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1. ROVIDITESEK

epesav indukalhato operon
4-hidroxinonenal
2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav
bikinolinil-dikarbonsav

emlorak 1/2 gén

epesav-hidrolaz

kolsav

konstitutiv androsztan receptor

katalaz

kenodezoxikolsav

ciklin dependens kinaz inhibitor 2A
daganat6sse;jt

3,3’-Diaminobenzidin

dezoxikolsav

dezoxiribonukleinsav

extracellularis savasodasi rata
extracellularis matrix
etilén-diamin-tetraecetsav

epidermalis novekedési faktor
epidermalis ndvekedési faktor receptor
epitelidlis-mezenchimalis tranzicid
Osztrogén receptor

hdéinaktivalt fotalis marhaszérum
Folinsav-Fluorouracil-Irinotecan-Oxaliplatin
Folinsav acid-Fluorouracil-Oxaliplatin
farnezoid X receptor

glutamat-cisztein ligaz katalitikus alegység
glutation-peroxidaz 2-3
glutation-reduktaz

redukalt glutation

glutation diszulfid



H20: hidrogén-peroxid

HER2 human epidermalis novekedési faktor receptor
HMOX1 hemoxigenaz 1

HR veszélyességi arany

HSDH hidroxiszteroid-dehidrogenaz

INOS indukalhat6 nitrogén-monoxid szintdz
KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1
KRAS Kirsten rat sarcoma virus gén

LCA litokolsav

LPS lipopoliszacharid

LXR maj X receptor

MD patogén mentes

MDA malondialdehid

MET mezenchimalis-epitelidlis tranzicio
mTOR mammalian target of rapamycin
NasVO4 natrium-vanadat

NAC N-acetil-cisztein

NaF natrium-fluorid

NF-kB nuklearis faktor kappa-B

nNOS neuronalis nitrogén-monoxid szintaz
NO nitrogén-monoxid

NOS reaktiv nitrogén intermedierek
NOX4 NADPH oxidaz 4

NQO1 NAD(P)H kinon-dehidrogenaz 1
NRF2 nuclear factor, erythroid 2-like 2
02— szuperoxid anion

OCR oxigénfogyasztasi rata

OH- hidroxil gyok

ONOOr peroxinitrit

ORF nyitott olvasasi keret

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis

PBS foszfat-puffer oldat

PDAC hasnyalmirigy duktalis adenokarcindéma

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid



PR progeszteron receptor

PXR pregnan X receptor

gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcid

Rb retinoblasztoma

RNI reaktiv nitrogén intermedier

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén formak

RT reverz transzkripcid

SDF-1 sztromasejt eredetii faktor-1

SDS natrium-dodecil-szulfat

SLUG snail csalad transzkripcids represszor-2
SMAD4 SMAD Family Member 4

SNAIL snail csalad transzkripcids represszor-1
SOD1-3 szuperoxid-dizmutaz 1-3

SPF specifikus patogén mentes kdrnyezet
SRB szulforodamin B

TAAR trace-amin kapcsolt receptorok

TBA tiobarbitursav

TBARS tiobarbitursav-reaktiv termékek

tBHQ terc-butilhidrokinon

TBS tris pufferelt sooldat

TCA triklor-ecetsav

TGF-B transzformalé novekedési faktor-3
TGR5 Takeda G-fehérje kapcsolt receptor
TLR Toll-like receptor

TMA szoveti mikroarray

TNBC tripla negativ eml6daganat

TNM Tumor-Nodus-Metasztazis

TWIST1 twist csalad BHLH transzkripcios faktor-1
UDCA urzodezoxikolsav

VDR vitamin D receptor

VEGF-A vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
WHO Egészségiigyi Vilagszervezet

WNT wingless jelatviteli itvonal



WNT5B Wnt family 5B
ZEB1 cink-ujj E-box koté homeobox-1
B-CATENIN catenin beta-1



2. BEVEZETES

Az emberi test kiilsé feliiletét, valamint a nyalkahartyakkal boritott belsé felszineit szamos
szimbionta, kommenzalista és patogén mikroorganizmus kolonizalja [1]. A virusok, gombak és
baktériumok alkotta rendszert human mikrobidta néven ismerjikk, valamint ezen
mikroorganizmusok kollektiv genomjat human mikrobiomnak hivjuk [2]. A human mikrobiota
jelenléte ¢és diverzitasa elengedhetetlen a szervezet egészségének megorzéséhez és a
homeosztazis fenntartdsdhoz. A mikrobiota dsszetétele nem allandod. A sziiletéstdl kezdédden a
kor eldrehaladtaval folyamatosan érik és valtozik [3]. A gasztrointesztinalis régi6 az egyik
legnagyobb mértékben kolonizélt szakasz a szervezetben. A bél mikrobiomja dontd szerepet
jatszik az immunvalaszban, a viselkedésben, a kardiovaszkularis funkciokban, az anyagcsere-
utvonalakban, a kozponti idegrendszer mikodésében, valamint szabalyozza az endokrin

funkciokat és védelmet nytjt a korokozok talszaporodasaval szemben [4].

2.1. A mikrobiom szerepe a betegségek kialakulasaban

Mivel a mikrobiom nagyon valtozatos funkcidval bir, nem meglepd, hogy a betegségek széles
skalajaval hozzak 6sszefliggésbe. A mikrobiom Gsszetételében bekovetkezd egyensulyvesztést
diszbidzisnak nevezziikk. A legjabb tanulméanyok ravildgitanak arra, hogy a mikrobiom
Osszetételének vagy ardnyanak a megvaltozasa ¢és bizonyos bakteridlis metabolitok
mennyiségének a modosuldsa patofiziologiai folyamatok széles korét befolydsolja, az
anyagcserezavarokon at a pszichiatriai betegségekig [5-7]. A daganatos korképekkel tarsuld
diszbidzist onkobidzis néven ismerjiilk. Ma mar tudjuk, hogy az onkobidzis a daganatokra
jellemz6 folyamatok tamogatasaval a bélben [8], hugyutakban és prosztataban [9], tiid6ben
[10], hasnyalmirigyben [11], gégében [12], boron [13], méhnyakban [14], és emldben [15] is
segitheti a tumorprogresszidt. Bar a fent emlitett daganatos megbetegedések tobbsége a
mikrobakkal kozvetleniil érintkezd szerveket érinti, a legijabb adatok arra utalnak, hogy a
baktériumok a mikrobiomtol tavoli szervekre is hatéssal lehetnek a mikrobialis metabolitokon
keresztiil. A mikrobiom 4ltal termelt metabolitok felszivodhatnak, igy bekeriilhetnek a
szisztémas keringésbe, és biologiai hatasukat a szervezet tavoli helyein is képesek kifejteni [16—
21]. A mikrobiom Osszetételében bekdvetkezd valtozasok Osszefiiggésbe hozhatoak olyan
anyagcsere-betegségekkel (IL.-es tipusu cukorbetegség, elhizas) [22], amelyek bizonyos

daganattipusok, koztiik az emlérak kockazati tényezoi [23,24], ami tovabb erdsiti a bakterialis
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metabolitok jelentéségét. A masodlagos epesavak [18,25], a rovid szénlancu zsirsavak [26], a
kadaverin [15] az 6sztrogén-szarmazékok [27], valamint a triptofan eredeti metabolitok, mint
az indolpropansav [20] és az indoxil szulfat [21], bizonyitottan citosztatikus hatast gyakorolnak
az eml6daganatokra, de azok a molekularis mechanizmusok, amelyeken keresztiil a bakterialis

metabolitok kifejtik hatasukat, nagyrészt ismeretlenek.

A disszertaciom alapjaul szolgald kozleményekben a masodlagos epesavak, mint bakterialis

crer
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A human mikrobiom

Minden  él6lényben  mikroorganizmusok  komplex  koOzosségei  élnek, amelyek
nélkiilézhetetlenek a gazdaszervezet homeosztazisanak a megdrzéséhez [28]. A baktériumok,
gombak, protozoak és virusok, valamint ezek kollektiv genomjai alkotjdk a human
mikrobiomot [29,30]. A mikrobiom a gazdaszervezet élete soran jelentds és dinamikus
valtozasoknak van kitéve, amelyre szamos tényezd, tobbek kozott az életmod, az étrend, a
kornyezeti behatdsok, a betegségek, az orvosi beavatkozdsok, a gydgyszerek szedése, a
genetikai hatteriink és az immunrendszeriink mindennapi miikodése mind hatéssal vannak

[31,32].

3.2. Az emésztorendszeri mikrobiota

Az embereknél a bélmikrobidta tartalmazza a legnagyobb mennyiségli mikroorganizmust és a
legnagyobb fajszamot a test mas részeihez viszonyitva. Tobb ezer mikroorganizmusbol, koztiik
baktériumokbol, virusokbdl és néhdny eukariotabol all, amelyek kozvetleniil a sziiletés utan
kolonizaljak az emésztérendszert [33,34]. A gasztrointesztinalis rendszerben el6forduld
mikrobiota a teljes mikrobiom 90%-at teszi ki, az itt talalhatd baktériumok szama elérheti a
10™-et [35]. Ezt megerdsiti egy masik tanulmany, mely soran egészséges emberi székletet
vizsgalva, tobb mint 9,9 millié kiilonboz6 bakterialis gént azonositottak sikeresen [36]. A
gasztrointesztinalis szakaszon leggyakrabban el6fordulo baktériumok 90%-a a Bacteroides és
Firmicutes torzsekhez tartoznak, de emellett kisebb mennyiségben jelen vannak még az
Actinobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Proteobacteria, Tenericutes és Verrucomicrobia
torzsek is [37]. A leggyakrabban el6forduld nemzetségek pedig a Alistipes, Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium, Enterococcus, Eubacterium, Faecalibacterium, Lactobacillus,
Peptococcus, Peptostreptococcus, Prevotella, Ruminococcus, Staphylococcus, Streptococcus,
¢s Streptomyces nemzetségek [38,39].

A gasztrointesztindlis mikrobidta szamos jelentds funkcidval rendelkezik az emberi
szervezetben [40]. Nagy szerepet jatszik a gazdaszervezet homeosztazisanak kialakitasaban.

Aktiv szerepet jatszik a felvett taplalék emésztésében €s a felszivodasaban, befolyasolja a
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szervezet energiafelhasznalasat és tarolasat [41,42]. A mikrobiom szabalyozza az immunsejtek
érési folyamatat [43], valamint kiilonb6z6 antimikrobialis anyagok termelésével véd a patogén
mikroorganizmusoktol és gatolja az allergias reakciok kialakulasat [44]. A bélflora metabolikus
aktivitasa révén segit kiilonb6z6 vitaminok és enzimek eldallitasaban [45]. Miikddése soran
szamos ingeriilet atvivé anyagot termel, amelyek befolyasoljak az agy-bél kommunikaciot és
ezaltal a gazdaszervezet mentalis és neurologiai funkciodit [46].

A mikrobiom segiti az epesavak és a szterolok kialakuldsat, igy szabalyozva a zsirok
emésztését és a koleszterinszintet a szervezetben [47]. Osszefoglalva a bél mikrobidta nagy
szerepet jatszik a szervezeten belill zajlé folyamatok szabalyozasdban, valamint a normal
bélfiziologia és egészség fenntartasaban [40] (1. abra).

A gasztrointesztinalis szakaszon elhelyezkedd mikrobidta Osszetételét és mitkodését
szdmos tényezd befolyasolja. Ilyen példaul az életkor, a gazdaszervezet genetikai hattere, a
mindennapi stressz, a személyes higiénia, a taplalkozas mindsége és a pro- és antibiotikumok
alkalmazasa. A bélmikrobiota-populacié zavara szamos human fertézéssel, példaul gyulladasos
bélbetegségekkel [48], elhizassal és cukorbetegséggel [49], allergiaval [50], autoimmun
betegségekkel [51], illetve sziv- és érrendszeri betegségekkel [52] hozhat6 Gsszefliggésbe.

Belso faktorok:
Eletkor

Kornyezeti faktorok:
* Stressz

Genetika
Immunrendszer
Higiénia

l

» Téaplalkozas
* Anti- és
probiotikumok

Mikrobiom

gislz(b:)é.z,is‘/ Bakterialis
n l 10Z18 metabolitok

T -

1. dbra A gazdaszervezt és mikrobiom kozotti kapcsolat

A gazdaszervezet és a mikrobiom kdlesondsen képesek befolyasolni egymas allapotat. A kiillonboz6 kiilsd és belsd
tényezok hatassal vannak a mikrobiom Osszetételére és mikodésére. A mikrobiom Gsszetételében bekovetkezd
egyensulyvesztést diszbidzisnak, a tumoros transzformacioval jard valtozast pedig onkobidzisnak nevezziik. A
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mikrobiom miikddése soran termelddé mikrobialis metabolitok képesek befolyasolni a tumorsejtek tulajdonsagait
[53].

3.3. Az emlédaganatok

Az emlddaganat a vilagon a harmadik legyakoribb daganattipus, nék korében pedig az els6
helyen all a daganatos megbetegedések kozott [54]. Az emlédaganatok kialakulasanak szama
nagyfoku eltérést mutat a kiilonb6z6 geografiai és gazdasagi régiokban. Megfigyelhetd, hogy a
fejlett orszagokban magasabb a betegség incidenciaja [55]. Az emlérak becsiilt, életkorral
korrigalt éves incidencidja Eurépaban 2012-ben 94,2 volt 100.000 lakosra vetitve, amelyhez
23,1 halalozas/100.000 f6 életkorral korrigalt éves halalozasi arany tarsult [56]. Az Amerikali
Egyesiilt Allamokban az Gjonnan diagnosztizalt invaziv emlérakos esetek szamat 268.000-re,
mig az Gjonnan diagnosztizalt in situ esetek szamat 62.930-ra becsiilik. Ezekbdl az esetekbdl a
statisztikai mutatok becslése szerint véarhatdéan 41.760 né fogja életét vesziteni az emldk
daganatos megbetegedése miatt [57]. Az American Cancer Society 2022-es kdzleménye szerint
a 2010 ¢és 2019 kozotti idészakban az emlérakkal diagnosztizalt betegek szama évente 0,5%-
kal emelkedett [58]. A Magyar Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan 2019-ben Magyarorszagon
8250 uj emlédaganatos megbetegedést regisztraltak [59]. Az emelked6 incidencia ellenére az
emlédaganathoz kothetd haldlozdsok szdma azonban csokkend tendenciat mutat. A fejlett
orszagokban az egyre terjedd €s modernebb sziiréprogramoknak, az egyre fejletteb orvosi-,
sebészeti-, és radioldgiai eljarasoknak, valamint az egyre korszeriibb molekuléris biologiai
technikaknak koszonhetéen az emlérak téves tulélési aranya 80% feletti szamot mutat [60].

Az emlddaganatok kialakuldsanak szamos kockézati tényezd;jét leirtdk mar eddig, ennek
ellenére az Gjonnan diagnosztizalt ndk tobbségénél nem figyelheté meg nyilvanvald kockézati
tényez6 [61]. Kialakulasanak elsédleges kockazati tényezdjeként az életkort tartjuk szamon,
mivel a menopauza bedllta utdn ugrasszerlien megnd az emlddaganattal diagnosztizalt ndk
szama [61]. A hormonpo6tlo terapidk, a hormontartalmi fogamzasgatlok fogyasztasa a korai
menarche, illetve a késéi menopauza révén meghosszabbodott néi hormonterhelés szintén
novelik az eml6érak kockazatat [62], de a stir(i emléallomany is noveli a daganat kialakulasanak
az esélyét [63]. A familidrisan veszélyeztetett személyek esetében gyakori a BRCA1, BRCA2
gének mutacioja [64], illetve az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és a human
epidermalis ndvekedési faktor receptor (HER2) fokozott kifejezodése [62].

Az emlorak kezelési lehetdségei koze tartoznak a sebészeti eljarasok, a kemoterapia, a

célzott terapia, az endokrin- és a sugarterapia [54]. Az emlérak kialakulasanak az esélye
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csokkenthetd az altalanos allapot javitasaval, a rendszeres testmozgas bevezetésével, a

megfeleld taplalkozassal, illetve a dohanyzas és alkoholfogyasztas elkeriilésével [65].

3.3.1. Az emlddaganatok osztalyozasa

A daganatok nem egyedi sejtekbdl allo sejthalmazok, hanem egy Osszetett, komplex rendszert
alkotnak [66]. Eppen ezért a megfelelé besorolasuk és osztalyozasuk elengedhetetlen, a
megfeleld terdpids moddszer kivalasztasdhoz. Az emlddaganatok esetében kiilonféle
osztalyozasi rendszerek alakultak ki: a szovettani tipus, Nottingham-gradus, TNM statusz €s a

receptor statusz meghatarozasa nagy jelentdséggel bir.

Szovettani eredet

A szovettani eredet a daganatsejtek differencialtsagi fokar6l ad informaciot. Az emld
rosszindulati daganatai az eredési helytik alapjan két nagy csoportra oszthatéak: a mezenchima
eredetli szarkomak és a ham eredetli karcindmak. Az emlddaganatok esetében a leggyakoribbak
a ham eredetti duktalis vagy lobularis karcinoméak. A duktalis karcindémak az emlémirigyek
allomanyabol ered. Tovabba kiilonbséget tesziink a duktuszokon beliil megmarado in situ, és a

bazalis membranon attord invaziv tipus kozott [67].

Nottingham-gradus

A szovettani fokozat megallapitasara a Nottingham-gradus alkalmazhato. Ez a rendszer
figyelembe veszi a tubulus formalési tendenciat, a nuklearis pleomorfizmust, a mitotikus
rendszer harom gradust tesz elkiilonithetdve.

e Az l-es gradusu tumorok altaldban jol differencialt, kedvezd prognédzisu daganatok.
F6bb jellemzdik: jelentds mértékii mirigyképzddés, alacsony foku osztddas €s kisebb,
viszonylag szabalyos sejtmagok.

e A 2-es gradust tumorok vegyes tulajdonsagokat mutatnak, kozepesen differencialtak és
mérsékelt mitotikus rata jellemz0 rajuk.

e A 3-as gradusu tumorok erdsen invaziv és attétképzésre hajlamos daganatok, amelyek

rosszul differencialtak és gyors novekedést mutatd pleomorfikus tumorsejtekbdl allnak
[68].
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TNM rendszer

A Tumor-Nodus-Metasztazis (TNM) rendszer a primer tumor mérete, a kornyékbeli
nyirokcsomok érintettsége és a kialakult attétek szama alapjan osztalyozza a tumorokat [69].
Ot csoport kiilénithetd el.

e A 0-as csoportnal nincsen tumor vagy az in situ karcinémat jelenti.

e Az l-es, 2-es €s 3-as csoportok a primer tumor mérete alapjan €s a nyirokcsomok
infiltraltsaga alapjan keriilnek besorolasra. Tovabbi jellemzd, hogy nem figyelhetd
meg attét.

e A 4-es csoportba tartozd tumorokndl mar metasztazis is megfigyelhetd. A

legrosszabb prognozissal a 4-es csoport jellemezheté [70].

Immunhisztokémiai besorolas
Az emlddaganatok osztalyozhatéak a tumorsejtek felszinén kifejezett hormon receptorok
alapjan. Ezek a receptorok kulcsfontossagtiak a betegség prognozisahoz, valamint a megfeleld
terapias modszer kivalasztasahoz, mivel ezek a receptorok terapias célpontként szolgalhatnak.
Harom receptort kiilonboztetiink meg: 6sztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PR),
valamint a human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2 (HER2). Az ER+ és PR+ daganatok
altalanossagban jobb kimenetellel rendelkeznek, mig a HER2-t kifejezd daganatok rosszabb
prognozissal jellemezhetoek [71]. A tripla negativ emlé daganatok (TNBC; ER-, PR-, HER2-)
célzott kezelések hijan szintén rossz prognozissal jellemezhetéek [71]. Az emldtumorok
immunfenotipusuk alapjan a kovetkez6 molekularis altipusokba sorolhatoak [72]:

e Lumindlis A: ER+, PR+, HER2-, alacsony proliferacios aktivitas

e Luminalis B (HER2 -): ER+, PR-, HER2-, magas proliferacios aktivitas

e Luminalis B (HER2+): ER+, PR+, HER2+, alacsony/magas proliferacios

aktivitas
e HER2+: ER- vagy PR-, HER2+
e Tripla negativ (TNBC): ER-, PR-, HER2-, gyakori a BRCA1 génmutacio

3.4. A hasnyalmirigy adenokarcinoma

A hasnyalmirigy rosszindulati daganatai az emésztészervi malignus tumorok tobb mint 10%-
at teszik ki. A hasnyalmirigy duktalis adenokarcindma (PDAC) a korai diagndzis hidnya,

valamint a kemoterapias kezelésekkel szembeni nagyfokii rezisztencia miatt rendkiviil
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agressziv és magas mortalitasi ratdval jellemezhetd. A PDAC esetében a betegek Gtéves talélési
esélye kevesebb mint 5% [73]. Vilagszerte 2018-ban 458.918 esetet jelentettek és 432.242
halaleset volt a PDAC-hoz kotheté [74]. A PDAC a hasnyalmirigy daganatos
megbetegedéseinek leggyakoribb tipusa, amely a hasnyalmirigy exokrin alloményaban alakul
ki és a hasnyalmirigyrakos esetek tobb mint 90%-at teszi ki [75].

A PDAC kialakulésa bonyolult és multifaktorialis jellege miatt rossz prognozissal jar.
A PDAC kialakulasa szempontjabol szamos rizikofaktor ismert, amelyek képesek emelni a
kialakulas esélyét. Ilyen kockézati tényezo a kor, a dohanyzas, az alkoholizmus, az elhizottsag
¢s a kronikus hasnyalmirigy gyulladas [76].

Tovabb neheziti a helyzetet, hogy a korai felismerési modszerek nem megfeleldek és a
tiinetek csak kés6i stadiumban jelentkeznek, igy a diagnosztizalds csak akkor torténik meg
amikor a betegség mar elérehaladott és tavoli attétek alakultak ki [77].

