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1. RÖVIDÍTÉSEK 

bai operon    epesav indukálható operon 

4HNE     4-hidroxinonenál 

ABTS     2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav 

BCA     bikinolinil-dikarbonsav 

BRCA1/2    emlőrák 1/2 gén 

BSH     epesav-hidroláz  

CA     kólsav 

CAR     konstitutív androsztán receptor 

CAT     kataláz 

CDCA     kenodezoxikólsav 

CDKN2A     ciklin dependens kináz inhibitor 2A 

CSC     daganatőssejt 

DAB     3,3′-Diaminobenzidin 

DCA     dezoxikólsav 

DNS     dezoxiribonukleinsav 

ECAR     extracelluláris savasodási ráta 

ECM     extracelluláris mátrix 

EDTA     etilén-diamin-tetraecetsav 

EGF     epidermális növekedési faktor 

EGFR     epidermális növekedési faktor receptor 

EMT     epiteliális-mezenchimális tranzíció 

ER     ösztrogén receptor 

FBS     hőinaktivált fötális marhaszérum 

FOLFIRINOX   Folinsav-Fluorouracil-Irinotecan-Oxaliplatin 

FOLFOX    Folinsav acid-Fluorouracil–Oxaliplatin 

FXR     farnezoid X receptor 

GCLC     glutamát-cisztein ligáz katalitikus alegység 

GPX2-3     glutation-peroxidáz 2-3 

GR     glutation-reduktáz 

GSH     redukált glutation 

GSSG     glutation diszulfid 



H2O2     hidrogén-peroxid 

HER2     humán epidermális növekedési faktor receptor 

HMOX1    hemoxigenáz 1 

HR     veszélyességi arány 

HSDH     hidroxiszteroid-dehidrogenáz 

iNOS     indukálható nitrogén-monoxid szintáz 

KEAP1    Kelch-like ECH-associated protein 1 

KRAS     Kirsten rat sarcoma vírus gén 

LCA     litokólsav 

LPS     lipopoliszacharid 

LXR     máj X receptor 

MD     patogén mentes 

MDA     malondialdehid 

MET     mezenchimális-epiteliális tranzíció 

mTOR     mammalian target of rapamycin 

Na3VO4    nátrium-vanadát 

NAC     N-acetil-cisztein 

NaF     nátrium-fluorid 

NF-kB     nukleáris faktor kappa-B 

nNOS     neuronális nitrogén-monoxid szintáz 

NO     nitrogén-monoxid 

NOS     reaktív nitrogén intermedierek 

NOX4     NADPH oxidáz 4 

NQO1     NAD(P)H kinon-dehidrogenáz 1 

NRF2     nuclear factor, erythroid 2-like 2 

O2•–     szuperoxid anion 

OCR     oxigénfogyasztási ráta 

OH•     hidroxil gyök 

ONOO-    peroxinitrit 

ORF     nyitott olvasási keret 

PAGE     poliakrilamid gélelektroforézis 

PBS     foszfát-puffer oldat 

PDAC     hasnyálmirigy duktális adenokarcinóma  

PMSF     fenil-metil-szulfonil-fluorid 



PR     progeszteron receptor 

PXR     pregnán X receptor 

qPCR     kvantitatív polimeráz láncreakció 

Rb     retinoblasztóma 

RNI     reaktív nitrogén intermedier 

RNS     ribonukleinsav 

ROS     reaktív oxigén formák 

RT     reverz transzkripció 

SDF-1     sztrómasejt eredetű faktor-1 

SDS     nátrium-dodecil-szulfát 

SLUG     snail család transzkripciós represszor-2 

SMAD4    SMAD Family Member 4 

SNAIL     snail család transzkripciós represszor-1 

SOD1-3    szuperoxid-dizmutáz 1-3 

SPF     specifikus patogén mentes környezet 

SRB     szulforodamin B 

TAAR     trace-amin kapcsolt receptorok 

TBA     tiobarbitursav 

TBARS    tiobarbitursav-reaktív termékek 

tBHQ     terc-butilhidrokinon 

TBS     tris pufferelt sóoldat 

TCA     triklór-ecetsav 

TGF-β     transzformáló növekedési faktor-β 

TGR5     Takeda G-fehérje kapcsolt receptor 

TLR     Toll-like receptor 

TMA     szöveti mikroarray 

TNBC     tripla negatív emlődaganat 

TNM     Tumor-Nódus-Metasztázis 

TWIST1    twist család BHLH transzkripciós faktor-1 

UDCA     urzodezoxikólsav 

VDR     vitamin D receptor 

VEGF-A    vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 

WHO     Egészségügyi Világszervezet 

WNT     wingless jelátviteli útvonal 



WNT5B     Wnt family 5B 

ZEB1     cink-ujj E-box kötő homeobox-1 

β-CATENIN    catenin beta-1 
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2. BEVEZETÉS 

