-
metabolizmus potencialis daganatterapias célpontnak te-
kinthet6 (11). A zsirsavszintetaz (fatty acid synthase — FAS)
egy komplex, multifunkcionalis enzim, kézponti szerepet
jatszik zsirsavak szintézisében. Az utébbi idében ennek
fokozott szintjét észlelték kiilonféle daganatok esetén, igy
onkoterapids célpontta valt (4, 6, 7).

A zsirsavak és a melanéma kapcsolatardl is vannak spo-
radikus adatok. Az egyik legkorabbi adat 1984-b6l szarma-
zik. A B16 egér melanéma fokozottan attétképzo valtozatat
(B16-F10) hasonlitottak dssze az alacsony metasztatizalo
képességli varianssal (B16-F1) a sejtmembran, microso-
ma és mitochondrium lipidosszetevdinek, illetve a
membranhoz kotott enzimaktivitaisok szempontjabol.
A kisérletek soran egyértelmd eltéréseket talaltak, neveze-
tesen, a B16-F10 sejtmembranjaban alacsonyabb koleszte-
rin/foszfolipid ardnyt, alacsonyabb arachidonsav- és nem-
szaturaltzsirsav-szintet,illetve emelkedettfoszfatidilkolin/
foszfatidiletanolamin ardnyt és szukcinat citokrom
c-reduktaz aktivitast mutattak ki a B16-F1-hez viszonyit-
va (15). Tovabbd, az atorvastatin hypercholesterinaemia
kezelésére hasznalt koncentracidban, in vivo vizsga-
latban csokkentette a RhoC fehérjét tultermelé human
melanémasejtek attétképzé képességét (1). Végiil, egy vizs-
galat megerdésitette, hogy a B16 melandmasejtek az attét-
képzés soran a vérplazmaban detektalhat6 gangliozidokat
szekretdlnak (14). Vizsgalatunk célja egérbe iiltetett B16
melanémasejtek esetén a plazma-lipidprofil vizsgalata volt
a tumor progresszidja soran, valamint annak tisztdzasa,
hogy a lipidprofil esetleges megvaltozasa felhasznélhato-e
korai diagnoézis céljabol.

ANYAG ES MODSZER

12 C57Bl/6 him egérbe szemiortotopikus lokalizacidéban (sc.)
B16 egér melanomasejteket (10° sejt/allat) implantaltunk.
A tumor betiltetését kovetd 7., 14. és 21. napon idéponton-
ként 4-4 allatot, altatdst kovetéen szivpunkcioval elvérez-
tettiink. A heparinnal véralvadasgatolt mintakat 4 °C-on
10000 g fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. A vérplaz-
mat elkiilonitettiik a sejtes elemekt6l és a mérésig —80 °C-on
taroltuk. Kontrollként 5 egészséges, a tumorimplantalt alla-
toknak megfelel6 kort és nem allatbdl nyert, a fentieknek
megfelel eljaras szerint preparalt plazmat hasznaltunk.

A mintdk lipidprofil-vizsgalatdhoz extrakcion és HPLC-
MS-analitikan alapulé mddszert dolgoztunk ki. A médszer
kalibralasahoz tobb zsirsav ekvimolaris elegyét tartalmazo
metanolos standard oldatot készitettiink. Ez C10:0, C12:0,
C14:0, Cl6:1, C16:0, C18:2, C18:1, C18:0, C20:5, C20:2, C20:1,
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4, abra. A zsirsavanalizis soran észlelt trendek. A fiiggéleges
tengelyen az adott zsirsavak mennyiségét mutatjuk be relativ
egységekben, az 1., 2., 3., illetve 4. oszlop a kontroll, illetve
a tumorbediltetést kovet6 1, 2, 3 hét utan vett mintat jelenti.
A zarojelbe tett szamok az 1. tablazatban megadott sorrendet
jelentik.
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C20:0, C22:6, C22:0, C24:0, C26:0 zsirsavakat tartalmazott
(Sigma-Aldrich), 50-50 uM koncentraciéban. A mintat el6-
készités soran hidrolizaltuk (a kotott formaban jelenlevd
zsirsavak felszabaditdsa céljabol) [100ml plazma + 80 ml 5
M sésav + 200 ml ACN (80 °C, 1 6ra)]. A keveréket 2x0,5 ml
hexdnnal extrahdltuk. A hexdnos oldatot N,-dramban be-
paroltuk, majd a visszamarado szilard anyagot 100 ml me-
tanolban oldottuk, melybdl 10 pl aliquotot vizsgéltunk. Az
alkalmazott berendezések: Waters Quattro MICRO TAN-
DEM MS (ESI negativ ionizaciés médban). Az MS-analizis
segitségével meghatdroztuk az egyes zsirsavakra jellemz6
jelintenzitasokat, melyek a megfelel plazmakoncentra-
ciokkal aranyosak. A vizsgdlatok elsddleges célja az egyes
egyedekben észlelt plazmakoncentraciok sszehasonlitésa,
nem pedig a plazmakoncentracidok pontos meghatarozasa,
igy preciz kvantitativ vizsgilatokat nem végeztiink. A re-
lativ koncentracidk (jelintenzitasok) meghatdrozasanak
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reprodukalhatdsaga, azaz a standard devidcié (az analitikai
mérés hibaja) dtlagosan 8%. Az egyes egyedek kozotti biold-
giai eltérés szdérasa dtlagosan 30%.