A PDAC kezelésének lehetdségei kozeé tartozik a daganatok sebészeti Uton vald
eltavolitasa, de ez csak a betegek 10-15%-a esetében lehetséges, mivel a PDAC gyakran a
vérerek korlil novekszik. Azonban a neoadjuvans terapiak alkalmazasa csokkentheti a tumor
méretét, lehetdvé téve a tumor sebészeti kimetszését [78]. A PDAC kemoterapias kezelési
modjai kozé tartoznak a nukleozid-analégok (gemcitabine, capecitabine), antimetabolitok (5-
fluorouracil), topoizomeraz-gatlok (irinotecan) ¢&s platinavegyiileteket (oxaliplatin)
alkalmazasa [79]. Tovabba kombinatorikus kemoterapia soran alkalmazhatéak a
FOLFIRINOX (Folinic Acid-Fluorouracil-Irinotecan-Oxaliplatin) és FOLFOX (Folinic Acid-
Fluorouracil-Oxaliplatin) kezelések [79].

A PDAC kezelésének nehézségei mind genetikai, mind sejtszinten jelentkeznek. A
hasnyalmirigy daganatokban a mutacios valtozasok mértéke géninstabilitast generdl, amely a
jelek szerint fontos szerepet jatszik a tumor ndvekedésében és a kezelésekkel szembeni
rezisztenciaban. Bar a PDAC mogottes biologidja még nem teljesen tisztazott, tigy tiinik, hogy
bizonyos gének, példaul a Kirsten rat sarcoma virus gén (KRAS), ciklin-dependens kinaz
inhibitor 2A (CDKN2A/p16), p53 fehérje ¢és SMAD Family Member 4 (SMAD4) gének
kulcsfontossagli mutacidi és a downstream jelatviteli Gitvonalak egyidejli aktivalasa alapvetd

szerepet jatszik a kezelésekkel szembeni rezisztenciaban [80].
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3.5. Onkobiozis

A daganatos betegségekre jellemzd, megvaltozott Osszetételi mikrobiomot onkobiomnak
nevezziik [81,82]. Hanahan és Weinberg alkotta meg a ,,Hallmarks of Cancer” kifejezést, amely
az onkogenezist irdnyitd €és a daganatos sejtek korlatlan szaporodasat segitd bioldgiai
folyamatok Osszességére utal [66]. Az onkobiom kdzvetlenill vagy kdzvetetten, de szerepet
jatszik ezen biologiai folyamatok kialakitasaban és szabalyozasaban [78]. Az onkobiom részt
vesz az immunfolyamatok elkeriilésében, a daganatot eldsegitd gyulladas fokozasédban, az
invazi6 fokozasaban, a metasztazisok kialakitdsdban, az angiogenezis indukalasaban, a genom
instabilitdsdinak ¢és mutacidinak indukalasdban, valamint a sejtek energetikajanak
deregulalasaban [78].

A tartos gyulladas és az ebbdl kovetkezd oxidativ stressz DNS-karosodashoz és genomi
instabilitdshoz vezethet, amelyek a mutaciok felhalmozodasanak, majd a rakos atalakulasnak a
kockazati tényez6i [83]. A diszbiotikus mikrobiom helyi gyulladas kialakulasat okozhatja és
ezért a karcinogenezis, koztik a hasnydlmirigy adenokarcinoma kialakulasanak egyik
hajtoereje lehet [84]. Ezzel ellentétben a fokozott oxidativ stressz bizonyos malignus
daganatokban, példaul emlérakban, citosztatikus hatast lehet [19].

Szamos esetben bizonyitottdk, hogy az onkobiotikus transzformécié tamogathatja a
vaszkularis endotelidlis novekedési faktor expresszidjanak a fokozasaval tdmogatja a tumor
vaszkularizaciojat. A napjainkig kozzétett tanulményok azt mutatjak, hogy ezek a folyamatok
az onkobiozis és az onkobiotikus bakteridlis metabolitok f6 célpontjai. A bakterialis
metabolitok modosithatjak a daganatos sejtek redox allapotat, valamint a daganatos sejtek
anyagcsere folyamatait. Ezek a folyamatok a citosztdzisban, az epitelidlis-mezenchimalis
atmenet atprogramozasaban csticsosodnak ki, ami a rakos Ossejtek csokkenéséhez vezet [16—

19,78].

3.5.1. Onkobiozis az emlodaganatokban

Az onkobiom lehetséges patologiai szerepét az emlérakban el6szor 1971-ben emlitették [85] és
az onkobiomot ma mar a tumoros mikrokdrnyezet 0sszetevdjének tekintik [86]. Az emlérak
soran tobb mikrobialis kompartment is onkobiotikus atalakuldson megy keresztiil, beleértve az
emlOszovetet [87], a tejcsatornakat [88], az emlbkarcinoma inherens mikrobiomjat [89], a

gasztrointesztinalis rendszert [90-93], valamint a hugyutak mikrobiomjat [94]. Az
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emlddaganattal diagnosztizalt betegek esetében a mikrobiom diverzitasbeli csokkenését
figyelték meg [93]. Tovabbi kockazati tényezd az antibiotikum tiladagolas, amely alacsonyabb
diverzitas kialakulasahoz vezet és ezaltal noveli az emlérak kialakulasanak a kockazatat [95],
mig a probiotikumok a diverzitast noveld hatasuk révén csokkenthetik a daganat kialakulasanak
esélyét [96]. Emlddaganatos betegek esetében jellegzetes valtozasokat figyeltek meg a
mikrobiomban az eltéré klinikai stddiumokba és a gradusokba sorolt, valamint az eltérd
receptor statusszal jellemezhet6 betegek kozott [97,98].

A mikrobiom altal szintetizalt bioaktiv metabolitok hormonszer(i hatdsokat fejthetnek
ki és altaluk kapcsolat alakulhat ki a mikrobiom és a tavolabb elhelyezked6 daganatos sejtek
kozott [16-19,78,99-101]. Mivel a gasztrointesztinalis szakasz a baktériumok szamat tekintve
a legnagyobb a szervezetben, ezaltal a metabolikus kapacitasa is jelentés. Az onkobiom
bioszintetikus kapacitasa a normal mikrobiomhoz képest leregulalodik [102].

Kutatasok soran bizonyitottak, hogy a masodlagos epesavak [17-19], a kadaverin [16],
az indoxil szulfat [21], az indolpropansav [20], és a rovidszénlancu zsirsavak [78] mind olyan
bioaktiv bakteridlis metabolitok, amelyek képesek modulalni az emlédaganatok viselkedését.
Az onkobiom hozzajarulhat a Warburg-anyagcsere indukcidjahoz a tumorsejtekben [18] ezaltal
tamogatva az EMT folyamatat [103], a migraciot és invaziot [16], az ALDH1-pozitiv rakos
6ssejtek novekedését [20], valamit a tumorimmunitas elnyomasat [104]. Ezek a folyamatok
egylittesen tamogatjak az attétképzddést és a betegség kitjulasat emlodaganatos betegekben

[105].

3.5.2. Onkobiozis a hasnyalmirigy daganatokban

A hasnyalmirigy kozeli anatomiai elhelyezkedése a gyomor-bél traktushoz tamogatja a bél és a
hasnyalmirigy kozotti  kétirany  kommunikaciot, amelyet gyakran bél-hasnyalmirigy
tengelynek neveznek. A mikrobiom ¢és a hasnyalmirigy adenokarcindma kozotti kapcsolatra
eldszor az a felfedezés utalt, melyben a hasnyalmirigy-gyulladast osszefliggésbe hoztak a
Helicobacter pylori kolonizacioval [106]. Ezutan tobb tanulmany bizonyitotta a
gasztrointesztinalis régio [107], a szajiireg [108], a hasnyalmirigy [109], valamint a széklet
mikrobiomja [110] és a hasnyalmirigy daganatok kozotti kapcsolatot. Tovabba egyes
baktériumfajok szoros Osszefliggést mutattak a hasnydlmirigy adenokarcindmaval. A

Porphyromonas gingivalis, a Helicobacter pylori, az Enterobacter, az Enterococcus, a
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Fusobacteria és az E. coli mennyisége novekedett hasnyalmirigy adenokarcindbmas betegek
esetében [78].

Az oralis ¢és bélrendszeri mikrobdk transzlokalodhatnak és kolonizalhatjdk a
hasnyalmirigy jaratait és a hasnyalmirigyet, igy eldsegitik a gyulladdsos folyamatok
kialakulasat és tiamogatjak a tumorigenezist, valamint a tumorprogressziot [107,111,112]. Az
invaziv baktériumok gyakran lipopoliszacharid (LPS) termelésiik révén proinflammatorikus
citokinek termelését indukaljak és ezaltal immunogén hatast fejtenek ki [113]. Egyel6re nincsen
konszenzus arr6l, hogy a mikrobiom diverzitdsa pontosan hogyan valtozik hasnyalmirigy
adenokarcinomaban [78].

A mikrobiom kozvetlen immunogenitasa mellett a hasnyalmirigy adenokarcindméban
is megfigyelték a mikrobiom endokrinszerii funkciéit [78]. A mikrobiom diszbi6zisabol
kovetkezOen a bakterialis metabolizmus nagymértékben diszregulalt a hasnyéalmirigy
adenokarcinomaban [110]. A rovidlanch zsirsavak, a poliaminok, a bakterialis
lipopoliszacharidok, a triptofan szarmazékok és a masodlagos epesavak egyarant képesek
befolyasolni a hasnyalmirigy daganatok progresszidjat.

A legtobb epesavnak karcinogén szerepe van a hasnyalmirigy adenokarcindméban
[114,115]. Az epesavak modulaljak a hasnyalmirigy adenokarcindma kockazati tényezdit,
mivel hatassal vannak a hasnyalmirigy gyulladdsra és az epesavkiaramlasi zavarokra, a II.
tipust cukorbetegségre, az elhizasra €s a hiperlipidémiara. Tovabba az epesavak csokkentik az
apoptozisra vald fogékonysagot, gyulladdsos mediatorokat indukalhatnak és a biologiai
membranok karositasaval befolyasolhatjak a mozgasat [116].

A dezoxikolsav (DCA) a TGRS receptorhoz valé kotédésen keresztiil aktivalhatja az
EGFR, a mitogén-aktivalt protein kinaz €¢s a STAT3 jelatviteli utvonalakat a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben és ezaltal sejtciklus-progressziot indukalhat [117]. Ezzel ellentétben
a litokolsav (LCA) és ursodezoxikolsav (UDCA) képes gatolni az epitelialis-mezenchimalis
atmenetet, fokozni az oxidativ stressz folyamatait, valamint csokkenteni az daganatdssejt
markerek szintjét ¢és ezéltal antikarcinogén hatdsokat fejthet ki a hasnyalmirigy

adenokarcinéma sejtvonalakban [101,118].

Osszességében az onkobidzis szerepe az emld- és hasnyalmirigy daganatokban
Osszetett, és egyértelmiien bizonyitja, hogy a mikrobiom 4&talakuldsat kovetd metabolikus

atrendezO0dés jelent0s tényezd lehet a daganatok progresszidjaban, beleértve a tumor

crer
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3.6. A masodlagos epesavak

A gasztrointesztinalis rendszerben elhelyezkedd mikrobiom az anyagcseréje soran szamos
metabolitot allit el6. A daganatos megbetegedéshez kapcsolddo onkobiotikus atrendezédésnek
koszonhetden nemcsak a daganatos és egészséges egyedek esetében, de akar a daganat
progressziojanak az eldrehaladtaval is a metabolitok mennyisége nagyfoku eltérést mutat a
kiilonb6z6é stadiumt betegeknél [18]. A bakterialis metabolitok altal kifejtett hatasok a
daganatos megbetegedés tipusatol és a vizsgalt metabolit koncentraciojatol fliggden lehetnek
akar pro- [115] vagy antineoplasztikus [16—21,101] hatasuak.

A kolsav (CA) és a kenodezoxikdlsav (CDCA) elsddleges epesavak [113] foként a maj
hepatocita sejtjeiben szintetizalodnak [120]. Az epesavakat a maj ezutan tovabb konjugalja, igy
a CA és CDCA glicinnel vagy taurinnal konjugalodnak és ionizalt formaban lesznek jelen
[121]. Az epesavak az epével az epeholyagba szekretalodnak, ahol az emésztések kozotti
idészakban koncentralodnak. Etkezés utan az epe a nyombélbe aramlik, ahol az epesavak
rendkiviil hatékony detergensként szolgalnak, eldsegitik a lipidek és a lipidben oldodo
tapanyagok emulgedlasat, felszivodasat s emésztését, valamint a szintézisiik segiti a normal
koleszterinszint megOrzését. Az epesavak ezutan a disztalis ileumban 1évé enterocitakon
keresztiil visszaszivodnak és a portalis keringésen keresztiil a majba jutnak ujrafelvételre és ijra

felhasznalasra. Ezt nevezziik enterohepatikus korforgasnak (2. abra) [122].
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2. abra Az epesavak enterohepatikus korforgasa

A majban szintetizal6dd elsédleges epesavak az epeholyagban koncentralddnak. Szekrécidjuk soran a bélbe
jutnak, ahol a bélmikrobiom hatdsara masodlagos epesavakka alakulnak. Az epesavak a disztalis ileumban
visszaszivodva a portalis vénan keresztiil visszajutnak a majba, ahol ujra felhasznalasra keriilnek. Az epesavak
egy része elhagyja a portalis keringést és a szisztémas keringésbe kertil [123].

Annak ellenére, hogy az epesoOk visszaszivasa rendkiviil hatékony, igy is naponta 400-800 mg
epesav hagyja el a korforgast, amelyek ezutan a vastagbélben €16 mikrobidtak szubsztratjava
valnak [124] és masodlagos epesavakka alakulnak. Az emberi szervezetben a f6 masodlagos
epesavak a litokolsav (LCA), a dezoxikolsav (DCA) és az urzodezoxikolsav (UDCA)
[124,125]. Az elsddleges epesavak masodlagos epesavakka alakitisa a bélmikrobiomhoz
kapcsolodik. Elsdsorban a vastagbélben talalhatdo baktériumok feleldsek az epesavak
atalakulasért, de a gyomor-bél traktus felsdbb szakaszai is szerepet jatszhatnak az epesav
atalakulasban. A madasodlagos epesavtermelésben részt vevd baktériumokban az atalakitast
végz06 enzimek egy epesav indukalhatd (bai) operonban rendez6dnek [123].

A bélbaktériumokban taldlhatd epesav-hidrolazok (BSH) a glicin- és taurin-
konjugatumok hidrolizisével dekonjugaljak az elsddleges epesavakat. A BSH széles korben
expresszalodik a Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Listeria és
Enterococcus baktériumokban [124]. Egy masik kritikus atalakulasi 1épést a 70/B-dehidroxilaz
katalizal, amely foéként Clostridium és Eubacterium fajokban talalhatd meg [126]. Az
elsddleges epesavak dekonjugalasat kovetéen a CA és a CDCA Dbakteridlis 7a/B-

21



dehidroxilacidja (7a/B-HSDH) kovetkezik be, ami DCA vagy LCA képzddését eredményezi.
A CA 7a-dehidroxilacigjat kovetden DCA keletkezik, amig a CDCA 7a-dehidroxilacidja vagy
az UDCA 7pB-dehidroxilacioja LCA kialakulasahoz vezet (3. abra) [127]. Az els6dleges
a legtobb baktériumfajban az LCA és DCA szintéziséért felelds [123]. A masodlagos epesavak
nagy része a termindlis ileumban és a vastagbélben visszavételre keriil és a portalis vénan
keresztiil visszatér a majba, ahol Gjra glicinnel és taurinnal konjugalédik, mig egy résziik a
szisztémas keringésbe keriilve a szervezet tavoli pontjain szignalizacios utvonalakat aktivalhat.
Az LCA referencia szérum koncentracioja 30-50 nM, azonban az emldben akar az 1 pM-0s
koncentraciot is elérheti [128]. Ezzel szemben a DCA joval nagyobb mennyiségben van jelen,
a referencia szérum koncentracioja 500-700 nM [126]. Emlédaganatos betegek vizsgalata soran
a késobbi stadiumu, valamint magasabb gradust csoportok esetében az LCA alacsonyabb
szintjét irtak le a korai stadiumu betegekhez képest [93].

Az epesavaknak tobb ismert receptora van. Magreceptorok kozé tartozik a vitamin-D-
receptor (VDR), farnezoid-X-receptor (FXR), konstitutiv androsztan receptor (CAR), pregnan-
X-receptor (PXR), méj-X-receptor (LXR), illetve membranreceptokhoz tartoz6 Takeda G-
fehérje kapcsolt receptor (TGRS) [78]. Ezeken a receptorokon keresztiil az epesavak hatdssal
vannak az immunvalaszokra, a gasztrointesztinalis nyalkahartya barrier funkcidjara, a
gesztaciora [129], a karcinogenezisre [18,19] és a metabolikus betegségekre [130], igy ezen
receptorok kulcsszerepet jatszhatnak a daganatos sejtek viselkedésének szabalyozasaban.

A masodlagos epesavakat sokdig prokarcinogén vegytileteknek tekintették [131], de ma
mar tudjuk, hogy a daganat tipusatol ¢és az epesavak koncentracidjatdl fliggéen egyarant
kifejthetnek pro- és antikarcinogén hatast is [17,18,19,101,126,132]. Az LCA egyarant képes a
TGRS, PXR, FXR, VDR receptorokhoz kapcsolddni, de amig az emld-, prosztata-, illetve
béldaganatok ¢és neuroblasztdéma esetében antineoplasztikus hatdsu addig, a nyeldcso-,
epevezetek- és hepatocellularis karcindbma esetében prokarcinogén hatasait irtak le [126]. A
DCA esetében megfigyelték, hogy a TGRS, az FXR és a PXR receptorokon keresztiil a
nyeldcsé-, gyomor-, petefészek, bél- és epehdlyag daganatok esetén gatldo hatdsu, mig
hasnyalmirigy-, bél-, hepatocelluaris-, és kis sejtes tiidddaganatban prokarcinogén hatast [126]

lehet.
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3. abra A masodlagos epesavak szintézisének lépései

A majban koleszterinbdl szintetizalodo elsédleges epesavak (kolsav, kenodezoxikolsav) a gasztrointesztinalis

rrrrr

alakulnak [123].

Emlddaganatok esetében bizonyitottdk, hogy az LCA visszaforditja az EMT folyamatat,
csokkenti a VEGF expressziojat, a tumorellenes immunitast, valamint a daganat
anyagcseréjének valtozasat és ezaltal csokkenti az attétképzddést. Tovabba azt is kimutattak,
hogy az LCA ezen hatasait a TGRS receptoron keresztiil fejti ki [18].

A hasnyalmirigy daganatos betegek epéjében az epesavak szintje joval magasabb az
egészséges egyénekhez képest [129]. A hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben az epesavak
csokkentik az apoptotikus jelekre valo érzékenységet, fokozzak a sejtciklus progresszidjat, a
gyulladasos mediatorok expressziojat, a sejtmigraciot, valamint nagy koncentracidban a

biomembranok karosodasat okozhatjak [116,117]. Ezzel ellentétben az UDCA gatolja az EMT
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folyamatat, csokkenti az Gssejtszertiséget, vagyis antineoplasztikus hatasokat fejtett ki a

hasnyalmirigy adenokarcindma sejtvonalakban [118].

3.7. A tumoros sejtekre jellemzo tulajdonsagok

A tumorszovet és az azt koriilvevo tumor mikrokdrnyezet aktiv kommunikécio révén képesek
hatni egymasra [130]. A sejtek tumoros transzformacidja egy tobblépcsds folyamat, amely
soran a neoplasztikus sejtek fokozatosan elvesztik érzékenységiiket a sejtosztodast gatld
szignalokkal szemben és korlatlan osztodasi képességre tesznek szert.

A tumorsejtekre jellemzo tulajdonsagokat a szakirodalom ,,Hallmarks of Cancer” [130]
néven foglalja Gssze (4. abra). Az egészséges szovetek gondosan szabalyozzak a ndvekedést
eldsegitd szigndlok termelését annak érdekében, hogy fenntartsdk a normal szoveti
homeosztazist, szerkezetet és funkciokat. A daganatos sejtek azonban tobbféle modon képesek
fenntartani a proliferativ jelek folytonossdagdt. Ennck oka gyakran mutaciok kialakulasa,
amelyek legsiiriibben a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatviteli Gtvonalat [131], a
szerin/ treonin kinaz B (AKT) vagy a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) jelatviteli utvonalat
érintik [132,133]. Tovabba gyakori probléma a mammalian target of rapamycin (mTOR) gén
hibas mitkddése, ami miatt gatlodnak a negativ visszacsatolasi mechanizmusok [134].

A daganatsejtek jellemzdje a novekedést szabdlyozo mechanizmusokkal szembeni
érzékenység elvesztése. A novekedés és a proliferacid szabalyozasaban fészerepet jatszo gének
a retinoblasztoma (Rb) és a p53 [135]. Azokban a sejtekben, amelyekben ezen gének hibasak
vagy funkciovesztéses mutaciojuk 1ép fel - hianyoznak a sejtciklust és sejtndvekedést gatld
funkciok- az apototikus utak elkeriilése révén tumorndvekedést indukalhatnak.

A daganatos sejtek szamos stratégiat alkalmaznak az apoptozis elkeriilése vagy
korlatozasa érdekében. Legyakoribb a p53 fehérje funkciovesztéses mutacidja, de gyakori
jelenség az antiapoptotikus szabalyoz6é molekuldk termelése, a tulélést segitd szignalok
tultermelése és a gyulladasos folyamatokkal szembeni ellenallas novelése. Ennek
eredményeként a daganatos sejtek képesek a sejthalal elkeriilésére [136].