Az emberi test külső felületét, valamint a nyálkahártyákkal borított belső felszíneit számos 

szimbionta, kommenzalista és patogén mikroorganizmus kolonizálja [1]. A vírusok, gombák és 

baktériumok alkotta rendszert humán mikrobióta néven ismerjük, valamint ezen 

mikroorganizmusok kollektív genomját humán mikrobiomnak hívjuk [2]. A humán mikrobióta 

jelenléte és diverzitása elengedhetetlen a szervezet egészségének megőrzéséhez és a 

homeosztázis fenntartásához. A mikrobióta összetétele nem állandó. A születéstől kezdődően a 

kor előrehaladtával folyamatosan érik és változik [3]. A gasztrointesztinális régió az egyik 

legnagyobb mértékben kolonizált szakasz a szervezetben. A bél mikrobiomja döntő szerepet 

játszik az immunválaszban, a viselkedésben, a kardiovaszkuláris funkciókban, az anyagcsere-

útvonalakban, a központi idegrendszer működésében, valamint szabályozza az endokrin 

funkciókat és védelmet nyújt a kórokozók túlszaporodásával szemben [4]. 

2.1. A mikrobiom szerepe a betegségek kialakulásában 

Mivel a mikrobiom nagyon változatos funkcióval bír, nem meglepő, hogy a betegségek széles 

skálájával hozzák összefüggésbe. A mikrobiom összetételében bekövetkező egyensúlyvesztést 

diszbiózisnak nevezzük. A legújabb tanulmányok rávilágítanak arra, hogy a mikrobiom 

összetételének vagy arányának a megváltozása és bizonyos bakteriális metabolitok 

mennyiségének a módosulása patofiziológiai folyamatok széles körét befolyásolja, az 

anyagcserezavarokon át a pszichiátriai betegségekig [5–7]. A daganatos kórképekkel társuló 

diszbiózist onkobiózis néven ismerjük. Ma már tudjuk, hogy az onkobiózis a daganatokra 

jellemző folyamatok támogatásával a bélben [8], húgyutakban és prosztatában [9], tüdőben 

[10], hasnyálmirigyben [11], gégében [12], bőrön [13], méhnyakban [14], és emlőben [15] is 

segítheti a tumorprogressziót. Bár a fent említett daganatos megbetegedések többsége a 

mikrobákkal közvetlenül érintkező szerveket érinti, a legújabb adatok arra utalnak, hogy a 

baktériumok a mikrobiomtól távoli szervekre is hatással lehetnek a mikrobiális metabolitokon 

keresztül. A mikrobiom által termelt metabolitok felszívódhatnak, így bekerülhetnek a 

szisztémás keringésbe, és biológiai hatásukat a szervezet távoli helyein is képesek kifejteni [16–

21]. A mikrobiom összetételében bekövetkező változások összefüggésbe hozhatóak olyan 

anyagcsere-betegségekkel (II.-es típusú cukorbetegség, elhízás) [22], amelyek bizonyos 

daganattípusok, köztük az emlőrák kockázati tényezői [23,24], ami tovább erősíti a bakteriális 
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metabolitok jelentőségét. A másodlagos epesavak [18,25], a rövid szénláncú zsírsavak [26], a 

kadaverin [15] az ösztrogén-származékok [27], valamint a triptofán eredetű metabolitok, mint 

az indolpropánsav [20] és az indoxil szulfát [21], bizonyítottan citosztatikus hatást gyakorolnak 

az emlődaganatokra, de azok a molekuláris mechanizmusok, amelyeken keresztül a bakteriális 

metabolitok kifejtik hatásukat, nagyrészt ismeretlenek. 