EREDMENYEK

A HPLC-MS-vizsgalatok eredményét a standard mérések
esetén a 2. dbrdn illusztraljuk. A lipidprofil-vizsgalat soran
14 zsirsav szintjét mértitk a tumormentes allatokban, illet-
ve 7, 14 és 21 nappal a tumorbeiiltetést kovetéen. A mé-
rések részletes eredményeit az I. tdbldzatban tintettiik
fel. Mivel a szamokat nehéz atlatni, a zsirsavak szazalékos
aranyat mutaté mérési adatokat grafikusan is bemutatjuk
a 3. dbrdn.

Harom zsirsav esetén (mirisztinsav C14:0, palmitoleinsav
C16:1, eikozadiénsav C20:2) jol lathat6é tendenciat észlel-
tink e zsirsavak mennyisége és a tumoros megbetegedés
el6rehaladdsa kozott. Ezt mutatja a 4. dbra. A mirisztinsav
és palmitoleinsav mennyisége a tumorprogresszidval csok-
kend, mig az eikozadiénsavé emelkedd értékeket mutatott.
A vizsgalatokban azonban csak kis esetszamot vizsgaltunk,
igy a fenti tendencidkbdl statisztikailag szignifikans kovet-
keztetést nem lehet levonni.

Az tomegspektrometrids eredményeket fékomponens-
analizis (PCA) segitségével is értékeltiik. A PCA grafikus
eredményét az 5. dbrdn mutatjuk be. A PCA egy multivari-
ans adatokat elemz0 statisztikai modszer; egy adatvezérelt
technika, mely egy adathalmazon beliil a variancia-kova-
riancia strukturat elemzi. Nem a valdszintiség-modellen,

5. abra. A PCA analizis eredménye. A két tengelyen a zsirsavak
koncentracioinak linearis kombinaciojabol szarmazd fékom-
ponensek értékei szerepelnek. Az abran az egyes mintacso-
portok nem kiilonilnek el szignifikdans mértékben. A mintak
jelzése: 1-3. vak minta; 4-8. kontroll; 9-12. 1. hét; 13-16. 2.
hét; 17-20. 3. hét
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hanem azon alapul, hogy multivaridns adatokat tartalma-
z6 nagy adathalmaz esetén csokkenti az adatok dimen-
zi6it. Az eredmények azt mutatjak, hogy (részben a kis
esetszdm kovetkeztében) a lipidprofil-vizsgalatban észlelt
kiilonbségek nem szignifikdnsak a kontroll (tumormentes)
illetve a tumorbeiiltetést kovetd 1, 2, illetve 3 hét utan vett
mintdk kozott, illetve a tumorprogresszié folyaman (1-3.
hét mintdiban).

MEGBESZELES

Experimentalis egér melanéma esetén az altalunk vizsgalt
zsirsavprofil nem ttnik alkalmasnak korai diagnozis cél-
jabol torténd felhasznaldsra. Egyes zsirsavak esetén (lasd
4. dbra) trendet észleltiink, ezek jelentéségének megitélé-
séhez azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A mirisztinsav a fehérjéket a transzldcié soran mddosi-
tani képes (21). Ennek soran a mirisztinsav az N-termina-
lis glicinhez kotédik kovalens médon (N-mirisztoilacio).
Ez 4ltalaban irreverzibilis fehérjemoddosulashoz vezet.
A folyamatot az NMT (N-terminalis mirisztoil-transzfe-
rdz) enzim végzi (3). Ezeknek a lipoproteineknek pontos
szerepe nem ismert. Egyes daganatokban az NMT foko-
zott aktivitasat észlelték, igy az terdpias célpontta valt (16).
A daganatok fokozott NMT-aktivitdsa magyardzhatja a szé-
rum-mirisztinsav csokkenését a tumorprogresszié soran.

A palmitoleinsav a lipogenezis egyik végterméke. Ma-
gas szintje csokkenti a FAS-aktivitdst. A tumorprogresszié
soran cs6kkend palmitoleinsav-szint magyarazhatja, hogy
a daganatokban miért magas a FAS-aktivitas.

Az eikozadiénsav egy omega-6 zsirsav, mely kompeti-
tiv médon gatolja az inozin-5-monofoszfat-dehidrogenazt
(IMPDH) (10). Az IMPDH a guanin-nukleotidok rata-li-
mitald enzime, ami a nukleinsavakhoz mind in vivo, mind
in vitro kotddik (8). A tumorprogresszid soran emelkedd
eikozadiénsav-koncentracié részben magyarazhatja, hogy
miért lassul le a tumorndvekedés (Gompertz novekedési
gorbe).
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