Az egészséges sejtek altalaban korlatozott szamu sejtosztddason képesek sikeresen
atesni. Ezzel ellentétben a daganatos sejtek korldtlan replikativ potencidllal rendelkeznek. A
replikaciok folyamatanak koszonhetden a DNS-ek végén a telomerek folyamatosan rovidiilnek,

melynek eredményeként a normal sejtek egy id6 utan elveszitik osztodasi képességiiket. A
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daganatos sejtekben a telomeraz enzim fokozott aktivitasa ellensulyozza ezt a folyamatot,
lehetévé téve a korlatlan szamu osztodast [137].

A megfeleld oxigén ¢és tapanyagellatottsdg érdekében a tumorok fokozzak a
kornyezetiikben az angiogenezis folyamatat. A fokozott érképz6édés mar a tumoros
transzformacio korai szakaszaban jelentkezik €s a teljes €letszakaszukban magas szinten zajlik.
A folyamatban legnagyobb szerepet a vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGF-A),
a trombocita eredetii novekedési faktorok és fibroblaszt ndvekedési faktorok jatszak [138].

A daganatos sejtekre jellemz6, hogy az extracellularis matrixban (ECM) 1évé
sejtadhézios valtozasok hatdsara megnd a sejtek invazios képessége ¢s ezaltal képesek lesznek
a szervezet tavoli pontjain 01 sejtcsoportosulasok, metasztazisok képzésére. Az eddig legjobban
koriilirt valtozas az E-cadherin és N-cadherin expresszios mintazatanak a megvaltozéasa. Az E-
cadherin egy olyan epitelidlis fehérje, amely elengedhetetlen szerepet jatszik a sejtadhézidok
kialakitasaban[139]. Ezzel szemben a migraciora képes neuronokra és a mezenchimalis
morfoldgiaval rendelkez6 sejtekre jellemz6 N-cadherin expresszidjanak emelkedését figyelték
meg szamos invaziv tumorsejten [140].

A daganatos sejtekre jellemzd, hogy a fokozott energiaigényiik kielégitésének céljabol
megvdltoztatjak az anyagcseréjitket. A daganatok anyagcseréjére jellemz6 a Warburg-effektus,
mely [141] soran a sejtek még megfelelé mennyiségi oxigén jelenlétében is a glikolizis alapu
energiatermelést részesitik eldnyben.

A tumorsejtek tovabbi jellemzéje a mutagén agensekkel szembeni rendkiviili
érzékenység, amely fokozza a genetikai dllomdnyuk instabilitdasdt, hozzajarulva a tovabbi
genetikai deformitasok kialakulasahoz és tumoros transzformaciohoz [142].

Kutatasok bizonyitjak, hogy a tumorok kornyezetében kialakult kréonikus gyulladas
eldsegitheti a tumorprogressziot, mivel fokozza az eldzetesen leirt jellemzdok kialakuldsat:
serkenti a tumorsejtek osztodasat, talélését, fokozza az angiogenezist, elésegiti a metasztazisok
kialakulasat, fokozza az epitelidlis— mezenchimalis tranziciét, és az immunrendszer

modulalasaval csokkenti a terapias lehetoségeket [143].
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4. abra Daganatos sejtekre jellemz6 folyamatok

Az éabra magaba foglalja a daganatos sejtekre jellemz6é folyamatokat, amelyek hozzajarulnak a tumorsejtek
taléléséhez, novekedéséhez és a szervezeten beliili terjedéséhez [130].

3.8. Antineoplasztikus hatasok

3.8.1. Szabad gyokok, antioxidansok

Azokat a molekula szarmazékokat, amelyek kiils6 elektronhéjukon egy vagy tobb parositatlan
elektront tartalmaznak szabad gyokoknek nevezziik. A szabad gyokok kozott
megkiilonboztetiink reaktiv oxigén formakat (ROS) és reaktiv nitrogén intermediereket (RNI).
A legfontosabb ROS-ok k6zé soroljuk a szuperoxid aniont (O2¢—) és hidroxil gyokot (OHe),
illetve a nem szabad gyok természeti, de erds reakcids készséggel rendelkezd hidrogén-
peroxidot (H202) [144]. Az RNI koz¢é soroljuk a nitrogén-monoxidot (NO), valamint az NO és
02-- reakcidjabol keletkez6 peroxinitritet (ONOO-) [145].
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Annak ellenére, hogy a koztudatban ezek a szabad gyokok karosito hatasukrol ismertek,
szamos létfontossagu feladatért feleldsek. Fontos szerepet tOltenek be szervezet
homeosztazisanak a megdrzésben, kiillonbozd jelatviteli utvonalban neurotranszmitterként
hatnak, szamos szabalyozé funkcioval rendelkeznek, illetve a patogén korokozok elleni
védelemben is fontos szerepet jatszanak [146].

A szabad gyokokkel szembeni védekezés és a megfeleld redox-allapot fenntartasaért az

enzimatikus ¢és nem enzimatikus antioxidans rendszerek felelések. Az enzimatikus
antioxidansok koz¢ tartozik példaul a szuperoxid-diszmutaz (SOD), a glutation peroxidaz
(GPX) és a katalaz (CAT). A nem enzimatikus antioxidansok csoportjaba soroljuk a glutationt
(GSH), az N-acetil-ciszteint (NAC), a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfatot (NADPH),
illetve az exogén eredetli vitaminokat, mint példaul az A-, C- és E-vitaminokat [147].
A SOD Kkatalizalja a O2+— és H20 reakciojat, mely soran H202 képzddik. A H202 a CAT
hatasara vizzé és oxigénné redukalodik. A H202-bol GPX katalizélta reakcid soran a GSH
jelenlétében HoO és glutation-diszulfid (GSSG) keletkezik. A GSSG visszaalakulasat GSH-va
a glutation-reduktaz (GR) enzim végzi NADPH jelenlétében (5. abra) [148].

SOD
02._ + 020_ +2H+ e H202 +02

CAT
H202 + H202 4 02 + 2 HQO
GPX
GR+NADPH

—

5. abra Az enzimatikus antioxidans védelmi rendszer

Az aerob szervezetekben elsédleges antioxidans enzimek, a szuperoxid-diszmutaz (SOD), a katalaz (CAT), a
glutation peroxidazok (GPX) és a glutation-reduktaz (GR) altal katalizalt reakciok a szabadgyokok és a hidrogén-
peroxid (H20,) eltavolitasa céljabol [149].
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3.8.2. Oxidativ/nitrozativ stressz

Normal koriilmények kozott a szabad gyokok termelddése és az antioxidans rendszerek
miikodése egyensulyban vannak, ezéltal védve a szervezetet a szabad gyokok biomolekulakat
karositd hatasaitol. A daganatos sejtekben a fokozott szabadgyok termelés és a csokkent
antioxidans termelés miatt egyensulyzavar 1ép fel, ami oxidativ- és nitrozativ stressz
kialakulasdhoz vezet. A felhalmoz6do szabadgyokok hatasara a DNS szerkezetében szimpla
vagy dupla szala torések, baziskarosodasok, mutaciok, deléciok alakulhatnak ki, illetve a DNS
koros metilacioja gatolhatja a DNS javito folyamatokat [78,83].

Oxidativ stressz soran a foszfolipidek tobbszordsen telitetlen zsirsav oldallancainak a
modositasaval lipidgyokok keletkeznek. A lipidgyokok O2-vel egyesiilve peroxil-gyokké, majd
endoperoxidda  alakulnak, amelyb6l malondialdehid (MDA) keletkezik, amely
tiobarbitursavval reagalva szines reakcioterméket eredményez [150]. A lipidperoxidacio egy
masik terméke egy erdsen reaktiv aldehid, a 4-hidroxinonenal (4HNE). A 4HNE a fehérjék
oldallancaihoz kapcsolodva stabil terméket eredményez [151]. Az MDA és 4HNE ezaltal kivalo
biomarker a sejtekben zajlo lipiperoxidacio szintjének a vizsgalatara [150,151].

A fokozott ROS ¢és RNI termelddés hatdsdra a fehérjék tiol, cisztein csoportjai
modosulhatnak, illetve a tirozin oldallancok nitralasa soran nitrotirozin alakulhat ki, mely képes
vesztését, valamint inaktivalodasat okozhatjak [152].

A DNS-torések, lipid peroxidacio vagy a fehérjék oxidacioja a sejtek apoptotikus vagy
nekrotikus pusztuldsdhoz vezethetnek. Szamos kiilonb6zd betegség patomechanizmusaban
irtak le a reaktiv intermedierek karosit6 hatdsait, mint példaul az arteriosclerosis, ischaemia/
reperfuzi6 okozta kdrosodas, tiido- és szivelégtelenségek, gyulladdsos-, mozgasszervi- €s
neurodegenerativ elvaltozasok, autoimmun megbetegedések, cukorbetegség [148]. Emellett
kutatasok igazoljak, hogy a redox egyenstly felboruldsa szamos daganatos megbetegedés
esetében is kimutathato [19,153,154].

Ezzel parhuzamosan malignus daganatokban a fokozott oxidativ stressz citosztatikus
hatasat is leirtdk. Tobb tanulmdnyban kimutattdk, hogy az emld- ¢és hasnyalmirigy
daganatokban a fokozott oxidativ stressz gatolta a sejtproliferaciot és az epitelidlis-
mezenhimalis tranzicid folyamatéat, valamint csokkentette daganatsejtek Ossejtszertiségét

[19,101].
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A sejtek redox egyenstlya a prooxidansok és antioxidansok egyensulya altal szorosan
szabalyozott. Daganatos sejtekben a redox-egyenstly gyakran felborul. A nuclear factor,
erythroid 2-like 2 (NRF2) egy transzkripcios faktor, amely dont6 szerepet jatszik az antioxidans
gének expresszidjanak indukciojaban és ezaltal 1étfontossagu a sejtek redox egyensulyanak
fenntartasaban. Az NRF2 {6 feladata, hogy biztositsa a sejtek védelmét az oxidativ stressz altal
kivaltott kiilsé és belsé behatasokkal szemben, amelyek kérosithatjak a sejten beliil talalhatod
lipideket, fehérjéket, nukleinsavakat és szénhidratokat [155].

A Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) a citoplazmaban talalhaté represszor
fehérje, melynek feladata az NRF2 gatlasa. Normal koriilmények kozott a KEAP1 segiti az
NRF2 poliubiqitindlodasat és a proteoszomakban torténd lebontasat. Oxidativ stressz soran az
NRF2 felszabadul a KEAP1 gatlasa alol. A gatlas aldl felszabadult NRF2 a sejtmagba
transzlokalodik, indukélja a génatirodast, majd ezutdn a citoplazmaba exportaloldva
degradalodik [156-158]. Az NRF2 célgénjei kozott tobb mint 1.000 kiilonbozé gént
azonositottak, ide tartoznak a SOD, CAT ¢és GPX gének is [159].

Az NRF2 citoprotektiv hatdsainak kdszonhetéen, pozitivan hat a daganatok
progresszidjara, mivel gitolja az apoptozist, moduldlja a sejtek anyagcseréjét, segiti a

crer

rezisztencia kialakulasat okozhatja a terapias eljarasokkal szemben [160].
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6. abra Az oxidativ és nitrozativ stressz hatasai

Az antioxidansok expressziojanak a csokkenése, valamint a ROS és RNI fokozott termelddése a sejtek redox
allapotanak a megvaltozasahoz vezet, amely kovetkeztében a sejtekben fokozdodik az oxidativ és nitrozativ stressz
szintje. A fokozott oxidativ és nitrozativ stressz soran karosodhatnak a sejtekben talalhaté bioldgiai
makromolekuldk, amely koros elvaltozasok kialakuldsahoz vezethet. A mérsékelt oxidativ és nitrozativ stressz
azonban a daganatos sejtek elpusztitasaval antikarcinogén hatast is kifejthet.

3.8.3. Epitelidlis-mezenchimalis tranzicio

Az epitelialis-mezenchimalis tranzicid (EMT) egy olyan sejtfejlddési folyamat, amely lehetové
teszi a hamsejtek szamara, hogy atalakuljanak és mezenchimalis sejtekké valjanak. Ennek a
folyamatnak a soran a sejtek elveszitik sejt-sejt kapcsolataikat, apikalis-bazalis polaritasukat, a
bazalis membrannal valé kapcsolatukat és invaziv tulajdonsagokra tesznek szert (7. abra) [161].

Az EMT esetében harom tipust kiilonitlink el egymadstol. Az I.-tipusi EMT az
embriondlis egyedfejlddéshez elengedhetetlen, amely lehetdvé teszi, hogy az embriondlis

epitélsejtek mezenchimalis jelleglivé valjanak, és tavoli helyekre vandorolva, ujabb szovetek
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¢s szervek kialakulésat inicialhatjak. A IL.-tipusut EMT a sebgydgyulasban ¢és a fibrozisban
jatszik fO szerepet. A sebgydgyulas folyamataban az EMT sordn bekovetkezd valtozasok
lehetévé teszik a sériilt szélek vandorlasat a sebzarodas érdekében [162]. A I11.-tipust, onkogén
EMT a karcinoma sejtekben figyelhetd meg €s Osszefiigg a tumor progresszidjaval, mivel
lehetdvé teszi a neoplasztikus sejtek szamara, hogy a bazalis membranon keresztiil behatoljanak
a keringésbe és igy tavoli metasztazisokat alakitsanak ki [161].

Tobb molekuléris eseményrdl, valamint mediator molekularol bebizonyitottak, hogy
képes EMT-t indukélni emld- ¢és hasnyalmirigy daganatokban. A DNS mutacidja, a
hipermetilalt allapot, illetve az E-cadherin transzkripcidjanak a csokkenése is hozzajarul a
metasztatikus potencial noveléséhez [163,164]. Az EMT szabalyozasaban nagy szerepet
tulajdonitanak a mikroRNS-eknek. A mikroRNS-ek poszttranszkripcids szinten gatoljak a
génexpressziot, ezaltal modositva az EMT-t indukalo transzkripcios faktorokat [165,166].
Emlddaganatok esetében megfigyelték, hogy a miRNS-335 metasztatikus gének
expressziojanak csokkenését okozta [167]. Ugyanakkor miRNS-200 csalad, valamint miRNS-
34 hasnyalmirigy daganatokban vald vizsgalata soran megfigyelték, hogy fokozott
metasztazissal és csokkent invazidval egyarant tarsulhat a hatisuk, igy segitve az epitelidlis-
mezenchimalis egyensuly fenntartasat [168-170].

Annak ellenére, hogy az EMT-t indukal¢ jelatviteli agensek teljes spektruma tovabbra
is tisztazatlan, eml6- ¢€s hasnyalmirigy daganatokban egyarant azonositottak szamos
transzkripcids faktort, amelyekrdl megéllapitottak, hogy tdmogatja az EMT folyamatat és
fontos szerepet toltenek be az Ossejtszerii allapot kialakitdsaban [171]. A snail csalad
transzkripcios represszor 1 (SNAIL), a snail csalad transzkripcios represszor 2 (SLUG), a cink-
ujj E-box binding homeobox 1 (ZEB1), a twist family BHLH transzkripcios faktor 1 (TWIST)
transzkripcids faktorok a TGF-B, EGF, WNT/ B-CATENIN, Notch és Hedgehog tutvonalakon
keresztiil képesek kiilonbozo jelatviteli fehérjék, mint példaul a B-CATENIN, zona occludens
1 (Z0O-1), CLAUDIN-1, E-CADHERIN indukcidjara, valamint represszidjara emlédaganatban
¢s hasnyalmirigy daganatban egyarant [161,165,172,173].

Osszességében az EMT a rakos sejteket fokozott metasztatikus potencidllal ruhdzza fel,
ami a legtobb klinikai esetben a tumor kitijulasaért felelés. Igy az EMT célzott kezelése olyan

terapias lehet6ség lehet, amely esélyt ad a rakos betegek gyogyulasara [174].
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7. abra Az epitelialis-mezenchimalis tranzicié folyamata

Az EMT folyamata soran a sejtek morfologiai valtozasokon mennek keresztiil. Megvaltozik a polaritasa, elveszitik
az egymassal valo kapcsolatukat, valtozik a migraciora vald képességiik, valamint eltéré markerek expresszidja
lesz rajuk jellemzd. Az EMT visszafordithato folyamat, ellentéte a MET [161].

3.8.4. Daganatdéssejtek

A daganatos szOvetek heterogén sejtpopulaciokbol épiilnek fel. A sejtek  kozott
megkiilonboztethetd egy nagyobb populacionyi differencialt, korlatozott proliferacios
potenciallal rendelkezd sejt, valamint egy kisebb sejtpopuldcid, amely allando proliferaciora
képes [175]. A daganatot alkoto sejtek koziil a daganatdssejteket tartjak felelosnek a daganatok
kialakulasaért, a metasztazisok kialakuldsaért, a terapias eljarasokkal szembeni rezisztenciaért,
valamint a daganat kiujulasaért [175]. A daganatdssejtekre jellemz6 a metabolikus plaszticitas,
amely nagyban hozzajarul a gyogyszerrezisztencia kialakulasahoz [176].

A daganatdssejtek azonositdsa altalanosan specifikus markerek alapjan torténik. Eml6-
¢és hasnyalmirigy daganatok esetében gyakran alkalmazott eljaras az aldehid-dehidrogenaz-1
(ALDHI1) enzim detektalasa [177]. Az aldehid-dehidrogenazok olyan intracelluléris enzimek,
bebizonyitottdk, hogy human emlddaganatokbdl izolalt, ALDHI1 pozitiv daganatdssejtek
egérmodellbe graftolva képesek voltak daganatokat indukalni [179]. Hasnyalmirigy daganatok
esetében kimutattdk, hogy az ALDHI1 pozitiv sejtek magasabb klonogén kapacitassal

rendelkeznek az ALDH1 negativ sejtekhez képest, mivel alacsony sejtszam mellett képesek
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tumor kialakulasat kezdeményezni, valamint tdmogattdk az EMT folyamatait hasnyalmirigy
adenokarcinéma sejtekben [180].

A daganatdssejtekben az antioxidans gének emelkedett expresszidja miatt, joval
alacsonyabb a ROS szintje. A normal sejtekkel ellentétben a daganatos sejtek joval
szenzitivebbek a magas ROS szintre. Az ALDHI aktivitasa hozzajarul a daganatsejtek
taléléséhez azaltal, hogy csokkenti a ROS mennyiségét [181]. Ebbdl fakaddan az oxidativ
stressz folyamatainak a fokozasa a tumorsejtekben alkalmas lehet a daganatos sejtek szelektiv

elpusztitasara [182].
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4. CELKITUZES

A bélmikrobiota altal termelt bakterialis metabolitok, jelentdés szerepet jatszanak a

gazdaszervezet homeosztazisanak a fenntartasaban és szamos életviteli folyamatanak a

szabalyozasaban. A bélmikrobidta altal szintetizalt masodlagos epesavak, az LCA és a DCA, a

keringési rendszeren keresztiil képesek eljutni a tavoli daganatsejtekhez és befolyasolni a

daganatos sejtek viselkedését. A disszertaciom alapjat képez6 tanulmanyokban a mikrobiom és

az emlédaganatok, valamint a mikrobiom és hasnyalmirigy adenokarcindma kozotti szoros

kapcsolatra kivantunk ravilagitani.

Vizsgalataink f6 céljainak a kovetkezoket tliztik ki:

Az emlédaganatos sejtek vizsgalata soran a kovetkezo kérdésekre keretiik a valaszt.

Képes-e befolyasolni az LCA a sejtek redox-homeosztazisat.

Az LCA mely receptoron keresztiil fejti ki a hatésait.

Hogyan hat az LCA az emlédaganat sejtek redox-allapotara in vivo.

Hogyan valtozik az oxidativ-nitrozativ stressz markerek szintje emlddaganatos
betegekben.

Van-e Osszefiiggés az emlddaganatos betegek tulélése és az LCA indukalt oxidativ-

nitrozativ stressz markerek expresszioja kozott.

A hasnyalmirigy-daganatos sejtek vizsgalata soran a kovetkezé kérdésekre keretiik a

valaszt.

Képes-e befolyasolni a DCA sejtek redox-homeosztazisat.
Hogyan hat a DCA az epitelialis-mezenchimalis tranzicié folyamatara.
Milyen hatassal van a DCA az dssejtszertiségre.

Befolyasolja-e a DCA a sejtek energiahaztartasat.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Alkalmazott anyagok

A kisérleteinkhez hasznalt anyagokat ¢és azok kezelésekhez alkalmazott koncentraciot az 1.

tablazat tartalmazza.

Anyag Katalogusszam Gyarto Koncentracio
CA C1129 Sigma-Aldrich 0,01-10 uM
CDCA Co377 Sigma-Aldrich 0,01-10 uM
CINPA1 HY-110249 MedChemExpress 5 uM
DCA D2510 Sigma-Aldrich 0,7 uM
DY268 HY-110267 MedChemExpress 5uM
GSH G4251 Sigma-Aldrich 5SmM
GSK2033 HY-108688 MedChemExpress 5uM
LCA L6250 Sigma-Aldrich 0,1-1 uM
MG-132 474790 Calbiochem 50, 100 mM
NAC AT7250 Sigma-Aldrich 5mM
NF449 480420 Sigma-Aldrich 5uM
RA839 5707 Tocris Bioscience 5,10 uM
#1 519369
SiCAR #2 519370 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#3 519368
SINEG 4390843 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#1 59493
SINRF2 #2 9492 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#3 59491
SiPXR 516910 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#1 5195791
SiITGR5 #2 s45559 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#3 545558
siVDR s14777 Thermo Fisher Scientific 30 nM
tBHQ 112941 Sigma-Aldrich 5,10 uM

1. tablazat A kezelésekhez hasznalt anyagok listaja
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5.2. Alkalmazott sejtvonalak

A vizsgalataink soran alkalmazott sejtvonalakat az American Type Culture Collection-t6l
(ATCC) szereztiik be. A kisérletek soran a sejtkultirakat 5% szén-dioxid tartalmu, 37°C
hémérsékletii termosztatban tenyésztettiik.