 

A disszertációm alapjául szolgáló közleményekben a másodlagos epesavak, mint bakteriális 

metabolitok szerepét tanulmányoztuk az emlő- és hasnyálmirigy daganatok patológiájában. 
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3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

3.1. A humán mikrobiom 

Minden élőlényben mikroorganizmusok komplex közösségei élnek, amelyek 

nélkülözhetetlenek a gazdaszervezet homeosztázisának a megőrzéséhez [28]. A baktériumok, 

gombák, protozoák és vírusok, valamint ezek kollektív genomjai alkotják a humán 

mikrobiomot [29,30]. A mikrobiom a gazdaszervezet élete során jelentős és dinamikus 

változásoknak van kitéve, amelyre számos tényező, többek között az életmód, az étrend, a 

környezeti behatások, a betegségek, az orvosi beavatkozások, a gyógyszerek szedése, a 

genetikai hátterünk és az immunrendszerünk mindennapi működése mind hatással vannak 

[31,32]. 

3.2. Az emésztőrendszeri mikrobióta 

Az embereknél a bélmikrobióta tartalmazza a legnagyobb mennyiségű mikroorganizmust és a 

legnagyobb fajszámot a test más részeihez viszonyítva. Több ezer mikroorganizmusból, köztük 

baktériumokból, vírusokból és néhány eukariótából áll, amelyek közvetlenül a születés után 

kolonizálják az emésztőrendszert [33,34]. A gasztrointesztinális rendszerben előforduló 

mikrobióta a teljes mikrobiom 90%-át teszi ki, az itt található baktériumok száma elérheti a 

1014-et [35]. Ezt megerősíti egy másik tanulmány, mely során egészséges emberi székletet 

vizsgálva, több mint 9,9 millió különböző bakteriális gént azonosítottak sikeresen [36]. A 

gasztrointesztinális szakaszon leggyakrabban előforduló baktériumok 90%-a a Bacteroides és 

Firmicutes törzsekhez tartoznak, de emellett kisebb mennyiségben jelen vannak még az 

Actinobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Proteobacteria, Tenericutes és Verrucomicrobia 

törzsek is [37]. A leggyakrabban előforduló nemzetségek pedig a Alistipes, Bacteroides, 

Bifidobacterium, Clostridium, Enterococcus, Eubacterium, Faecalibacterium, Lactobacillus, 

Peptococcus, Peptostreptococcus, Prevotella, Ruminococcus, Staphylococcus, Streptococcus, 

és Streptomyces nemzetségek [38,39]. 

A gasztrointesztinális mikrobióta számos jelentős funkcióval rendelkezik az emberi 

szervezetben [40]. Nagy szerepet játszik a gazdaszervezet homeosztázisának kialakításában. 

Aktív szerepet játszik a felvett táplálék emésztésében és a felszívódásában, befolyásolja a 
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szervezet energiafelhasználását és tárolását [41,42]. A mikrobiom szabályozza az immunsejtek 

érési folyamatát [43], valamint különböző antimikrobiális anyagok termelésével véd a patogén 

mikroorganizmusoktól és gátolja az allergiás reakciók kialakulását [44]. A bélflóra metabolikus 

aktivitása révén segít különböző vitaminok és enzimek előállításában [45]. Működése során 

számos ingerület átvivő anyagot termel, amelyek befolyásolják az agy-bél kommunikációt és 

ezáltal a gazdaszervezet mentális és neurológiai funkcióit [46]. 

A mikrobiom segíti az epesavak és a szterolok kialakulását, így szabályozva a zsírok 

emésztését és a koleszterinszintet a szervezetben [47]. Összefoglalva a bél mikrobióta nagy 

szerepet játszik a szervezeten belül zajló folyamatok szabályozásában, valamint a normál 

bélfiziológia és egészség fenntartásában [40] (1. ábra). 

A gasztrointesztinális szakaszon elhelyezkedő mikrobióta összetételét és működését 

számos tényező befolyásolja. Ilyen például az életkor, a gazdaszervezet genetikai háttere, a 

mindennapi stressz, a személyes higiénia, a táplálkozás minősége és a pro- és antibiotikumok 

alkalmazása. A bélmikrobióta-populáció zavara számos humán fertőzéssel, például gyulladásos 

bélbetegségekkel [48], elhízással és cukorbetegséggel [49], allergiával [50], autoimmun 

betegségekkel [51], illetve szív- és érrendszeri betegségekkel [52] hozható összefüggésbe. 

 

1. ábra A gazdaszervezt és mikrobiom közötti kapcsolat 

A gazdaszervezet és a mikrobiom kölcsönösen képesek befolyásolni egymás állapotát. A különböző külső és belső 

tényezők hatással vannak a mikrobiom összetételére és működésére. A mikrobiom összetételében bekövetkező 

egyensúlyvesztést diszbiózisnak, a tumoros transzformációval járó változást pedig onkobiózisnak nevezzük. A 
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mikrobiom működése során termelődő mikrobiális metabolitok képesek befolyásolni a tumorsejtek tulajdonságait 

[53]. 