A 4T1 egér emlétumor adenokarcinoma sejteket RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MI, USA, R5886) sejttenyésztd médiumban tartottuk fent. A médium 10% hdinaktivalt fotalis
marhaszérumot (FBS; Sigma-Aldrich, F2442), 1% penicillin-streptomycint (Sigma-Aldrich,
P4333), 2 mM L-glutamint (Sigma-Aldrich, G7513) és 1% piruvatot (Sigma-Aldrich, S8636)
tartalmazott.

A BXPC-3 human hasnyalmirigy adenokarcinoma sejteket RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
R5886) sejttenyésztd médiumban tartottuk fent. A médium 10% hdinaktivalt FBS-t, 1%
penicillin-streptomycint és 2 mM L-glutamint tartalmazott.

Az MCF7 human emlétumor adenokarcinoma és CAPAN-2 humén hasnyélmirigy
adenokarcinoma sejteket Minimum Essential Mediumban (MEM; Sigma-Aldrich, R8042)
tartottuk fent. A médium 10% FBS-t, 1% penicillin-streptomycint és 2 mM L-glutamint
tartalmazott.

Az SKBR-3 humén emlétumor adenokarcinéma sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium low glucose (DMEM; Sigma-Aldrich, 1000 mg/L gliikéz; D5523) sejttenyésztd
médiumban tartottuk fent. A médium 10% FBS-t, 1% penicillin-streptomycint és 2 mM L-
glutamint tartalmazott.

A human primer fibroblaszt sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium low glucose
(DMEM; Sigma-Aldrich, 1000 mg/L gliikdz; D5523) sejttenyészt6 tapfolyadékban tartottuk
fent. A médium 20% FBS-t, 1% penicillin-streptomycint, 2 mM L-glutamint és 10 mM HEPES-
t (Sigma-Aldrich, 15630080) tartalmazott.

A sejtkultarak mycoplasma fertdzottségének hianyat folyamatosan ellendriztiik.

5.3. Sejtproliferacio vizsgalat

festést alkalmaztunk. A sejteket 96-lyuktl tenyésztéedényben (4T1-1500 sejt/lyuk)
szélesztettiik a kezelést megel6z6 napon. Ezutan a sejteket 48 oran at kezeltiik, majd triklor-

ecetsavval (TCA; Sigma-Aldrich, T6399) fixaltuk 10% végkoncentracioban 1 6ran keresztiil
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4°C-on. Ezutan a sejteket tartalmazd lyukakat 6tszor mostuk desztillalt vizzel és 1%-0s
ecetsavban oldott 0,4%-os (m/V) SRB festékkel festettiik a sejteket 10 percig. Ezt kovetden a
sejteket Otszor egymas utan mostuk 1%-os ecetsavval, hogy a nem kotddott festéket
eltavolitsuk. A kotott festéket 10 mM-os Tris-BASE oldatban oldottuk fel. Az abszorbancia
értéket spektrofotométer (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA)

segitségével 540 nm hullamhosszon rogzitettiik.

5.4. SDS-PAGE és Western blot

A fehérje izoladlas folyamatat végig jégen végeztik a fehérjék mindségének megdrzése
érdekében. A kezelések letelte utan a sejteket 1x PBS oldattal mostuk. A sejtek feltarasa hideg
RIPA pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5% natrium-
deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM NazVOs4, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, proteaz inhibitor koktél)
tortént, mely kdzben a mintdinkat a megfeleld feltaras érdekében jégen hiitve, haromszor 10
mp-ig, 2-es fokozaton, szonikaltuk (Qsonica Q125 Sonicator, Newtown, Connecticut, USA). A
Waltham, MA, USA, 23225) segitségével mértiik. A mintakhoz ezutan 5x SDS mintapuffert
(50% glicerol, 10% SDS, 310 mM Tris-HCI, pH 6.8, 100 mM DTT, 0.01% bromfenol kék) és
-merkapto-etanolt adtunk.

10%) végeztiik el. A szepardlt mintdkat ezutdn nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A
nitrocellul6z membran aspecifikus kétéhelyeit 5%-0s 1x TBS-Tween pufferben oldott BSA-
val blokkoltuk 1 o6ran keresztiil szobahémérsékleten. Az elsddleges antitesteket (2. tablazat)
2,5%-0s BSA (1x TBS-Tween-ben készitve) oldatban higitottuk és a membrant ezzel
inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. Ezt kovetéen a membrant hdromszor 10 percig mostuk 1x
TBS-Tween pufferben. A peroxidazzal jelolt masodlagos antitesteket (2. tablazat) 2,5%-0s
BSA (1x TBS-Tween-ben készitve) oldatban higitva, 1 6ran keresztiil hagytuk a membranon.
A membranokat ezutan haromszor 10 percig mostuk 1x TBS-Tween pufferben. Az
antitestekkel jelolt fehérjesavokat kemilumineszcens reakcio segitségével (SuperSignal West
Pico Solutions, Thermo Fisher Scientific, 35060) tettiik lathatova. A detektalas ChemiDoc
Touch Imaging géldokumentacios rendszer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével tortént.
A savok denzitometralasara Image Lab 6.1 szoftvert (Bio-Rad) hasznaltunk.
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Antitest Higitas Forgalmazo/ katalégusszam
4HNE 1: 1000 Abcam (ab46545)
ALDH1 1: 1000 Abcam (ab227948)
Q?é;?c%ée;jlglgit 1: 2000 Sigma-Aldrich (A9044)
CAR 1: 1000 Abcam (ab186869)
CLAUDIN-1 1: 1000 Cell Signaling (13255)
E-CADHERIN 1: 1000 Cell Signaling (3195)
GPX3 1: 1000 Abcam (ab104448)
iINOS 1: 1000 Novus (NB300-605)
KEAP1 1: 1000 Cell Signaling (8047)
Nitrotirozin 1: 1000 Millipore (06-284)
Nitrotirozin 1: 1000 Thermo Fisher (A21285)
NRF2 1: 1000 Abcam (ab31163)
NRF2 1: 1000 Novus (NBP1-32822)
SLUG 1: 1000 Cell Signaling (9585)
SNAIL 1: 1000 Cell Signaling (3879)
TGR5/GPBAR1 1: 1000 Novus (NBP2-23669)
Z0-1 1: 1000 Cell Signaling (8193)
B-actin 1:20000 Sigma-Aldrich (A3854)
B-CATENIN 1: 1000 Cell Signaling (8480)

2. tablazat A Western blot médszerhez alkalmazott antitestek

5.4.1. Az alkalmazott NRF2 antitestek specificitasanak a vizsgalata

Mivel kutatasaink egyik kulcsfontossagu 1épése az NRF2 valtozasok karakterizalasa volt, ezért
a vizsgalathoz hasznalni kivant antitesteket el0szor validalnunk kellett. Az NRF2 vizsgalatahoz
két kiilonboz6 cégtdl rendelt NRF2 specifikus antitestet alkalmaztunk, az egyik antitest
(Abcam: ab31163) egy 68 kDa méretii fehérjét detektal, mig a masik antitest (NOVUS: NBP1-
32822) egy 110 kDa koriili fehérjét. Kisérleteink soran MCF7 human emlétumor sejtvonalon
siRNS technika segitségével tranziensen csendesitettilk az NRF2 gént, majd Western blot
modszerrel vizsgaltuk az NRF2 fehérje expresszio mértékét. Eredményeink azt mutattak, hogy
az NRF2 csendesitett mintakban az NRF2 fehérje szintje csokkent a negativ kontroll SiRNS
mintahoz képest (8.A. abra). Mindkét NRF2 antitest esetében ugyanazt az eredményt kaptuk.
Emellett 4T1 egér emldtumor sejtvonalat kezeltiink NRF2 aktivatorokkal (RA839 és tBHQ),
valamint MG132 proteoszoma inhibitorral. Az RA839 valamint a tBHQ farmakologiai szerek
az NRF2-KEAP1 interakci6 gatlasan keresztiil képesek az NRF2 aktivalasara [183,184].
Ezutan szintén Western blot modszer segitségével vizsgaltuk az NRF2 fehérje mennyiségét.

Megfigyeltiilk, hogy az alkalmazott farmakonok hatasara az NRF2 fehérje expresszioja
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emelkedett a kontroll mintahoz képest (8.B-D. abra). Mivel mindkét NRF2 antitesttel ki tudtuk

mutatni az NRF2 expresszio specifikus valtozasat, ezért ugy gondoljuk, hogy az alkalmazott

antitestek alkalmasak az NRF2 tovabbi vizsgalatahoz.
siNRF2 siNRF2
sINEG #1 #2 #3 kDa siNEG #1 #2 #3 kDa
130 130
NRF2 (NOVUS) |- . . I
100 100
NRF2 (Abcam) |mms s | 70 70

B-aCtin e —— 42

B-actin  [ammm e se—r— 42

B RA839 (uM) RA839 (uM)
CTL 5 10 ypa CTL 5 10 ypa
130 130
iy NRF2 (NOVUS)| == + = 500
NRF2 (Abcam) S S| 70 70
B-aCtN | e ——|42 B-actin 42
@ tBHQ (uM) tBHQ (uM)
CTL 5 10 kDa CTL 5 10 kDa
130
— e | 130 ;
NRF2 (NOVUS) | ms g e |
- . G e | 100
70
NRF2 (ADCM) | e @uuuas @mes | 70
B-actin |~”| 42 B-actin w|42
D MG132 (nM) MG132 (nM)
CTL 50 100 kDa CIL 50 100 kDa
- 130 130
NRF2 (NOVUS) | S mm |
- 1 100
70
NRF2 (ADCam) |«e—— g o 70

B-actin | 42

B-aCtiN | — — — D

8. abra Az NRF2 antitestek validalasa

(A) Az MCF7 sejteket NRF2 specifikus siRNS-el és negativ kontroll siRNS-el transzfektaltuk 48 oran keresztiil.
Ezutan két kiilonb6z6 NRF2 antitestet (Abcam: ab31163; NOVUS: NBP1-32822) alkalmazva Western blot
technikaval vizsgaltuk az NRF2 fehérje expresszidjat. (B-D) A 4T1 sejteket NRF2 aktivatorokkal (RA839 és
tBHQ), valamint MG132 proteoszéma inhibitorral kezeltiik 48 oran keresztiil. Ezutan két kiilonb6z6 NRF2
antitestet (Abcam: ab31163; NOVUS: NBP1-32822) alkalmazva Western blot technikaval vizsgaltuk az NRF2
fehérje expressziojat.
Roviditések: NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), tBHQ (terc-butilhidrokinon)
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5.5. Géncsendesités

Az MCF7 sejteket 24 lyuku tenyésztéedényben (50.000 sejt/lyuk) tenyésztettiik egy €jszakan
keresztiil. A transzfekcio soran siRNS-eket alkalmaztunk a célgén specifikus csendesitésére, 30
nM végkoncentracidban. A siRNS-eket Lipofectamine RNAIMAX transzfekcios reagens
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA, 13778150) segitségével juttattuk be a sejtekbe, a
gyarto altal javasolt protokoll szerint. A kezeléshez eloszor a transzfekcidos komplexeket
készitettiik el6, amelyekhez a siRNS-t Opti-MEM médiumban (Life Technologies Corporation,
Grand Islan, NY 14072, USA, 31985-062) higitottuk. Egy masik csében a Lipofectamine
RNAIMAX reagenst szintén Opti-MEM médiumban higitottuk. A két komponenst
Osszekevertiik, majd 15 percig szobahémérsékleten inkubaltuk a stabil komplexek
kialakulasdhoz. A sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot majd a friss, transzfekcios komplexet
tartalmazé médiumot dvatosan pipettdzva a sejtekhez adtuk. Kontrollként DMSO-t és negativ
SIRNS-t hasznaltunk, hogy kizarjuk a nem-specifikus hatasokat. A kezelés 48 oran keresztiil
tartott LCA (0,3 uM) jelenlétében. A kezelés letelte utan fehérjét izolaltunk az 5.4 fejezetben
leirtaknak megfelelden.

5.6. RNS izolalas, reverz transzkripcio és RT-qPCR

Az RNS izoldlas folyamatat végig jégen végeztiik a nukleinsav mindségének megdrzése
érdekében. A sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben (CAPAN-2 — 10.000 sejt/lyuk, 4T1 — 5.000
sejt/lyuk) tenyésztettiik egy éjszakan keresztiil. A kezelések 48 oran keresztiil tartottak, majd a
sejtekb6l TRIzol reagens (Invitrogen Corporation, 15596026) segitségével totdl RNS-t
izolaltunk a gyartéi utasitdsnak megfeleléen. Az allatkisérletek soran eltavolitott primer
daganatokbol szarmazo szovetmintakat golyds homogenizatorral (Qiagen Tissuelyser 11,
Qiagen, Mexikovaros, Mexikd) folyamatos hiités mellet TRIzol reagensben roncsoltuk. Az
RNS mintakbol a DNS szennyez6édést DNaz kezeléssel tavolitottuk el (Sigma-Aldrich,
10104159001). A mintak koncentracidjat és mindségét NanoDrop1000 késziilékkel (Thermo
Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) allapitottuk meg. Reverz transzkripci6 sordn
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA, 4368814) alkalmazva a gyartdi utasitasoknak megfelelden 2 ug RNS mintat cDNS-sé
irtunk at. A qPCR reakciot 10 pl végtérfogatban végeztiik el, a reakcioelegy 0,5 uM primereket,
20 ng cDNS mintat és qPCRBIO SyGreen Lo-ROX Supermixet (PCR Biosystems Ltd.,
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London, Egyesiilt Kiralysag, PB20.11-01) tartalmazott. A valés idejii kvantitativ PCR-t
LightCycler 480 II késziiléken (Roche Applied Science, Bazel, Svdjc) mértiikk. Normalizalasra
a 36B4 és cyclophilin haztartasi gének Cp értékeinek mértani kozépértékébol szamolt
normalizalé faktort alkalmaztuk. A vizsgélt gének relativ expresszidjat a mintdkban 244CP
modszer segitségével hataroztuk meg. A valds idejii kvantitativ PCR-hoz alkalmazott primerek

szekvenciait a 3. tablazat tartalmazza.

Egér primerek
Gén neve Forward primer (5'-3") Reverz primer (5'-3")
36B4 AGATTCGGGATATGCTGTTGG AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC
CAT CCTTCAAGTTGGTTAATGCAGA CAAGTTTTTGATGCCCTGGT
GCLC GATTCGGGATGGGCAACT AAAGGTATCTTGCCTCAGATATGC
GPX2 GTTCTCGGCTTCCCTTGC TTCAGGATCTCCTCGTTCTGA
GPX3 GGCTTCCCTTCCAACCAA CCCACCTGGTCGAACATACT
HMOX1 AGGCTAAGACCGCCTTCCT TGTGTTCCTCTGTCAGCATCA
iNOS GAAGTGCAAAGTCTCAGACATGG GATTCTGGAACATTCTGTGCTGTC
NOX4 GCAGATTTACTCTGTGTGTTGCAT TCCCATCTGTTTGACTGAGGT
NQO1 AGCGTTCGGTATTACGATCC AGTACAATCAGGGCTCTTCTCG
NRF2 CATCAGGCCCAGTCCCTCAAT CAGCGGTAGTATACAGCCAGCT
SOD1 CCATCAGTATGGGGACAATACA GGTCTCCAACATGCCTCTCT
SOD2 TGCTCTAATCAGGACCCATTG GTAGTAAGCGTGCTCCCACAC
SOD3 CTCTTGGGAGAGCCTGACA GCCAGTAGCAAGCCGTAGAA
Human primerek
Gén neve Forward primer (5'-3") Reverz primer (5'-3")
36B4 CCATTG AAATCC TGA GTG ATGTG GTC GAA CAC CTG CTG GAT GAC
CYCLOPHILIN| GTCTCCTTT GAGCTG TTT GCA GAC CTT GCC ACC AGT GCC ATT ATG
SNAIL GCT GCA GGA CTC TAATCC AGA ATC TCC GGA GGT GGG ATG
TCE7L2 ACG TAC AGC AAT GAA CAC TTCAC GGC GAT AGT GGG TAA TAC GG
TWIST1 GGG CCG GAG ACC TAG ATG TTT CCA AGA AAATCT TTG GCATA
WNT5B CGG GAG CGA GAG AAG AACT CGT CTG CCA TCT TAT ACA CAGC
B-CATENIN | TGT TAAATT CTT GGC TAT TAC GACA | CCA CCA CTA GCC AGT ATG ATGA

3. tablazat A valos idejii kvantitativ PCR-hoz alkalmazott primerek szekvenciai

5.7. Sejtinvazio vizsgalata

A sejtinvaziés vizsgalatokat 8 um vastagsagit PET membrannal ellatott, Corning BioCoat
Matrigel Invazios Kamra (Corning, NY, USA 354480, 354481) alkalmazasaval végeztiik el (9.
abra). A fels6 kamraban a CAPAN-2 sejteket (20.000 sejt/lyuk) egy éjszakan keresztiil
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szérummentes médiumban tenyésztettiik. Masnap a sejteket a fels6 kamraban DCA-val (0,7
uM) kezeltiik szérummentes médiumban, mig az als6 kamrakba 10% FBS-t, DCA-t (0,7 uM)
¢s sztromasejt eredetii faktor-1 (SDF1-o) kemoattraktanst (végkoncentracio: 100 ng/ml, Sigma-
Aldrich; SRP4388) tartalmazé médiumot raktunk. 48 ora eltelte utan a membran felsd részén
maradt, nem migralt sejteket vattaval és tobbszori PBS-es mosassal eltavolitottuk. A membran
also részére atjutott sejteket 100%-os metanollal fixaltuk. Szaritds utan a sejtmagokat 4’,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) festékkel festettik és a membrant targylemezre helyeztiik. A
migralt sejtek magjait Opera Phoenix High Content Screening System segitségével szamoltuk,
a képek elemzése pedig Harmony 4.6 szoftver segitségével tortént. A matrigélt tartalmazo
membranon keresztiil atjuto sejtek és a kontroll membranon keresztiil atjutod sejtek aranyabol

invazios indexet szamoltunk az aldbbiak szerint:

Invazio % = (a matrigél tartalmii membranon keresztiil atjutd sejtek atlaga / a kontroll

membranon keresztiil atjuté sejtek atlaga) *100

Invaziés index = Invazid % kezelt sejtek / Invazid % kontroll (kezeletlen) sejtek
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9. abra A sejtinvazios teszt osszefoglalasa

A CAPAN-2 sejteket szérummentes médiumban a felsé kamraba raktuk egy éjszakara, majd ezt kovetéen 48 6ran
keresztiil DCA-val kezeltik. Az als6 kamraban a tenyésztomédium a DCA kezelésen kiviil FBS-t és SDF1-a
kemoattraktanst is tartalmazott. 48 6ra utan a nem migralt sejteket mosassal eltavolitottuk, a migralt sejteket
fixaltuk és DAPI-val festettiik. A membrant ezutan targylemezre forditottuk és elemeztiik.

5.8. Lipidperoxidacio vizsgalata

Az emelkedett oxidativ- és nitrozativ stressz hatasara felhalmozodott reaktiv gyokok (ROS/
RNI) a sejtekben talalhat6 tobbszordsen telitetlen lipidek peroxidaciojat indukaljak, ami reaktiv
elektrofil aldehidek kialakulasat eredményezi, mint a 4-hidroxinonenal (4HNE) vagy a
malondialdehid (MDA) [151]. Ezek a reaktiv molekulak stabil kovalens kotések kialakitasara
képesek a fehérjék lizin, cisztein és hisztidin oldallancaival [185] és ezaltal jo biomarkerként
szolgalnak a sejtekben zajlo oxidativ folyamatok kimutatasara. Vizsgalataink sordn a
lipidperoxidacié6 mértékét a 4HNE-fehérje adduktumok Western blot analizisével és a
tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) szintjének a vizsgalataval hataroztuk meg [186]. Az
MDA tiobarbitursavval (TBA) reagalva szines reakcidterméket eredményez, mellyel jol
vizsgalhatd a lipidperoxidaci6 mértéke. A TBARS vizsgalathoz a 4T1 sejteket T150-es
tenyésztoflaskdban novesztettiik egy ¢éjszakan keresztiil. A 48 oras kezelések letelte utan a
sejteket 1x PBS-el mostuk és Eppendorf csovekbe gyijtottikk. Centrifugalas utan a sejtpellethez
8,1% SDS-t, 20% ecetsavat, 0,8% TBA-t (Sigma-Aldrich, T5500) és desztillalt vizet adtunk,
majd 1 oran keresztiil 96°C-on inkubaltuk. Centrifugalas utdn a feliilisz6 abszorbanciajat
spektrofotométer (Thermo Labsystems Multiskan MS) segitségével, 540 nm hulldmhosszon

meértik.
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5.9. Aldehid-dehidrogenaz pozitivitas vizsgalat

Az aldehid-dehidrogenaz-1 (ALDH1) pozitiv sejtek mennyiségének a mérését a kezelések
hatasara Aldefluor dssejt kit (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada, 01700) segitségével
végeztik. A CAPAN-2 sejteket 6 lyuku tenyésztdedényben (100.000 sejt/lyuk) egy éjszakan
keresztiil tenyésztettiik. Ezutan 48 6ran keresztiil DCA-val (0,7 uM) kezeltiik. A kezelés letelte
utéan a sejteket 0,5 ml ALDH1 szubsztrat tartalmu (5 pul/ml) Aldefluor assay pufferben 45 percig
37°C-on inkubaltuk. A negativ kontrollként alkalmazott sejteket az ALDH1 inhibitoraként
ismert dietil-amino benzaldehiddel (DEAB; 50 mmol/l) kezeltiikk. A mintdkban 1évé ALDH1
pozitiv sejtek ardnyat aramlasi citométer segitségével hatdroztuk meg. A kapott eredményeket

Flowing Software 2.5.1 programmal elemeztiik.

5.10. Mitokondrialis oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodasi rata

meghatarozasa

A CAPAN-2 sejtek oxigénfogyasztasat (oxygen consumption rate (OCR) - a mitokondriélis
oxidacié mértéke) és a pH-valtozas mértékét, az extracellularis savasodasi ratat (extracellular
acidification rate (ECAR) - a glikolitikus fluxus mértéke) Seahorse XF96 oximéter (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével hataroztuk meg. A CAPAN-2 sejteket 96
lyukt Seahorse tenyésztdedényben (5.000 sejt/lyuk) tenyésztettiik egy éjszakan keresztiil, majd
48 oran at DCA-val (0,7 uM) kezeltiik. A kezelés letelte utan a sejteket elomelegitett XF assay
médiumban inkubaltuk 1 6ran at 37°C-on, COz-mentes inkubatorban. Az alapszintii (baseline)
OCR értékét 5 percen keresztiil 6t alkalommal rogzitettiik. Ezutan a sejtekhez etomoxirt (50
uM), oligomycint (10 pM) és antimycint (10 uM) adtunk. Minden 0j anyag hozz4adasa utan
mértiik az OCR értéket 5 alkalommal 5 percig. Végiil az adatokat a fehérjetartalomra
normalizalva elemeztiik. A fehérjetartalom méréséhez SRB festést alkalmaztunk az 5.3 részben

leirtak szerint.

5.11.Allatkisérletek

Az llatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga éltal elfogadott
és regisztralt engedély alapjan (engedélyszam: 1/2015/DEMAB) végeztikk. A 3R elvének

megfeleléen korabbi kisérleteinkbdl szarmazo primer daganatokbol izolaltunk total RNS-t. A
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kisérlet soran 4T1 eml6tumorsejteket ndstény Balb/c egerekbe oltottunk és vizsgaltuk az LCA
hatasat a kialakult tumor novekedésére és viselkedésére [18]. Az egereket a Debreceni Egyetem
Elettudoméanyi Kozpont Kisérleti Allathaz SPF (specifikus korokozomentes) mindsitésii
részlegén szaporitottak. Kezeléseinket ugyanezen allathdz ,MD” (minimal disease) részlegén
végeztiik. Az egereket a szabalyozasoknak megfeleld, standard méretii ketrecekben (65 x 207
x 140 mm, teriilete 530 cm?; Techniplast, 1284 L Eurostandard Type II. L) helyeztiik el
Lignocel Select Fine (J. Rettenmaier und Soéhne) alom hasznalataval. Egy ketrecben legfeljebb
hat 4llat tartozkodott. Az egerek korlatlan hozzaféréssel rendelkeztek €lelemhez és ivovizhez
(sterilizalt csapviz). A vilagos és sotét ciklusok 12 oranként valtottdk egymadst. Az allathaz
hémeérséklete 22 + 1 °C volt. Az éllatok hetente kaptak tiszta ketrecet és almot. Minden allat az
iranyelveknek megfeleld humanus banasmaddban részesiilt, gondozasukat allatorvosi feliigyelet
mellett, szakképzett személyzet végezte el. Ehhez a tanulmanyhoz Osszesen 10 allatot
hasznaltunk fel. A kisérleteinkhez 8-10 hetes (20-25 g) néstény Balb/c egereket hasznaltunk.

A xenograftok kialakitasdhoz a 4T1 sejteket hideg PBS-ben szuszpendaltuk (2 x 10%
ml) majd a sejtszuszpenziobol és hideg matrigel-bol (Sigma-Aldrich; E1270) 1:1 ardnyt
szuszpenzidt készitettiink. Az egerek ebbdl a szuszpenziobol injekcios tiivel a masodik
inguindlis eml8bimbojuk ald kaptak 50 ul térfogata injekciot (10° sejt/oltasi hely). Az egerek
allapotat és a tumorok ndvekedési litemét naponta ellendriztiik.

A kezeléshez hasznalt LCA-t 96%-0s etanolban 7,5 mM koncentracidban -20°C-on
taroltuk. A kezeléshez hasznalt mennyiséget és a kontroll mintaként alkalmazott vehikulumot
minden nap 1x PBS-ben higitottuk a megfelelé koncentraciora (200 ul / 30 ttg). Az egerek
minden nap 8:00 és 10:00 6ra kozott ,, per os ” kaptak a kezeléseket. Az oltast kovetd 18. napon
tumorokat és az esetleges attéteket. Az eltavolitott primer tumorokbol ezutan kiilon-kiilon total

MRNS-t izolaltunk.

5.12.Teljes antioxidans képesség meghatarozasa

A teljes antioxidans képesség meghatarozasanak egyik modszere a 2,2’-azinobis-3-etil-
benzothiazolin-6-szulfonat (ABTS) vegyiilet oxidaciojan alapul [187]. Az ABTS-bdl kalium-
perszulfattal eldallitott zold szinli ABTS-kation gyok a mintaban 1évé antioxidansokkal
reagalva elszintelenedik. Az elszintelenedés mértéke egyenesen aranyos az elreagalt gyokok

mennyiségével €s igy megallapithatd a minta antioxidans tartalma.
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Az ABTS gyokok generalasahoz a vizsgalatot megel6z6 este az ABTS-oldathoz (7,4
mM) 10% kalium-perszulfat oldatot (24,5 mM) adtunk. A kisérlet elétt az ABTS-oldat
abszorbanciajat 50 mM-os, pH 4,5 Gly-HCI oldattal 1,2-re allitottuk be. A vizsgalni kivant
aszkorbinsavat és az LCA-t DMSO-ban oldottuk be €s higitottuk. a kivant koncentraciokra. Az
ABTS-oldatbol 50 pl-t adtunk 5 pl vizsgilandd mintahoz. Az elegyet ezutan 30 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A mintak abszorbanciajat Tecan Spark multi-label reader
segitségével 405 nm hulldmhosszon rogzitettilk. Az antioxidans aktivitast a kontroll mintak
szdzalékaban fejeztikk ki. Pozitiv kontrollként aszkorbinsav-koncentracidsorozatot

alkalmaztunk.

5.13. Szoveti mikroarray és immunhisztokémia

A tumorszoveten beliil megfigyelheté 4HNE, iNOS és TGRS expresszi6 vizsgéalatahoz szoveti
mikroarrayt (tissue microarray, TMA) végeztiink 88 emlddaganatos beteg archivalt
szovetblokkjanak a felhasznalasaval, melyeken immunhisztokémiai vizsgalatok torténtek.

Az emlddaganatos szovetek sebészeti eltavolitdsukat kdvetden formalinnal lettek
fixadlva és paraffinba lettek dgyazva. A vizsgalathoz ezek a szoveti mikroblokkok lettek
felhasznalva. A vizsgalathoz szdveti blokkonként hdrom technikai parhuzamos késziilt. Az
immunhisztokémiahoz a Leica Bond Max™ protokolljat [188] hasznaltuk.
Azimmunhisztokémidhoz alkalmazott antitesteket és koriilményeket a 4. tablazat foglalja 6ssze.

A metszetek immunhisztokémiai festés utan ,,H-score” pontrendszer alkalmazéasaval

lettek pontozva, amely figyelembe veszi a fest6dés intenzitasat és szazalékos aranyat [189].
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Antitest Forgalmazo Antigén feltaras Higitas Detlerll(;(z;laﬂ
Thermo Fisher Ventana BenchMark UltraView
. e ULTRA/Roche Cell ) Universal DAB
INOS Scientific (PA5- ditioni 1:100 .
16855) Conditioning 1 (CC1) Qetectlon
20 perc, 95°C kit/Roche
Ventana BenchMark UltraView
ULTRA/Roche Cell ) Universal DAB
4HNE | Abcam (ab46545) Conditioning 1 (CC1) 1:1000 Detection
20 perc, 95°C kit/Roche
EnVision Flex
GeneTEX pressure cooker (Avair) . (K8000, Dako,
TGRS | (cTx100026) Im citrat puffer, pH=6 | 1000 |santa Clara, CA,
USA)

4. tablazat Az immunhisztokémiahoz alkalmazott antitestek

Az immunhisztokémidhoz hasznalt antitestek tipikus fest6dési mintazatat a 10. abra mutatja.

- iNOS 4HNE

TGR5

10. abra A vizsgalatban hasznalt antitestek festési mintazata

A TMA-ban 1év6 emlddaganat szoveteket a jelzett antitestekkel festettiik meg, €és az immunreakciok elohivasa
3,3’-Diaminobenzidine (DAB) segitségével tortént. A skala 50 pm-t jelol.

Roviditések: TMA (szoveti mikroarray), 4HNE (4-hidroxinonenal), iNOS (indukalhat6 nitrogén-monoxid
szintaz) TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor)
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A vizsgalat a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak
engedélyével valosult meg. A szovettani mintak sztratifikalasa a kovetkez0 szempontok alapjan
tortént: TNM stadium, Nottingham gradus, receptor pozitivitds és mitozis index. A TMA
vizsgalatok a Debreceni Egyetem Patologiai Intézetében torténtek, a patologiai leletezést Dr.

Csonka Tamas végezte.

5.14. In silico vizsgalatok

Az emlédaganatban szenvedd betegek tulélési ideje és a vizsgalt gének (CAR, TGRS, NRF2,
KEAPI1, iNOS, nNOS(a), nNOS(b), NOX4) kifejez6dése kozotti 6sszefiiggést a Kaplan-Meier
plotter adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) felhasznaladsaval elemeztiik.

5.15. Statisztikai analizis

Minden kisérletet legalabb harom fliggetlen alkalommal végeztiink el. Az adatok statisztikai
értekeléséhez GraphPad Prism 8.0.1 programot hasznaltunk. A normal eloszlas elérése
érdekében a fold change adatokat log2 transzformaltuk. Két csoport dsszehasonlitasahoz
Student-féle t-probat hasznaltunk. A tobb csoport dsszehasonlitasa esetén egyutas ANOVA
statisztikai tesztet hasznaltunk, melyeket Tukey-féle poszthoc teszt vagy Dunnett posthoc teszt
kovetett. Az adatok az atlag = SEM értékeket jelzik. A statisztikai analiziseink sordan a p <0,05
értéket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek. A korrelacids vizsgélatokat Pearson-korrelacios
teszttel és linedris regresszid segitségével végeztiik. Analizis el6tt a mitotikus indexet log2

transzformaltuk. A szamitasok R projekt (3.5.2 verzid) segitségével torténtek.
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6. EREDMENYEK

6.1. A litokolsav hatasai az emlétumorsejtekre

Elézetes eredményeinkben kimutattuk, hogy az LCA csokkenti az emlédaganatsejtek
novekedését és agresszivitdsat. Az LCA antitumor immunvalaszt indukal és atalakitja az
emlédaganatsejtek metabolizmusat. Kimutattuk, hogy az LCA bakterialis termelése csokkent
az emlédaganat korai stadiumaban, ami 6sszhangban volt a szérumban mért alacsony litokolsav
szinttel [18].

A disszertaciom alapjaul szolgald tanulmanyban arra kerestiik a valaszt, hogy az LCA
képes-e befolyasolni a redox-homeosztazist az emlétumorsejtekben, vagyis hatassal van-e az
anti- és prooxidans rendszerek kozotti egyensulyra. Sejtes és egér modelleken, valamint human

emlddaganatos egyénekbdl szarmazd mintakon keresztiil tanulmanyoztuk az LCA hatasat.

6.1.1. A litokolsav antiproliferativ hatiasa az NRF2 gatlasan Kkeresztiil valosul meg

Kisérleteinkben el6szor azt vizsgaltuk meg, hogy az LCA befolyasolja-e az NRF2/ KEAP1
antioxidans utvonal kulcsfontossagu elemeinek expresszidjat. A kisérleteink soran alkalmazott
LCA koncentraciok megfeleltek az emberi emldszovetben mért normal human LCA
koncentracionak (0,1-1 uM) [128]. Kimutattuk, hogy a 4T1 egér emlédaganatsejtekben az LCA
kezelés csokkentette az NRF2 fehérje szintjét (11.A. abra), ezzel parhuzamosan az NRF2-t
gatlo KEAP1 fehérje szintjét emelte (11.B. abra).

Korabbi tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az LCA csokkenti az emlétumorsejtek
Kivancsiak voltunk arra, hogy az LCA proliferaciot gatlo hatasa visszafordithato-e az NRF2
farmakologiai aktivalasaval. A 4T1 sejteket LCA-val és egy NRF2 aktivatorral, az RA839-el
kombinaltan kezeltiik, és azt talaltuk, hogy az NRF2 aktivacidja megsziintette az LCA
antiproliferativ hatasat (11.C. abra). Az RA839 haté¢konysagat az NRF2 célgének mRNS
expressziojanak a mérésével ellendriztik. Az RA839 kezelés emelte a NAD(P)H kinon-
dehidrogenaz 1 (NQOL1), a glutamat-cisztein ligdz katalitikus alegység (GCLC), a katalaz
(CAT) és a hemoxigenaz 1 (HMOX1) gének mRNS expressziojat (12. abra).

Mindezen eredmények Gsszességében azt mutatjak, hogy az NRF2 kifejezodésének a

csokkenése kulcsszerepet jatszik az LCA citosztatikus hatasainak kialakitdsaban.
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11. abra Az LCA Kkezelés gatolta az NRF2/KEAP1 rendszer elemeinek a Kkifejez6dését a 4T1

emlétumorsejtekben

A 4T1 sejteket LCA-val kezeltiik 48 oran keresztiil a jelolt koncentraciokban, majd Western blot technika
segitségével vizsgaltuk az (A) NRF2 és (B) KEAP1 fehérjék expresszidjat. Az abrak fels6 részén egy reprezentativ
eredmény van feltiintetve, mig az abrak also részén a Western blot eredmények denzitometrias értékelése lathatd
(n=3). (C) A 4T1 sejteket LCA-val (0,3 pM) és NRF2 aktivatorral, RA839 (5 uM és 10 uM) —el kezeltiik 48 6ran
keresztiil, majd szulforodamin-B festéssel meghataroztuk a teljes fehérje mennyiséget (n=5). A kontroll mintahoz
viszonyitott adatokat (fold change) log2 transzformaltuk, az adatokat atlag £ SEM formaban adtuk meg. A *
szignifikans kiilonbséget jelez a kontroll és LCA kezelt minta k6zott, ahol p <0,05.
Roviditések: LCA (litokolsav), ns (nem szignifikans), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-

like ECH-associated protein 1)
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12. abra Az NRF2 farmakologiai aktivalasa fokozta az NRF2 célgénjeinek az expresszidjat a 4T1
emlétumorsejtekben

A 4T1 sejteket NRF2 aktivatorral (RA839) kezeltiik 48 dran keresztiil a jelolt koncentraciokban, majd RT-gPCR
segitségével megmértiik az NRF2 célgénjeinek, az NQO1, GCLC, CAT ES HMOX1 expresszidjat (n=3). A fold
change adatokat log2 transzformaltuk és atlag = SEM formaban adtuk meg. A ** és *** statisztikai szignifikanciat
mutat a kontroll és RA839-el kezelt csoportok k6zott, ahol p <0,01 és p <0,001.

Roviditések: NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), NQO1 (NAD(P)H kinon-dehidrogenaz 1), GCLC
(glutamat-cisztein ligaz katalitikus alegység), HMOX1 (hemoxigendz 1), CAT (katalaz), RT-qPCR (valds idejii
kvantitativ PCR)

6.1.2. A litokolsav az NRF2 gatlasan keresztiill oxidativ stresszt indukal, mely

citosztazishoz vezet

Az elézdéekben kimutattuk, hogy az LCA kezelés befolyasolja a sejtek antioxidans védelmét.
Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy az NRF2 mellett egy masik antioxidans, a GPX3 fehérje
szintje is csokkent az LCA kezelés hatasara (13.A. abra). Az antioxidans és prooxidans
rendszerek kozotti egyensuly felboruldsa oxidativ-nitrozativ stressz kialakulasahoz vezet. T6bb
kutatocsoport ramutatott arra, hogy az oxidativ stressz emelkedése a daganatsejtekben felelds
lehet a sejtek pusztulasaért [17-19]. Az antioxidansok mellett megvizsgaltuk néhany
prooxidans gén kifejezddését is az LCA kezelés hatasara. Azt talaltuk, hogy az LCA emelte egy
fontos ROS termelé enzim, a NADPH oxidaz 4 (NOX4) mRNS expressziojat (13.B. abra),
valamint az iNOS fehérje szintjét, ami a sejtekben az egyik f6 NO forras (13.C. abra). Ezenkiviil
az LCA fokozta a lipidperoxidaciot a 4T1 sejtekben, amit a TBARS (13.D éabra) és 4HNE-
adduktumok emelkedett szintje jelzett (13.E abra).

Az iNOS fehérje emelkedett kifejez6dése egy megnovekedett ONOO™ termelddésre
utalhat a sejtekben, ami fokozott nitrozativ stresszt jelez [190]. A szuperoxid és a nitrogén

monoxid reakciojaban keletkezd peroxinitrit egy karos reaktiv gyok, amely képes modositani
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az aromas aminosavakat is, igy példaul a nitrotirozin képzodése a fehérjékben a peroxinitrit-
képzddés egyik biomarkerének tekinthetd. Kimutattuk, hogy az LCA-val kezelt 4T1 sejtekben
megemelkedik a nitrotirozin szintje (13.F abra).
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13. abra Az LCA fokozta az oxidativ-nitrozativ stresszt a 4T1 emlétumorsejtekben

(A-F) A 4T1 sejteket LCA-val kezeltiik a jelolt koncentraciokban 48 oran keresztiil. (A) A GPX3 antioxidans
fehérje szintjét Western blot modszerrel elemeztitk (n=4). (B) A NOX4 gén mRNS expresszidjat RT-qPCR
modszerrel vizsgaltuk (n=4). (C) Az iNOS fehérje mennyiségét Western blot technikaval elemeztiik (n=3). (D) A
lipidperoxidacio mértékét TBARS modszerrel hataroztuk meg (n=3). (E) A 4HNE fehérje adduktumok szintjét
Western blot modszerrel vizsgaltuk (reprezentativ abra, n=3). (F) A Nitrotirozin mennyiségét Western blot
modszerrel vizsgaltuk (reprezentativ abra, n=3). A 4HNE és Nitrotirozin esetében a harom fliggetlen kisérlet
hasonlé eredményt mutatott. A fold adatokat log2 transzformaltuk és atlag + SEM formaban adtuk meg. A * és **
statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és LCA kezelt mintak k6z6tt, ahol p <0,05 és p <0,01.

Roviditések: LCA (litokdlsav), GPX3 (glutation-peroxidaz-3), NOX4 (NADPH oxidaz 4), iNOS (indukalhat6
nitrogén-monoxid szintaz), TBARS (tiobarbitursav reaktiv anyagok), 4HNE (4-hidroxinonenal)

Kivancsiak voltunk arra, hogy az NRF2 aktivacioja milyen hatassal van a fent leirt
valtozasokra, vagyis az LCA okozta oxidativ-nitrozativ stressz NRF2 fiiggd modon valdsul-e
meg. Kimutattuk, hogy az NRF2 farmakologiai aktivacioja (RA839, tBHQ) megakadalyozta
mind a TBARS (14.A ébra) és 4HNE (14.B abra) szintjének emelkedését, mind az iNOS fehérje
szintjének novekedését, amikor egyiitt alkalmaztuk az LCA-val (14.C abra). Ezen
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az LCA az NRF2 gatlasan keresztiil képes fokozni

az oxidativ-nitrozativ stressz folyamatokat az emlétumorsejtekben.
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Ezt kovetden azt vizsgaltuk meg, hogy az LCA-indukalta oxidativ stressz szerepet
jatszik-e az LCA antiproliferativ hatasanak kialakitasaban. Ennek érdekében a sejteket tiol-
antioxidansokkal, GSH-val és NAC-cal kezeltik SmM végkoncentracioban [191] LCA
jelenlétében. A GSH és a NAC antioxidans hatasuk révén fontos szerepet jatszanak a sejtek
egészségénck meglrzésében és az oxidativ stressz elleni védelemben [192]. Azt tapasztaltuk,
hogy mind a GSH, mind a NAC gatoltak az LCA altal kivaltott antiproliferativ hatast (14.D

abra).
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14. abra Az NRF2 aktivalasa befolyasolta az LCA-indukalt oxidativ stresszt a 4T1 emlétumorsejtekben

A 4T1 sejteket LCA-val és NRF2 aktivatorokkal (RA839 és tBHQ) kezeltiik a jelolt koncentraciokban 48 6ran
keresztiil. A lipidperoxidacio mértékét (A) TBARS (n=4) probaval és (B, C) a 4HNE fehérje adduktumok
szintjének Western blot analizisével vizsgaltuk. (D) A 4T1 sejteket LCA, NAC, GSH anyagokkal kezeltiik
onmagukban és kombinalva is 48 oran keresztiil, majd szulforodamin B festés segitségével vizsgaltuk a teljes
fehérjemennyiséget. A statisztikai analizishez ANOVA, Dunnett post-hoc tesztet végeztiink. Az adatokat atlag +
SEM formaban adtuk meg. A* és ** statisztikai szignifikanciat mutat a jel6lt mintak k6zott, ahol p <0,05 és p
<0,01.

Roviditések: LCA (litokolsav), TBARS (tiobarbitursav reaktiv anyagok), 4HNE (4-hidroxinonenal), NAC (N-
acetil-cisztein), GSH (glutation), iNOS (indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz), tBHQ (terc-butilhidrokinon)

Kimutattuk azt is, hogy az LCA-nak onmagaban nincs gyokfogé hatasa a
vizsgalatunkban hasznélt koncentracioban (0,1-1 pM), illetve magasabb koncentracioban (300

uM-ig) sem, ahol az aszkorbinsav antioxidansként hatott (15. ébra). Ezen eredmények azt
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jelzik, hogy az LCA az NRF2 gatlasan keresztiil oxidativ stresszt indukal, mely citosztazist idéz

174

el6.

—e— Aszkorbinsav

100+ LCA
K%k

Antioxidans aktivitas (%)

Koncentracié (uM)

15. 4bra Az LCA énmagaban nem fejt ki antioxidans hatast

Az ABTS-gyokfogo vizsgalatot 96 lyuku tenyésztdedényben végeztikk harom technikai parhuzamost alkalmazva.
Az LCA-t 0,03-300 uM koncentracié tartomanyban vizsgaltuk. Pozitiv kontrolként aszkorbinsavat hasznaltunk.
Az antioxidans aktivitast a kontroll mintak szézalékaban fejeztiik ki. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk
meg. A ** &s *** statisztikai szignifikancidt mutat az LCA-val és aszkorbinsavval kezelt csoportok kdzott, ahol p
<0,01 és p <0,001.

Roviditések: LCA (litokolsav)

6.1.3. A litokolsav hatasai human emlédaganatsejtekben is kimutathatéak

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az LCA-okozta valtozdsok nemcsak a 4T1 egeér
emlédaganatsejtekre korlatozodnak, MCF7 és SKBR-3 human emlékarcindma sejtekben is
megvizsgaltunk néhany LCA-okozta valtozast. Hasonldan a 4T1 sejtekhez, az LCA kezelés
csokkentette az NRF2 fehérje kifejezodését (16.A abra) és novelte mind az iNOS (16.B abra),
mind a 4HNE szintjét (16.C abra) mindkét human emlékarcinoma sejtvonalban. Az LCA nem
befolyasolta az NRF2, a KEAP1 vagy a 4HNE fehérje adduktumok szintjét a nem
transzformalt, human fibroblasztokban (16.G,H abra), ami azt mutatja, hogy az LCA hatasali
emlddaganatra specifikusak.
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16. abra Az LCA oxidativ stresszt indukalt az MCF7 és SKBR-3 human emlétumorsejtekben, mig a human
fibroblaszt sejtekben nem fejtett ki hatast

(A-C) Az MCF7 sejteket 48 oran keresztiil LCA-val kezeltiik a megadott koncentraciokban, majd az (A) NRF2,
(B) iNOS, (C) 4HNE fehérje szintjét Western blot technikaval vizsgaltuk meg (n = 3). (D-F) Az SKBR-3 sejteket
48 oran keresztil LCA-val kezeltiik a jelolt koncentracidkban, majd az (D) NRF2, (E) iNOS, (F) 4HNE
expressziojat Western blot modszerrel hataroztuk meg (n = 3). A felsé paneleken egy reprezentativ eredmény,
mig az als6 paneleken a Western blot kisérletek denzitometrids eredménye lathato6. A 4HNE esetében a harom
fliggetlen kisérletben hasonld eredményeket kaptunk. (G, H) A human fibroblaszt sejteket 0,3 pM LCA-val
kezeltiik 48 oran keresztiil, majd az (G) NRF2, KEAPI és (H) 4HNE fehérje szintjét Western blot modszerrel
hataroztuk meg. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és
LCA-val kezelt csoportok kozott, ahol p <0,05.

Roviditések: LCA (litokdlsav), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-like ECH-associated
protein 1), 4HNE (4-hidroxinonenal), iNOS (indukalhatd nitrogén-monoxid szintaz)

55



erer

Az els6dleges epesavakbol a bél mikrobiomja kozremiikddésével masodlagos epesavak
keletkeznek, az utobbiakat tekintjiik bakterialis metabolitoknak. A CA els6dleges epesavbol
DCA, mig a CDCA-b6l LCA ¢és UDCA keletkezik. Az LCA a CDCA-konjugatumok

crer

A kovetkezokben azt vizsgaltuk meg, hogy az elsddleges epesavak képesek-e
befolyasolni az emlédaganatsejtek proliferaciojat. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az
elsddleges epesavak, a CA és a CDCA, a human szérumban mért koncentraciéjuknak megfeleld

koncentracioban [128] nem csOkkentették szignifikansan a 4T1 emlédaganatsejtek
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17. abra Az elsddleges epesavak nem befolyasoltak a 4T1 emlétumorsejtek proliferaciéjat

A 4T1 sejteket CA-val as CDCA-val kezeltiik a jellt koncentraciokban 48 oran keresztiil, majd szulforodamin B
festés segitségével meghataroztuk a teljes fehérje mennyiséget (n=4). Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk
meg.

Roviditések: CA (kélsav), CDCA (kenodezoxikolsav)

6.1.5. A litokolsav okozta oxidativ stresszt a TGRS ¢és CAR receptorok kozvetitik

Tovabbi célunk az volt, hogy azonositsuk azt a receptort vagy receptorokat, melyeken keresztiil
az LCA hatasait kifejtheti. Az LCA szamos magreceptorhoz, mint a VDR, FXR, CAR, PXR,
LXR és membranreceptorhoz, koztiik a TGRS receptorhoz is képes kotddni €s rajtuk keresztiil
hatast kifejteni [18].
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A receptorok gatlasara el6szor farmakologiai szereket alkalmaztunk LCA-val (0,3 uM)
kombinalt kezelésben 5 uM végkoncentracioban [193-196]. Az NF449, a CINPAL, a
GSK2033, és a DY268 képesek az epesavak ismert receptorainak a szelektiv gatlasara, igy
altaluk vizsgalhato, hogy az LCA mely receptorokon keresztiil képes kozvetiteni az eldzdleg
leirt hatasait. Eredményeink azt mutattdk, hogy az LCA-indukalta NRF2 fehérje szint
csokkenést a TGRS utvonalat gitldo NF449 ¢és a CAR-t gatlo CINPAI1 gatloszerek
megakadalyoztak, mig a LXR-t gatldo GSK2033 ¢és a FXR-t gatlo DY268 inhibitorok
hatastalanok voltak (18.A abra).

A fent emlitett farmakologiai kisérleteket siRNS-deplécios kisérletekkel egészitettiik ki.
A TGRS és CAR receptorok a farmakoldgiai kisérletek alapjan potencidlis receptorok lehetnek,
melyek az LCA hatasait kozvetitik. Ezeken kiviil egyéb lehetséges LCA receptort, koztik a
VDR ¢s PXR receptorokat is megvizsgaltuk ebben a kisérletsorozatban. Annak érdekében,
hogy egy atfogobb képet kapjunk csendesitettiik a TGRS, CAR, VDR ¢és PXR receptorokat az
MCF7 human emlétumor sejtvonalban.

A farmakologiai szerekhez hasonléan a TGRS és CAR receptorok csendesitése
hatékonyan blokkolta az LCA altal indukalt NRF2 fehérje szint csokkenését (18.B abra), mig a
VDR ¢és PXR receptorok csendesitése nem befolyasolta az NRF2 fehérje szintjét (18.B abra).
Vizsgaltuk az iNOS fehérje kifejezodését is a TGRS és CAR receptorok csendesitése utan és
azt tapasztaltuk, hogy mind a TGR5, mind a CAR receptor csendesitése tompitotta az LCA-
okozta emelkedett iNOS fehérje kifejezddését (18.C abra).

Ezen eredmények az mutatjak, hogy az LCA a TGR5 és a CAR receptorokon keresztiil

fejti ki az oxidativ stresszre gyakorolt hatasait az emlédaganatsejtekben.
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18. 4bra Az LCA altal Kivaltott oxidativ stressz valaszokat a TGRS és a CAR receptorok kozvetitik

(A) A 4T1 eml6tumorsejteket 0,3 uM LCA-val és NF449, CINPA1l, DY268, vagy GSK2033 receptor
inhibitorokkal kezeltiik (5 uM) 48 dran keresztiil, majd az NRF2 fehérje expresszidjat Western blot modszer
segitségével detektaltuk (reprezentativ abra, n=2). (B, C) Az MCF7 eml6tumorsejtekben siRNS technikéaval
csendesitettiik a TGRS, CAR, VDR és PXR receptorokat. 48 ora elteltével az (B, C) NRF2 és (C) iNOS fehérjék
szintjét Western blot modszerrel hatdroztuk meg (n=3). Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. A *
statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és a kezelt csoportok kozott, ahol p <0,05

Roviditések: LCA (litokolsav), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), iNOS (indukélhat6 nitrogén-monoxid
szintaz) CAR (konstitutiv androsztan receptor), FXR (farnezoid X-aktivalt receptor), LXR (m4j X receptor), PXR
(pregnan X receptor), TGRS (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), VDR (vitamin D receptor)

6.1.6. Az LCA gatolta az antioxidans védelmet az emlédaganat egérmodelljében

A kovetkezokben azt vizsgaltuk meg, hogy az LCA befolyasolja-e a tumorok redox allapotat in
vivo kornyezetben. Korabbi vizsgalatunkbol szarmazé mintakon végeztiink méréseket. Abban
a tanulmanyban Balb/c néstény egereket oltottunk 4T1 egér emldtumorsejtekkel, és naponta 15
nmol LCA-val kezeltiik az allatokat oralisan két héten keresztiil. A vizsgalat végén az egereket

felaldoztuk és a tumorokat begytijtottilk. Abban a tanulmanyban kimutattuk, hogy az LCA
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kezelés in vivo gatolja a tumorndvekedést, a metasztazis képzodést, az EMT folyamatat és a
bioenergetikai valtozasokat [18].

Jelen vizsgalatban a kontroll és LCA kezelt egerekbdl szarmazé tumorokban az anti- €s
pro-oxidans gének mRNS expressziojat mértiikk meg. Az LCA szignifikansan csokkentette az
antioxidans NRF2, CAT, HMOX1, SOD1 és SOD2 gének mRNS szintjét (19. abra). Tovabba,
az LCA-val kezelt egerekben a prooxidans iNOS és NOX4 expresszidja emelked6 tendenciat
mutatott (19.B abra).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az LCA képes befolyasolni a daganatsejtek

redox egyensulyat in vivo is, ami kedvez0 hatassal lehet a betegség kimenetelére.
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19. abra Az LCA befolyasolta az antioxidans és prooxidans gének expresszios szintjét in vivo

(A, B) Né6stény Balb/c egereket 4T1 emlétumorsejtekkel oltottunk be, és naponta kezeltiik 6ket LCA-val (15 nmol
g.d. p.o.) vagy vehikulummal (n = 5/5) két héten keresztiil. Az antioxidans és prooxidans gének expresszios szintjét
RT-qPCR segitségével hatdroztuk meg a tumorokban. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. A *
statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és kezelt csoportok kozott, ahol p <0,05.

Roviditések: LCA (litokolsav), CAT (katalaz), GCLC (glutamat-cisztein ligaz katalitikus alegység), GPX2-3
(glutation-peroxidaz 2-3), HMOX1 (hemoxigenaz 1), iNOS (indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz), NOX4
(NADPH oxidaz 4), NQO1 (NAD(P)H kinon-dehidrogenaz 1), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), SOD1-
3 (szuperoxid-dizmutaz 1-3), VEH (vehikulum)

6.1.7. A litokolsav altal kivaltott daganatellenes utvonal elemei korrelaciot mutattak a

betegség stadiumaval, gradusaval és a receptor statusszal

Az LCA-indukalt oxidativ/nitrozativ stressz markereinek (TGRS, iNOS ¢és 4HNE)

expressziojat 88 emldrakos beteg tumormintdibol készitett szoveti mikroarray (TMA)
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segitségével vizsgaltuk. Ezzel parhuzamosan adatgyjtésre a rendelkezésre allé nyilvanos
expresszios adatbazisokat, a GEO Profiles-t (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/geoprofiles/) és a
Kaplan-Meier Plotter-t (https://kmplot.com/analysis/) [50] hasznaltuk.

Elészor a betegeket (TMA-hoz hasznalt betegek szovetmintai) a betegség stadiuma
alapjan (I-IV. stadium) sztratifikaltuk, ami a primer tumor méretet, a nyirokcsomo érintettségét
¢és a tavoli attéteket veszi figyelembe [197]. Korabban mar kimutattuk, hogy a bélmikrobiom
LCA-termelése csokkent az emlddaganatban, és ez a csokkenés az emlddaganat korai
stadiumara volt jellemz6 [18]. Ebben a tanulmanyban az talaltuk, hogy az iNOS és a 4HNE
szintje csokkent a II. és III. stidiumu betegekben az 1. stadiumu betegekhez képest, és tovabb
csokkent a IV. stadiumu betegeknél (20.A éabra).

Ezutdn a betegeket a betegség patoldgiai gradusa (Nottingham gradus) alapjan is
osztalyoztuk. A 4HNE expresszioja szignifikansan csokkent az 2-es és 3-as gradusu betegekben
az 1l-es gradusu betegekhez képest (20.B abra). Ezzel Osszhangban a KEAPI magas
expresszioja a 2-es gradusu betegek jobb tulélésével, mig a CAR magas expresszidja a 3-as
gradust betegek jobb talélésével korrelalt (5. tablazat).

A betegeket receptor statuszuk alapjan is besoroltuk, TNBC és ER+ esetekre. A TGRS,
iINOS ¢és a 4HNE expresszioja csokkent a TNBC esetekben az ER+ esetekhez képest (20.C
abra). Ezzel Osszhangban az Osszes beteg, illetve az ER+ betegcsoportok esetében a CAR,
KEAPI, iNOS, nNOS, NOX4 magas expresszidja és az NRF2 alacsony expresszidja a betegek
jobb tulélésével jart egyiitt. Ez a TNBC esetekre ez nem volt igaz (21. abra).

Végiil a betegeket a sejtosztodasi index (mitosis score) alapjan is osztalyoztuk. A szoveti
oxidativ karosodas direkt indikatoranak, a 4HNE-nek a festddése a sejtosztodasi index
novekedésével csokkent (20.D abra). 4HNE festddés erds negativ korrelaciét mutatott a
mitotikus indexszel (20.E abra).

Ezekkel 6sszhangban a TMA-vizsgéalatban megfigyeltiik, hogy az iNOS festddése jol
megbrzOdott a kornyezd egészséges emldszovetben, mig a daganatszovetekben elveszett; az
NRF2 expresszidja a daganatszovetben magas volt a szomszédos egé€szséges szovetekhez
képest. Megfigyeléseinket alatamasztotta az is, hogy a GEO adatbazisban talaltunk egy
adathalmazt [62], amelyben a TGRS receptor expresszidja alacsonyabb volt a ductus in situ
(DCIS) esetekben a kontroll, egészséges emldszovethez képest.

Osszeségében elmondhatd, hogy az LCA-TGR5-oxidativ stressz utvonal elemeinek
overexpresszidja jobb tulélést biztositott az emlddaganatos betegek esetében. Az LCA-TGR5-
oxidativ stressz utvonal protektiv funkcioval birhat az emlédaganatban, ezen utvonal génjeinek

elvesztése rossz klinikai prognozissal tarsul.
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20. abra Az LCA-indukalt oxidativ stressz titvonal védo hatast az emberi emlédaganatban

(A-D) Az oxidativ/nitrozativ stressz markerek expresszios szintjeit 88 emlddaganatos beteg tumormintaiban
elemeztiik szoveti mikroarray (TMA) segitségével. (A) A betegeket a betegség stadiuma (stadium I-1V), (B) a
betegség patologiai gradusa (gradus 1-3), (C) ER+ és TNBC esetek és (D) mitozis index (1-3) alapjan
sztratifikaltuk, és az abran jelzett markergének expresszios szintjét IHC-analizis segitségével hataroztuk meg. (E)
A 4HNE expresszids szintje és a mitozis index kozotti korrelacié linearis regressziojat R projekt segitségével
végeztiik; 4HNE: Pearson r =-0,34; p= 0,0025. A vonal az adatok linearis regresszidjat mutatja; 4HNE: y = 78 -
7X). A *, ** ég *** betegcsoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket jelzi, ahol p <0,05, p <0,01 vagy p <0,001.
Roviditések: TGRS (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), 4HNE (4-hidroxinonendl), TNBC (tripla negativ
eml6daganat), ER (6sztrogén receptor), INOS (indukalhato nitrogén-monoxid szintaz)
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21. abra Az LCA-TGR/CAR utvonal komponensei védo hatastiak az emberi emlérakban
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A CAR, TGRS, NRF2, KEAPI1, iNOS, nNOS ¢s NOX4 expressziojanak az emlorakos betegek tilélésére gyakorolt hatasat a kmplot.com adatbazis hasznalataval vizsgaltuk. Az
vizsgalat soran az Osszes daganatos esetet, valamint az ER-pozitiv és a TNBC csoportba sorolhatd eseteket elemeztiikk. Az ER+ populacidba azok a betegek is beletartoztak,
akiknél az ER-statuszt génexpresszios adatokbdl vezették le. A TNBC esetek kdz¢ a mindharom receptorra (ER, PR, HER2) negativ esetek tartoztak, beleértve azokat a betegeket
is, ahol az ER-statuszt génexpresszios adatokbdl vezették le. A piros vonal magas, mig a fekete vonal alacsony expresszios szintet jelez. A probak azonositoit, a kockazati
szamokat és a kockazati aranyokat az 5. tablazatban gyQjtottiik 6ssze. Az 1-es gradusba tartozo betegeket * jeloli.
Roviditések: CAR (konstitutiv androsztan receptor), TGRS (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-like ECH-associated

protein 1), iINOS (indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz), NNOS (neuronalis nitrogén-monoxid szintaz), NOX4 (NADPH oxidaz 4), ER (6sztrogén receptor)
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CAR (207007 a_at) HR p-érték
Osszes emlérdkos eset, N = 3951 0.7 3.00 x 10-10
Gradus 1, N =345 1.15 0.61
Gradus 2, N =901 0.88 0.3
Grddus 3, N=903 0.72 0.0036
ER(+), N = 3082 0.81 0.0013
ER(-), N =869 0.62 9.20*10°®
PR(+), N =589 0.72 0.063
PR(-), N =549 0.9 0.49
Nyirok(+), N = 1133 0.97 0.73
Nyirok(-), N = 2020 0.99 0.93
HER2(+), N = 252 0.69 0.1
HER2(-), N = 800 1.13 0.37
ER(+), PR(+), N =577 0.79 0.19
ER(+), PR(+), Nyirokcsomo (+),N = 344 0.99 0.97
ER(+), PR(+), Nyirokesomé (—),N = 228 0.5 0.037
ER(-), PR(-), N = 298 0.74 0.14
ER(-), PR(-), Nyirokcsomo(+),N = 127 0.76 0.3
ER(-), PR(-), Nyirokecsomo(—),N = 167 0.97 0.93
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 0.93 0.77
Bazalis altipus, N = 618 0.68 0.0025
Lumindlis A, N = 1933 0.76 0.0015
Lumindlis B, N = 1149 0.77 0.0069
ER(+), HER2(+), N = 156 1.21 0.53
ER(-), HER2(+), N = 96 0.61 0.12
TGR5 (1552501 _at) HR p-érték
Osszes emlérdkos eset, N = 3951 0.91 0.25
Gradus 1, N = 345 0.41 0.12
Gradus 2, N =901 1.21 0.46
Gradus 3, N =903 0.77 0.1
ER(+), N = 3082 1 0.98
ER(-), N =869 0.74 0.025
PR(+), N =589 121 0.33
PR(-), N =549 0.96 0.81
Nyirokcsomdé(+), N = 1133 0.98 0.9
Nyirokesomé(=), N = 2020 0.91 0.61
HER2(+), N = 252 1.12 0.68
HER2(-), N = 800 0.91 0.51
ER(+), PR(+), N =577 1.18 0.4
ER(+), PR(+), Nyirokesomo(+),N = 344 1.39 0.19
ER(+), PR(+), Nyirokcsomo(—),N = 228 0.76 0.4
ER(-), PR(-), N = 298 0.96 0.86
ER(-), PR(=), Nyirokcsomo(+),N = 127 0.96 0.89
ER(-), PR(=), Nyirokcsomé(=),N = 167 1.25 0.61
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 0.9 0.73
Bazalis altipus, N = 618 0.79 0.15
Luminalis A, N = 1933 11 0.44
Luminalis B, N = 1149 0.83 0.24
ER(+), HER2(+), N = 156 1.07 0.88
ER(-), HER2(+), N = 96 0.94 0.86
NRF2 (201145 at) HR p-érték
Osszes emlbrdkos eset, N = 3951 1.23 2.00 10
Gradus 1, N =345 11 0.72
Gradus 2, N =901 0.87 0.25
Gradus 3, N =903 1.06 0.63
ER(+), N = 3082 1.27 240710
ER(-), N =869 1.04 0.71
PR(+), N =589 1.23 0.24
PR(-), N =549 1.49 0.0075
Nyirokcsomo(+), N = 1133 1.14 0.21
Nyirokesomé(—), N = 2020 111 0.21
HER2(+), N = 252 1.32 0.21
HER2(-), N =800 1.34 0.031
ER(+), PR(+), N =577 1.27 0.19
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (+),N = 344 1.08 0.71
ER(+), PR(+), Nyirokcsomo (—),N = 228 1.96 0.051
ER(-), PR(-), N = 298 1.01 0.95
ER(—), PR(=), Nyirokcsomé (+),N = 127 1.23 0.45
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (—),N = 167 0.93 0.8
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 0.9 0.66
Bazdlis altipus, N = 618 1.01 0.95
Lumindlis A, N = 1933 1.33 0.0011
Lumindlis B, N = 1149 1.26 0.017
ER(+), HER2(+), N = 156 1.69 0.097
ER(-), HER2(+), N = 96 1.26 0.47
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KEAP1 (202417 _at) HR p-érték
Osszes emlérdkos eset, N = 3951 0.84 0.0015
Grddus 1, N = 345 0.98 0.94
Gradus 2, N = 901 0.73 0.012
Gradus 3, N = 903 0.93 0.54
ER(+), N = 3082 0.89 0.06
ER(-), N =869 0.92 0.41
PR(+), N =589 1.09 0.64
PR(-), N =549 0.91 0.55
Nyirokcsomo(+), N = 1133 0.76 0.006
Nyirokcsomo(—), N = 2020 0.98 0.83
HER2(+), N = 252 1.14 0.57
HER2(-), N = 800 0.92 0.55
ER(+), PR(+), N =577 1.06 0.76
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (+),N = 344 0.98 0.91
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (—),N = 228 1.38 0.33
ER(-), PR(-), N = 298 0.95 0.82
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (+),N =127 1 1
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (—),N = 167 112 0.72
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 1.07 0.8
Bazalis altipus, N = 618 1 0.98
Luminalis A, N = 1933 0.9 0.24
Lumindlis B, N = 1149 0.91 0.36
ER(+), HER2(+), N = 156 0.89 0.7
ER(-), HER2(+), N =96 1.18 0.61
iNOS (210037 at) HR p-érték
Osszes emlbrdkos eset, N = 3951 0.72 5.40 *10°°
Gradus 1, N = 345 121 0.48
Gradus 2, N = 901 0.95 0.68
Gradus 3, N = 903 0.85 0.15
ER(+), N = 3082 0.8 0.00066
ER(-), N =869 0.63 1.40*10°
PR(+), N =589 1.34 0.099
PR(-), N =549 1.01 0.95
Nyirokcsomo(+), N = 1133 112 0.25
Nyirokcsomo(—), N = 2020 1 0.96
HER2(+), N = 252 0.79 0.3
HER2(-), N = 800 1.04 0.75
ER(+), PR(+), N =577 1.32 0.13
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (+),N = 344 152 0.058
ER(+), PR(+), Nvirokcsomé (—),N = 228 1.04 0.9
ER(-), PR(-), N = 298 0.90 0.59
ER(-), PR(~), Nvirokcsomé (+),N = 127 1.03 0.91
ER(=), PR(—), Nyirokcsomé (—),N = 167 0.91 0.77
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 0.8 0.37
Bazalis altipus, N = 618 0.63 0.00042
Luminalis A, N = 1933 0.75 0.00082
Luminalis B, N = 1149 0.77 0.0077
ER(+), HER2(+), N = 156 1.04 0.9
ER(-), HER2(+), N = 96 0.92 0.79
nNOS(a) (207309 at) HR p-érték
Osszes emlérdkos eset, N = 3951 0.71 6.70 x 10-10
Gradus 1, N = 345 0.85 0.55
Gradus 2, N = 901 0.99 0.96
Gradus 3, N = 903 0.91 0.41
ER(+), N = 3082 0.77 5.80°10°
ER(-), N =869 0.68 2.80 710
PR(+), N =589 0.79 0.19
PR(-), N =549 1.07 0.67
Nyirokcsomo(+), N = 1133 1.08 0.47
Nyirokcsomo(—), N = 2020 0.91 0.25
HER2(+), N = 252 0.7 0.11
HER2(-), N =800 0.92 0.51
ER(+), PR(+), N =577 0.86 041
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (+),N = 344 1.23 0.35
ER(+), PR(+), Nyirokcsomo (—),N = 228 0.34 0.0055
ER(-), PR(-), N = 298 0.96 0.83
ER(—), PR(=), Nyirokcsomé (+),N = 127 1.07 0.8
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (—),N = 167 155 0.16
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 1.17 0.53
Bazdlis altipus, N = 618 0.73 0.013
Luminalis A, N = 1933 0.72 0.00019
Luminalis B, N = 1149 0.69 0.00014
ER(+), HER2(+), N = 156 14 0.28
ER(-), HER2(+), N = 96 0.48 0.024
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nNOS(b) (207310 _at) HR p-érték

Osszes emlérdkos eset, N = 3951 0.8 3.80°10°
Grddus 1, N = 345 1.27 0.37
Gradus 2, N = 901 1.20 0.14
Gradus 3, N = 903 0.89 0.27
ER(+), N = 3082 0.84 7.70°10°°
ER(-), N =869 0.72 1.9010°°
PR(+), N =589 1.07 0.72
PR(-), N =549 1.04 0.8
Nyirokcsomo(+), N = 1133 1 0.97
Nyirokcsomo(—), N = 2020 1.09 0.34
HER2(+), N = 252 0.78 0.26
HER2(-), N = 800 1 0.97
ER(+), PR(+), N =577 1.07 0.73
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (+),N = 344 151 0.06
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (—),N = 228 0.59 0.13
ER(-), PR(-), N = 298 1.18 0.41
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (+),N =127 1.02 0.93
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (—),N = 167 142 0.25
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 1.44 0.14
Bazalis altipus, N = 618 0.76 0.037
Luminalis A, N = 1933 0.75 0.0011
Lumindlis B, N = 1149 0.85 0.09
ER(+), HER2(+), N = 156 1.15 0.65
ER(-), HER2(+), N =96 0.45 0.013
NOX4 (236843 at) HR p-érték
Osszes emlbrdkos eset, N = 3951 0.75 0.00027
Gradus 1, N = 345 0.76 0.6
Gradus 2, N = 901 0.68 0.14
Gradus 3, N = 903 0.69 0.79
ER(+), N = 3082 0.7 0.00027
ER(-), N =869 0.8 0.1
PR(+), N =589 0.71 0.082
PR(-), N =549 1.04 0.85
Nyirokcsomo(+), N = 1133 0.78 0.057
Nyirokcsomo(—), N = 2020 1.08 0.71
HER2(+), N = 252 131 0.33
HER2(-), N = 800 0.81 0.16
ER(+), PR(+), N =577 0.69 0.06
ER(+), PR(+), Nyirokcsomé (+),N = 344 0.73 0.21
ER(+), PR(+), Nvirokcsomé (—),N = 228 0.97 0.93
ER(-), PR(-), N = 298 1.23 0.41
ER(-), PR(~), Nvirokcsomé (+),N = 127 1.35 0.34
ER(—), PR(—), Nyirokcsomé (—),N = 167 1.07 0.87
ER(-), PR(-), HER2(-),N = 198 1.25 0.49
Bazalis altipus, N = 618 0.72 0.046
Luminalis A, N = 1933 0.71 0.0061
Luminalis B, N = 1149 0.77 0.089
ER(+), HER2(+), N = 156 1.34 0.51
ER(-), HER2(+), N = 96 1.5 0.25

5. tablazat A CAR, TGRS, NRF2, KEAP1, iNOS, nNOS és NOX4 expresszio és az emlddaganatos betegek
tulélése kozotti osszefiiggés

Az CAR, TGRS, NRF2, KEAPI, iNOS, nNOS és NOX4 expresszio az emlédaganatos betegek tlélési aranyara
kifejtett hatasat egy nyiltan elérheté adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) hasznalataval vizsgaltuk. A
tablazatban feltiintetett adatok az eltéré emlérak szubpopulaciokba sorolt eseteket és az Gsszes esetet is mutatjak.
A félkovér betiikkel szedett szamok statisztikailag szignifikans adatokat jelentenek, ahol p <0,05.

Roviditések: CAR (konstitutiv androsztan receptor), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), NRF2 (nuclear
factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), iNOS (indukalhaté nitrogén-monoxid
szintaz), NNOS (neuronalis nitrogén-monoxid szintaz), NOX4 (NADPH oxidaz 4), ER (6sztrogén receptor), HR

(Veszélyességi arany), PR (progeszteron receptor), HER2 (human epidermalis novekedési faktor receptor)
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Tulélési id6 (hénap)

HR
0 50 100 150 200 250
CAR alacsony 1998 1154 486 124 10 2 0.7
207007_at magas 1953 1365 589 117 17 1 (0.63-0.79)
TGR5 alacsony 58 41 13 1 0.41
1552501_a_at magas 50 44 15 4 (0.13-1.3)
= NRF2 alacsony 1977 1368 624 145 11 0 1.23
E_ g 201146_at magas 1974 1151 451 96 16 3 (1.1-1.37)
g % KEAP1 alacsony 1978 1181 513 131 17 2 0.84
En 5 202417_at magas 1973 1338 562 110 10 1 (0.75-0.93)
S ﬁ iNOS alacsony 1993 1154 446 107 14 2 0.72
g % 210037 s at  magas 1958 1365 629 134 13 1 (0.65-0.81)
:5 5 nNOS alacsony 1981 1128 454 114 14 3 0.71
> 207309_at magas 1970 1391 621 127 13 0 (0.64-0.79)
nNOS alacsony 2016 1185 470 112 15 2 0.8
207310 s at  magas 1935 1334 605 129 12 1 (0.71-0.89)
NOX4 alacsony 885 464 145 32 6 1 0.75
236843 _at magas 879 513 200 36 4 1 (0.64-0.88)
CAR alacsony 1561 1024 443 114 12 3 0.81
207007_at magas 1521 1092 476 87 10 0 (0.71-0.92)
TGR5 alacsony 628 382 149 25 5 1 1
1552501_a_at magas 620 399 139 35 5 1 (0.83-1.22)
g NRF2 alacsony 1541 1132 525 113 6 0 1.27
g 201146_at magas 1541 984 394 88 16 3 (1.12-1.44)
g KEAP1 alacsony 1544 1011 448 106 14 2 0.89
a-: g 202417 _at magas 1538 1105 471 95 8 1 (0.78-1.01)
w 5;’1 iNOS alacsony 1543 995 393 97 14 2 0.8
% 210037_s_at magas 1539 1121 526 104 8 1 (0.71-0.91)
2 nNOS alacsony 1544 986 407 105 17 3 0.77
> 207309 _at magas 1538 1130 512 9% 5 0 (0.68-0.88)
nNOS alacsony 1561 1013 409 101 12 2 0.84
207310_s_at magas 1521 1103 510 100 10 1 (0.74-0.96)
NOX4 alacsony 639 387 129 28 6 1 0.7
236843_at magas 609 394 159 32 4 1 (0.57-0.85)
CAR alacsony 99 42 13 11 0 0.93
207007_at magas 99 4 6 0 (0.57-1.51)
TGR5 alacsony 64 30 8 1 0 0.9
1552501 a_at  magas 62 29 9 1 0 (0.48-1.68)
- g NRF2 a|acsony 99 41 5 11 0 0.9
2 E 201146_at magas 99 4 14 0 (0.55-1.45)
E B KEAP1 alacsony 99 44 12 20 0 1.07
= g 202417 _at magas 99 39 7 0 (0.66-1.73)
q;»” EN’ iNOS alacsony 99 44 15 1 0 0.8
= % 210037_s_at magas 99 39 4 1 0 (0.49-1.3)
E 2 nNOS alacsony 100 44 16 1 0 1.77
> 207309_at magas 98 39 3 1 0 (0.72-1.9)
nNOS alacsony 102 51 14 2 0 1.44
207310_s at magas 96 32 5 0 0 (0.89-2.35)
NOX4 alacsony 64 30 8 2 0 1.25
236843 _at magas 62 29 9 0 0 (0.66-2.35)

6. tablazat Numerikus értékek a kmplot adatbazisbol szarmazo6 adatok elemzéshez
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6.2. A dezoxikolsav hatasa hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekre

Kutatocsoportunk vizsgalja a bakteridlis metabolitok hatasait mas, nagy populacidt érintd
agressziv daganattipusokban is. Tobbek kozott vizsgaltuk egy masik masodlagos epesav, a
dezoxikdlsav (DCA) hatasait a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben. A daganatok
klasszikus jellemvonasainak (cancer hallmarks) vizsgalatan keresztiil azt tanulmanyozzuk,
hogyan hat a DCA a daganatsejtek miikodésére. Elsésorban az EMT folyamatara, az oxidativ

stresszre, az dssejtszertiségre €s a mitokondridlis aktivitasra gyakorolt hatasokra fokuszaltunk.

6.2.1. A dezoxikolsav csokkenti az EMT folyamatban szerepet jatszo gének expressziojat

és a sejtek invazios képességét

Els6ként az EMT folyamatban szerepet jatszo epitelialis és mezenchimalis markergének mRNS

¢és fehérje szintli kifejez0dését vizsgaltuk meg a DCA kezelés hatasara. A kisérleteinkben

crer

szérumban [128]. A DCA kezelés csokkentette a mezenchimalis gének, TCF7L2, WNT5B, B-
CATENIN, TWISTI ¢és SNAIL, mRNS expressziojat a CAPAN-2 human hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben (22.A éabra).

Kimutattuk, hogy DCA hatasara szignifikdnsan csokkent a SLUG fehérje szintje a
BXxPC-3 sejtekben. Az epitelialis markerek vizsgalata soran az talaltuk, hogy a DCA kezelés
szignifikdnsan emelte a ZO-1 és E-CADHERIN fehérje szintjét a BxPC-3 sejtekben, tovabba a
CLAUDIN-1 epitelidlis adhézios fehérje, amelynek expresszids csokkenése jobb tuléléssel
parosul, csokkent expressziot mutatott DCA kezelés hatasara CAPAN-2 sejtekben (22.B abra).
DCA kezelés szignifikansan csokkentette a CAPAN-2 sejtek invazios képességét a kontroll
mintahoz képest (22.C abra).

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a DCA gatolhatja az EMT folyamatat a
hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben az EMT folyamatban kulcsfontossagu gének

expressziojanak €s a sejtek invazios képességének a csokkentésén keresztiil.
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22. abra A DCA Kkezelés csokkenti az EMT markerek expressziojat és a sejtek invazios képességét

A CAPAN-2 és BxPC-3 sejteket DCA-val kezeltiik (0,7 uM) 48 6ran keresztiil. (A) Az EMT folyamataban
Szerepet jatszo gének, TCF7L2, WNT5B, B-CATENIN, TWIST1, SNAIL, mRNS expresszios szintjét RT-gPCR
segitségével hataroztuk meg a CAPAN-2 sejtekben (n=3). (B) Az EMT-ben részt vevd fehérjék (mezenchimalis:
B-CATENIN, SNAIL, SLUG és CLAUDIN-1; epitelialis: ZO-1 és E-CADHERIN) kifejez6dését Western blot
modszer segitségével vizsgaltuk (n=3, bal oldali panelek: reprezentativ abrak, jobb oldali panelek: a Western blot
eredmények denzitometriai elemzése). (C) A CAPAN-2 sejteket 48 oran keresztiil 0,7 uM DCA-val kezeltiik, és
a sejtek invazios képességét Corning Matrigel invazios kamra segitségével vizsgaltuk meg (n=3). Az adatokat
atlag + SEM formaban adtuk meg A * és ** statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és a DCA-val kezelt
csoportok kozott, ahol p <0,05 és p <0,01.

Roviditések: DCA (dezoxikolsav), DMSO (dimetil-szulfoxid), ZO-1 (zona occludens 1), SNAIL (family
transcriptional repressor 1), SLUG (snail family transcriptional repressor 2), TCF7L2 (transzkripcios faktor 7-like
2), TWIST1 (twist family BHLH transzkripcios faktor 1), WNTS5B (Wnt family 5B)
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6.2.2. A dezoxikolsav oxidativ-nitrozativ stresszt indukal a hasnyalmirigy

adenokarcinoma sejtekben

A sejtek redox allapotanak tanulmanyozasahoz néhany oxidativ-nitrozativ stressz marker
kifejez6dését kovettiik nyomon. A nitrogén-monoxid termelésért felelés iNOS fehérje szintje
emelkedett a CAPAN-2 és BxPC-3 sejtekben a DCA kezelést kovetden (23.A abra). Az
emelkedett iNOS expresszio kovetkezménye lehet egy fokozott ONOO™ termelédés, ami a
szuperoxid és a nitrogén monoxid reakcidjaban keletkezik. A nitrotirozin képzddése a
fehérjékben egy peroxinitrit altal kozvetitett fehérjemodositds. A DCA kezelés hatdsara
emelkedett a nitrotirozin szintet mutattunk ki a CAPAN-2 sejtekben (23.B abra). Tovabba, a
DCA emelte a lipidperoxidacié mértékét, amelyet a 4HNE-fehérje adduktumok szintjének
emelkedésével igazoltunk (23.C abra).
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23. abra A DCA emeli az oxidativ/ nitrozativ stressz markerek szintjét a CAPAN-2 hasnyalmirigy
adenokarcinéma sejtekben

A CAPAN-2 és BxPC-3 sejteket 48 oran keresztiil DCA-val (0,7 uM) kezeltiik. (A) Az iNOS fehérje szintjét (n=4,
fels panelek: reprezentativ Western blot abra, alsé panelek: fiiggetlen kisérletek Western blot eredményeinek
denzitometriai elemzése), valamint a (B) Nitrotirozin és (C) 4HNE mennyiségét Western blot modszerrel
vizsgaltuk. Az adatokat atlag = SEM formaban adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és a
DCA-val kezelt csoportok k6zott, ahol p <0,05. A Nitrotirozin és 4HNE esetében a harom fiiggetlen kisérletben
hasonlé eredményeket kaptunk.

Roviditések: DCA (dezoxikolsav), DMSO (dimetil-szulfoxid), 4HNE (4-hidroxinonenal), iNOS (indukalhato
nitrogén-monoxid szintdz)

6.2.3. A dezoxikdlsav emeli a mitokondrialis aktivitast a hasnyalmirigy adenokarcinoma

sejtekben

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a DCA kezelés befolyéasolja-e a sejtek anyagcseréjét. Seahorse
analizissel egyidejlileg megtudtuk hatdrozni a mitokondriélis oxidacid és glikolizis mértékét a
sejtekben. Kimutattuk, hogy a DCA kezelés fokozza a bazalis 1égzést (baseline OCR) a
CAPANS-2 sejtekben. A zsirsav oxidacio (etomoxir- érzékeny 1égzés) és a gliikoznak vagy
aminosavnak tulajdonitott oxidaci6 (etomoxir- rezisztens 1égzés) szintén fokozodott a DCA
kezelés hatasara. A DCA jelentdsen novelte az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kotott 1égzést
¢s az oligomycin-rezisztens 1égzést is, ami a mitokondriumok belsé membranjan keresztiil
torténd protoncsorgast jelzi (24.A abra). Ezenkiviil a DCA indukalta a glikolizist (ECAR) is a
CAPAN-2 sejtekben (24.B abra). Az OCR/ECAR arany nem valtozott (24.C abra), ami arra
utal, hogy a sejtek a DCA kezelést kovetden hipermetabolikusakka vélnak.
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24. abra A DCA fokozza a mitokondrialis aktivitist a CAPAN-2 hasnyalmirigy adenokarcinéma
sejtekben

A CAPAN-2 sejteket DCA-val (0,7 uM) kezeltiik 48 oran keresztiil, majd a (A) mitokondrialis oxigénfogyasztas
és a (B) glikolizis mértékét Seahorse XF96 oximéter segitségével hatiroztuk meg (n=3). Az A és B panelek elsé
része egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatja, a masodik panel harom fliggetlen kisérlet fold change értékeit
mutatja. (C) A mitokondriélis oxidacio és a glikolitikus fluxus aranyat az OCR/ECAR arany tiikr6zi. Az adatokat
atlag + SEM formaban adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és a DCA-val kezelt csoportok
kozott, ahol p <0,05.

Roviditések: DCA (dezoxikolsav), DMSO (dimetil-szulfoxid), OCR (oxigénfogyasztasi rata); ECAR
(extracellularis savasodasi rata)

6.2.4. A dezoxikolsav csokkenti az dssejtszeriiséget

Az ALDHI1 egy 0Ossejt marker szamos daganatban [198], beleértve a hasnyalmirigy
adenokarcinomat is [199]. DCA kezelést kovetden Aldefluor assay segitségével megmeértiik az
ALDHI aktivitasat a CAPAN-2 sejtekben. A DCA szignifikansan csokkentette az ALDH1
pozitiv CAPAN-2 sejtek szamat (25.A &abra). Tovabba, Western blot vizsgalatok soran
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kimutattuk, hogy a DCA csokkenti az ALDHI1 fehérje szintjét is a sejtekben (25.B abra). Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a DCA csokkentheti a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtek

Ossejtszeriiségét.
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25. abra A DCA csokkenti az ALDH1 aktivitasat és expressziojat a CAPAN-2 hasnydlmirigy
adenokarcinéma sejtekben

A CAPANS-2 sejteket DCA-val (0,7 uM) kezeltiik 48 6ran keresztiil. (A) A DCA kezelést kovetéen az ALDH1
aktivitisanak a mérésére a sejtekben Aldefluor assay-t hasznaltunk és az ALDH1 pozitiv sejteket aramlasi
citométer segitségével detektaltuk. A kisérletek soran harom technikai parhuzamossal dolgoztunk (n=3). (B) Az
ALDHI1 fehérje expressziojat Western blot modszerrel vizsgaltuk (n=3, fels6 panel: reprezentativ abra, alsé panel:
fuggetlen kisérletekbdl szarmazod Western blottok denzitometriai elemzése). Az adatokat atlag + SEM formaban
adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciat mutat a kontroll és a DCA-val kezelt csoportok k6zott, ahol p <0,05.
Roviditések: DMSO (dimetil-szulfoxid), DCA (dezoxikolsav), ALDHI (aldehid-dehidrogenaz 1)
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7. MEGBESZELES

Ma mar nagy mennyiségii adattal rendelkeziink arrdl, hogy a mikrobiom diszbidzisa soran
jelentkezd koros folyamatok kapcsolatban allnak a tumoros korképek kialakuldsaval és a
tumorprogresszioval. Human székletmintdk vizsgalata sordn megéllapitottdk, hogy az
egészséges egyének mintaihoz képest az emlétumoros betegek mintaiban nagymértékben
megvaltozott a mikrobiom Osszetétele és csokkent a baktériumok fajgazdagsaga [93]. A
mikrobiom Osszetételében nemcsak az egészséges €s a daganatos betegek kozott vannak
valtozasok, hanem az emlddaganat kiilonb6z0 stadiumai kozott is talaltak eltéréseket a
mikrobiom Osszetételében. [200,201]. Emellett az emld sajat mikrobiomja is képes
onkobiotikus atalakulasra [202]. Hasnyalmirigy daganatokkal kapcsolt mikrobiom vizsgalatok
soran a gasztrointesztinalis régid [107], a szajiireg [108], a hasnyalmirigy [109], valamint a
széklet [110] esetében is megfigyeltek valtozasokat a diverzitasban, de egyelére nem tudjuk,
hogy pontosan hogyan valtozik meg a mikrobiom 0Osszetétele hasnyalmirigy
adenokarcindméban. Az emlddaganatok esetében megfigyelték, hogy a tartds antibiotikum
kezelésnek vald kitétel emelte a daganatos betegségek megjelenésének, illetve a kiujulasanak
az esélyét. A probiotikumok alkalmazasa csokkentette az emlddaganatok kialakuldsanak
kockazatat [65,203]. Ezzel ellentétben hasnyalmirigy adenokarcindma esetében kimutattak,
hogy a széles spektruml antibiotikum alkalmazéasa allatmodellekben csokkentheti a daganat
kialakulasanak a rizikdjat [204]. Ezen megfigyelések alapjan a mikrobiom normalis
diverzitasanak a megvaltozasa kapcsolatban allhat az emld- és hasnyalmirigy daganatok
kialakuldsaval és progresszidjaval.

A mikrobiom kozvetlen immunogén hatasa mellett szdmos daganatos megbetegedés
esetében, koztik az emld- és hasnyalmirigy adenokarcindmaban is leirtdk a mikrobiom
endokrinszerli funkcidjanak a jelentdségét. Szamos, a mikrobiom 4altal eldallitott metabolitot
azonositottak, amelyek képesek pro- vagy antikarcinogén hatdsok kifejtésével befolyasolni a
tumorsejtek viselkedését. Emlédaganatok esetében tobb tanulmany igazolja, hogy a bakterialis
metabolitok, a litokolsav, a kadaverin, az indoxil szulfat és az indolpropansav antineoplasztikus
hatasok indukalasara képesek [16,18-21]. A mikrobialis diverzitas csokkenése mellett ezeknek
az antiproliferativ metabolitoknak a termelése is csokken az emlddaganatos betegekben
[16,18]. Emellett a hasnyalmirigy adenokarcindéma és a mikrobialis metabolitok kapcsolatat

célzo vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a mikrobiom anyagcseréje soran képz6ddé masodlagos
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epesavak, mint az LCA ¢és az UDCA citosztatikus hatdstiak a hasnyalmirigy

adenokarcinomaban [17,101,118].

7.1. Alitokolsav szerepe emlédaganatokban

A mikrobiom diverzitasdnak a csokkenésével Osszefliggden az antineoplasztikus hatdsu
metabolitok termelése is csokken az emldrakos betegeknél [16,18]. Vizsgdlataink sordn
kimutattuk, hogy az LCA altal indukalt oxidativ stressz az NRF2 expressziojanak a
csokkenésén, valamint kiilonb6zo prooxidans fehérjék expresszidjanak a fokozodasan keresztiil
valosul meg. Mas szoval, az LCA altal kivaltott oxidativ €s nitrozativ stressz novekedése a
prooxidans és antioxidans rendszerek kozotti egyensuly eltolddasabol fakad.

A ROS és RNI fokozott termelédésének elsddleges szerepe van az emlédaganatsejtek
medialt utvonalakon keresztiil képes az LCA gatolni az EMT folyamatat, valamint befolyésolni
a daganatsejtek metabolizmusat [201]. Sajat kisérleteinkben igazoltuk, hogy az LCA-okozta
emelkedett oxidativ stressz vezet az emlédaganatsejtek ndvekedésének gatlasdhoz, viszont nem
tudtuk igazolni azt, hogy az emelkedett oxidativ stressz EMT gatlasdhoz és a metabolikus
folyamatok atrendezddéséhez vezet. Ennek egyik lehetséges oka, hogy az altalunk hasznalt
modellben a szabadgyokok mennyiségének a novekedése elmaradt az emlitett tanulmanyban
leirtakhoz képest [201]. Kimutattuk, hogy az LCA altal kivaltott oxidativ stressz valaszokat a
TGRS és a CAR receptorok kozvetitik az emlddaganatban. Az oxidativ stressz szerepe az
emldrakban Gsszetett, mivel a tartds fokozott oxidativ stressz prokarcinogén, mig a mérsékelt
oxidativ stressz citosztatikus hatast fejt ki [202,203,204].

Vizsgalatunkban az oxidativ stressz markerek és a prooxidans gének magasabb
expresszioja alacsony stadiumu, alacsony gradusu, valamint a nem TNBC esetekkel voltak
tarsithatoak. Ugyanakkor a késdbbi stddiumba, magasabb gradusba sorolt, illetve a TNBC
esetekben a prooxidans gének és az oxidativ stressz markerek kifejez6dése csokkenést mutatott.
Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy az LCA-TGRb5-oxidativ stressz utvonal protektiv
funkcioval bir az emlddaganatban, ezen utvonal génjeinek elvesztése rossz klinikai
prognoézissal tarsul. Ezzel a megfigyeléssel megegyezden a fokozott CAR expresszid jobb
tuléléssel parosult, ami a TNBC esetekben nem jelentkezett. Eredményeink alatamasztjak az
oxidativ stressz jotékony, citosztatikus hatasat. Sajat eredményeink jol korrelalnak egy masik

vizsgalat eredményével, ami megallapitotta, hogy a DNS-kéarosodas és az ennek eredményeként
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felhalmoz6do mutaciok miatt fokozodo oxidativ stressz az emldrak kialakulasanak kockazati
tényezdjét jelenti, addig a fokozott lipidperoxidéaci6 hosszabb taléléssel korreldl [205].

Emldédaganatos betegek esetében az NRF2 magas expresszidja kedvezdtlen
prognosztikai tényezd a daganat kigjuldsanak és a betegségmentes tulélésnek a tekintetében
[206]. Az NRF2 ¢és a KEAPI génekben vannak olyan nukleotid polimorfizmusok, amelyek
befolyasolhatjdk a fehérje expresszidjat. A magasabb NRF2 vagy alacsonyabb KEAP1
expresszioval jard polimorfizmusok rosszabb klinikai kimenetellel jarnak egyiitt [207,208],
tovabba az alacsony NRF2 expresszios szint bizonyitottan erdsiti a kemoterapias szerek
hatékonysagat [209,210].

Az altalunk elemzett adatokbdl kideriil, hogy az 6sztrogén ¢és HER2 altali jelatvitel
befolyasolja az LCA éltal indukalt utvonalak aktivitasat. Az ER+/HER2, valamint HER2
esetekben magasabb TGRS, iINOS és 4HNE expresszios szintet figyeltiink meg a TNBC
esetekhez képest. Ez a tendencia hasonlé a kadaverin receptoraként azonositott trace-amin
kapcsolt receptorok (TAAR) soran tett megallapitasokhoz [16]. Bar az ER+/HER2 tipusu
daganatokban nem sikeriilt tisztdzni az LCA fokozott hatékonysadganak molekularis
mechanizmusat, mas tanulmanyok alatamasztottdak a HER2 jelatviteli Gtvonal fontossagat,
példaul annak a ténynek a megallapitasaval, hogy a HER2 jelatvitel indukalja az iNOS
expressziot és csokkenti a sejtproliferaciot [211].

A gasztrointesztinalis mikrobiom diverzitasa és ezzel parhuzamosan a citosztatikus
hatast LCA szérumban mért szintje is csOkkenést mutat emlédaganatos megbetegedések
esetében [18,93]. Az LCA alacsony szérum koncentracidja jol korreldl a daganatos sejtek
magasabb proliferacios ratajaval [212]. A mikrobiom diszbidzisa, valamint az emlddaganatok
kozotti Osszefliggést szamos tanulméany bizonyitja, amelyek szerint az antibiotikum kezelés
noveli az emlérak kialakulasanak esélyét [211,213,214]. Emellett kimutattuk, hogy az
elsddleges epesavak, mint a CA és CDCA kevésbé hatékonyan indukéltak citosztazist
emlodaganatban, mint az LCA. A fenti adatok alapjan elmondhat6, hogy a mikrobiom
biomasszajanak a csokkenése az LCA mennyiségének a csokkenését vonja maga utan, igy
csokkentve az LCA 4ltal kifejtett citosztatikus folyamatok hatékonysagat.

Korabban tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az LCA a TGRS receptoron csokkenti az
emlddaganatsejtek agresszivitasat [18]. Jelen vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az LCA
egészséges egyénekben a TGRS fizioldgias ligandja, valamint azt, hogy emlédaganatos betegek
esetében a TGRS expressziodja és aktivacidja protektiv tényezd lehet. Emellett az LCA hatasait
kozvetitd alternativ receptorként azonositottuk a CAR receptort. A TGRS magas expresszios

szintj¢hez hasonléan a CAR emelkedett expresszidja is kedvezdbb tulélési esélyekkel tarsult.
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Jelen eredményeink alapjan sikeriilt kimutatunk, hogy a mikrobiom metabolitja, az LCA
masodlagos epesav oxidativ és nitrozativ stresszt indukal a pro- és antioxidans rendszerek
kozotti egyenstly megbomlasaval az emlddaganatos betegekben. Az LCA hormonszerii
hatasok kifejtésére képes, mivel a termelddési helyétdl tavol esé emlddaganatok tulajdonsagait
képes befolyasolni. Megallapitottuk, hogy az LCA-TGRS jelatviteli utvonal résztvevdinek
alacsonyabb expresszidja és aktivitasa az emlérak rosszabb klinikai kimenetelével tarsul. Ezen
eredmények alapjan a TGRS5/CAR jelatviteli ut, valamint oxidativ stressz célzott kezelése uj

lehetdséget teremthet az emlddaganatok gyogyitasaban.
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CDCA

Gasztrointesztinalis
mikrobiom

TGRS5/CAR

Prooxidansok Antioxidansok
NOX4, iNOS NRF2, GPX3

Oxidativ/ nitrozativ stressz
Lipidperoxidaciod
ONOO-termelodés

Antineoplasztikus hatdsok

26. abra A litokolsav altal indukalt hatasok 6sszefoglalasa

A gasztrointesztinalis mikrobiom metabolizmusa soran szintetizaldoddo LCA a szisztémas keringésbe jutva képes
befolyasolni a termel8dési helyétél tavol esé emlédaganatsejtek tulajdonsagait. Az LCA a TGRS és CAR
receptorokon keresztiil az anti- és prooxidansok kozotti egyensuly modulalasa révén képes fokozni az oxidativ és
nitrozativ stressz szintjét a daganatsejtekben. Ezen folyamatnak kdszonhetden az LCA antineoplasztikus hatast
fejt ki az emlétumorsejtekben.

Roviditések: CDCA (kenodezoxikolsav), LCA (litokdlsav), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), CAR
(konstitutiv androsztan receptor), NOX4 (NADPH oxidaz 4), iNOS (indukalhat6é nitrogén-monoxid szintaz),
NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), GPX3 (glutation-peroxidaz 3), ONOO (peroxinitrit)
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7.2. A dezoxikolsav szerepe hasnyalmirigy daganatokban

Kutatasunk masodik felében a DCA masodlagos epesav hatasait vizsgaltuk hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekre. Hasnyalmirigy daganatok vizsgalata soran az epesavak szintje
emelkedett volt az epében egészséges egyénekéhez képest [129], ami befolyasolja a
hasnyalmirigy adenokarcinoma kockdzati tényezdit. Tekintettel a huméan emésztérendszerben
a hasnyalmirigy adenokarcindmaban széles korben elterjedt onkobiozisra, a bakterialis
metabolitok jelatvitelének értéke megnd, mivel ezen metabolitok szintjének valtozasai akar
tavolrdl is befolyasoljak a tumorok viselkedését.

A DCA tumorsejtekre gyakorolt hatasa nagyfoku eltérést mutat az egyes daganat
tipusokban. A DCA a TGR5 receptoron keresztiil képes az EGFR, a MAPK ¢és a STAT3
jelatviteli utak aktivaldsara és igy tamogatja a tumorprogressziot a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben [129]. Egy masik tanulmanyban kimutattak, hogy a DCA malignus
atalakulast indukal a nyel6csé adenokarcindma Ossejtjeiben [205], tovabba a DCA alacsony
koncentracidban  elésegitette a  tumorsejtek  invazidjat  vastagbél- €s  nyeldcso
adenokarcinomakban [206—-208]. Ezzel ellentétben a DCA sejtmigraciot gatlo hatasat is leirtak
gyomorrakban [209], tovabba a DCA gatolta a sejtproliferaciot epehodlyag- [210] és
gyomordaganatokban [211]. Emellett a DCA apoptézist indukalt vastagbél- [212], petefészek-
[213], gyomordaganatokban [214].

Disszertaciom masodik részében arra kerestiik a valaszt, hogy a DCA szérum referencia
koncentracioban alkalmazva (0,7 uM), hogyan képes befolyasolni a tumorsejtekre jellemzd
tulajdonsagokat human hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a DCA kezelés gatolja az EMT folyamatait, csokkenti a
daganatsejtek Ossejtszertiségét, fokozza az oxidativ és nitrozativ stressz szintjét, valamint a
daganatsejteket hipermetabolikussa teszi a human hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben.
Ezek a hatasok egyarant magukba foglalnak pro- és antikarcinogén hatasokat is. A
daganatsejtekre jellemz6 Warburg-tipusua metabolikus atrendez6dés soran a daganatsejtek
hipermetabolikussa valnak és még megfelel6 mennyiségli oxigén jelenlétében is a glikolizis
alapl energiatermelést részesitik elényben. A DCA indukalta a mitokondridlis oxidaciodt,
beleértve a sejtlégzés valamennyi elemét, mint példaul az oligomycin-érzékeny és rezisztens
1égzést, az etomoxir-érzékeny és rezisztens l1égzést, valamint a glikolitikus fluxust. Ennek
ellenére mitokondridlis oxidacio és a glikolizis egymashoz viszonyitott aranya nem valtozott a
DCA kezelés hatasara, ami arra utal, hogy a sejtek hipermetabolikussa valtak, de sem a

mitokondrialis oxidécio, sem pedig a glikolizis folyamata nem domindns. A hasnyalmirigy
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adenokarcinomaban a megnovekedett mitokondrialis oxidacio és a fokozott glikolitikus
aktivitas 0sszefliggésbe hozhato a kemorezisztencia kialakulasaval, valamint a daganatos sejtek
talélésével [215,216].

Tovéabbi vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy a DCA csokkentette a
mezenchimalis morfologiara jellemzd markerek kifejezodését és ezzel parhuzamosan fokozta
az epitelidlis morfologiara jellemzd markerek expresszids szintjét. Ezzel Osszefiiggésben
megallapitottuk, hogy az ALDHI1 daganatdssejt marker csokkent expressziot mutat DCA
kezelést kovetden. Ezen eredményekbdl arra kovetkezettiink, hogy a DCA képes lehet gatolni
az EMT folyamatait, valamint csokkenteni az Ossejtszeriséget a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben.

Tobb mikrobidlis metabolitrol bizonyosodott be, hogy az oxidativ és nitrozativ stressz
indukcidjan keresztiil antineoplasztikus hatast fejthetnek ki [16,18,19]. Kisérleteink soran
megfigyeltiik, hogy a DCA fokozta a 4HNE termelddését, valamint emelte a nitrotirozin
mennyiségét, amelyekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a sejtekben emelkedett az oxidativ és
nitrozativ stressz szintje.

Kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a DCA pro- és antineoplasztikus hatasok
kivaltasara egyarant képes. Tovabba megallapitottuk, hogy a DCA szubmikromolaris
koncentracioban is meg0rzi bioldgiai aktivitasat, bar a hatasok kisebbek a korabbi vizsgalatok
altal kimutatott magas mikromolaris koncentraciok hatasaihoz képest.

Az elézbekben leirtak alapjan ugy gondoljuk, hogy a mikrobiom metabolitja a DCA
képes modulalni a daganatos sejtekre jellemz6 tulajdonsagokat és ezaltal befolyasolhatja a
hasnyalmirigy adenokarcindma progresszidjat, igy teremtve lehetdséget Uj terapids eljarasok

kialakitasaban.
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Gasztrointesztinalis
mikrobiom

1 3

* EMT gatléasa Hipermetabolikus anyagcsere

* Ossejtszerliség csokkentése indukcioja
e Oxidativ/ Nitrozativ stressz fokozasa

Antineoplasztikus hatasok Pro-neoplasztikus hatés

27. abra A dezoxikoélsav altal indukalt hatasok osszefoglalasa

A gasztrointesztinalis mikrobiom metabolizmusa soran szintetizalodo DCA a szisztémas keringésbe jutva képes
befolyasolni a hasnyalmirigy adenokarcindoma sejtek tulajdonsagait. Az DCA a TGRS receptorok keresztiil az
képes volt gatolni az EMT folyamatait, fokozni az oxidativ és nitrozativ stressz szintjét, illetve csokkenteni az
Ossejtszeriiséget a daganatsejtekben. Emellett a DCA a sejtek anyagcserefolyamatainak a modulalasaval
hipermetabolikus anyagcser indukcidjat okozta. Ezen folyamatnak kdszonhetden az DCA egyarant anti- és
proneoplasztikus hatasokat fejt ki a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben.

Roviditések: CA (kolsav), DCA (dezoxikolsav), TGRS (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor)
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8. OSSZEFOGLALAS

Az emberi testben nagy mennyiségi mikroorganizmus talalhat6, melynek
genomkészletét human mikrobiomnak neveziink. A mikrobiom diverzitasat nagy mértékben
befolyasoljak kiillonbozo kiilsé (taplalkozas, higiénia, stressz) és belsd (életkor, genetika)
tényezok. Ugyanakkor mikrobiom az anyagcseréje soran szamos metabolitot szintetizal,
amelyek hatadssal lehetnek a  gazdaszervezet energiahaztartasdra, valamit az
immunrendszerének a mikodésére. A mikrobiom Osszetételében bekodvetkezd valtozasok
Osszefliggést mutatnak szamos patologids folyamattal, koztiik a neoplasztikus betegségek
kialakulaséval.

A gasztrointesztindlis mikrobiom hatdsara kialakulé madésodlagos epesavak, mint
mikrobidlis metabolitok a szisztémas keringésen keresztiil képesek eljutni a szervezet tavoli
pontjaira és hormonszer(i hatasokkal modulalni a tumoros sejtek tulajdonsagait. Ezaltal a
masodlagos epesavak képesek megteremteni a kapcsolatot a mikrobiom és a daganatok kozott.

A litokolsav (LCA) masodlagos epesav hatdsait vizsgalva emldtumor sejtekben
megallapitottuk, hogy az LCA a hatasait a TGRS illetve CAR éltal kozvetitett szignalizacios
utvonalakon keresztiil képes tumorsejteket modulald hatasainak a kozvetitésére. Kimutattuk,
hogy az LCA az NRF2 gitlasan keresztiil fokozta az oxidativ nitrozativ stressz szintjét az
emlétumor sejtekben. TMA vizsgélatok soran megfigyeltiik, hogy az emlddaganat korai
szakaszaban 1évé betegekben fokozottabb volt az LCA indukdlt TGRS-NRF2-
oxidativ/nitrozativ stressz Utvonal résztvevoinek a kifejezddése a késoéi fazisokhoz képest,
amely esetek rosszabb prognozissal tarsulnak.

A dezoxikolsav (DCA) masodlagos epesav hatdsait vizsgdlva hasnyalmirigy-
daganatsejtekben megallapitottuk, hogy hogy a DCA a mezenchimalis markergének
expressziojanak a csokkentésével, valamint az epitelidlis markergének expressziojanak a
fokozasaval gatolta az EMT folyamatat, valamint a DCA hatasara csokkent a daganatsejtek
migracios képessége. A DCA emellett csokkentette az ALDH1 &ssejtmarker kifejezédését,
valamint a DCA hataséara a hasnyalmirigy-daganatsejtek hipermetabolikussa valtak.

Eddigi megfigyeléseink soran megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 masodlagos epesavak
masképpen hatnak az egyes daganatokban. Az LCA antineoplasztikus hatést fejt ki az eml6- és
hasnyalmirigy daganatban, de a hatés kiilonb6z6 receptorokon keresztiil valésul meg. A DCA
nem hat az emlddaganatokban, mig a hasnyalmirigy daganatban kevert hatdsat tudtunk

kimutatni.
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9. SUMMARY

The human body contains many microorganisms, the genome of which is called the
human microbiome. The diversity of the microbiome is strongly influenced by various external
(nutrition, hygiene, stress) and internal (age, genetics) factors. At the same time, the
microbiome synthesizes several metabolites during its metabolism, which can affect the energy
balance of the host and the functioning of its immune system. Changes in the composition of
the microbiome are associated with several pathological processes, including the development
of neoplastic diseases.

Secondary bile acids formed by the gastrointestinal microbiome, as microbial
metabolites, can reach distant sites in the body via the systemic circulation and modulate the
properties of tumor cells through hormonal effects. In this way, secondary bile acids can
establish a link between the microbiome and tumors.

By investigating the effects of lithocholic acid (LCA) secondary bile acid in breast tumor
cells, we found that LCA can mediate its effects through TGR5 or CAR-mediated signaling
pathways to modulate tumor cell effects. We showed that LCA enhanced oxidative nitrosative
stress levels in breast tumor cells through inhibition of NRF2. In TMA assays, we observed that
patients with early-stage breast tumors had increased expression of LCA-induced TGR5-NRF2
oxidative/nitrosative stress pathway participants compared to late-stage patients, which are
associated with a worse prognosis.

Examining the secondary bile acid effects of deoxycholic acid (DCA) in pancreatic tumor
cells, we found that DCA inhibited the EMT process by decreasing mesenchymal marker gene
expression and increasing epithelial marker gene expression, and that DCA reduced the
migratory ability of tumor cells. DCA also reduced the expression of the stem cell marker
ALDH1 and induced hypermetabolism of pancreatic tumor cells.

Our observations so far have shown that different secondary bile acids act differently in
different tumors. LCA exerts antineoplastic effects in mammary and pancreatic tumors, but the
effect is mediated through different receptors. DCA has no effect in breast tumors, whereas a

mixed effect in pancreatic tumors was detected.
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