3.3. Az emlődaganatok 

Az emlődaganat a világon a harmadik legyakoribb daganattípus, nők körében pedig az első 

helyen áll a daganatos megbetegedések között [54]. Az emlődaganatok kialakulásának száma 

nagyfokú eltérést mutat a különböző geográfiai és gazdasági régiókban. Megfigyelhető, hogy a 

fejlett országokban magasabb a betegség incidenciája [55]. Az emlőrák becsült, életkorral 

korrigált éves incidenciája Európában 2012-ben 94,2 volt 100.000 lakosra vetítve, amelyhez 

23,1 halálozás/100.000 fő életkorral korrigált éves halálozási arány társult [56]. Az Amerikai 

Egyesült Államokban az újonnan diagnosztizált invazív emlőrákos esetek számát 268.000-re, 

míg az újonnan diagnosztizált in situ esetek számát 62.930-ra becsülik. Ezekből az esetekből a 

statisztikai mutatók becslése szerint várhatóan 41.760 nő fogja életét veszíteni az emlők 

daganatos megbetegedése miatt [57]. Az American Cancer Society 2022-es közleménye szerint 

a 2010 és 2019 közötti időszakban az emlőrákkal diagnosztizált betegek száma évente 0,5%-

kal emelkedett [58]. A Magyar Nemzeti Rákregiszter adatai alapján 2019-ben Magyarországon 

8250 új emlődaganatos megbetegedést regisztráltak [59]. Az emelkedő incidencia ellenére az 

emlődaganathoz köthető halálozások száma azonban csökkenő tendenciát mutat. A fejlett 

országokban az egyre terjedő és modernebb szűrőprogramoknak, az egyre fejletteb orvosi-, 

sebészeti-, és radiológiai eljárásoknak, valamint az egyre korszerűbb molekuláris biológiai 

technikáknak köszönhetően az emlőrák ötéves túlélési aránya 80% feletti számot mutat [60]. 

Az emlődaganatok kialakulásának számos kockázati tényezőjét leírták már eddig, ennek 

ellenére az újonnan diagnosztizált nők többségénél nem figyelhető meg nyilvánvaló kockázati 

tényező [61]. Kialakulásának elsődleges kockázati tényezőjeként az életkort tartjuk számon, 

mivel a menopauza beállta után ugrásszerűen megnő az emlődaganattal diagnosztizált nők 

száma [61]. A hormonpótló terápiák, a hormontartalmú fogamzásgátlók fogyasztása a korai 

menarche, illetve a késői menopauza révén meghosszabbodott női hormonterhelés szintén 

növelik az emlőrák kockázatát [62], de a sűrű emlőállomány is növeli a daganat kialakulásának 

az esélyét [63]. A familiárisan veszélyeztetett személyek esetében gyakori a BRCA1, BRCA2 

gének mutációja [64], illetve az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) és a humán 

epidermális növekedési faktor receptor (HER2) fokozott kifejeződése [62].  

Az emlőrák kezelési lehetőségei közé tartoznak a sebészeti eljárások, a kemoterápia, a 

célzott terápia, az endokrin- és a sugárterápia [54]. Az emlőrák kialakulásának az esélye 
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csökkenthető az általános állapot javításával, a rendszeres testmozgás bevezetésével, a 

megfelelő táplálkozással, illetve a dohányzás és alkoholfogyasztás elkerülésével [65]. 

3.3.1. Az emlődaganatok osztályozása 

A daganatok nem egyedi sejtekből álló sejthalmazok, hanem egy összetett, komplex rendszert 

alkotnak [66]. Éppen ezért a megfelelő besorolásuk és osztályozásuk elengedhetetlen, a 

megfelelő terápiás módszer kiválasztásához. Az emlődaganatok esetében különféle 

osztályozási rendszerek alakultak ki: a szövettani típus, Nottingham-grádus, TNM státusz és a 

receptor státusz meghatározása nagy jelentőséggel bír. 

 

Szövettani eredet 

A szövettani eredet a daganatsejtek differenciáltsági fokáról ad információt. Az emlő 

rosszindulatú daganatai az eredési helyük alapján két nagy csoportra oszthatóak: a mezenchima 

eredetű szarkómák és a hám eredetű karcinómák. Az emlődaganatok esetében a leggyakoribbak 

a hám eredetű duktális vagy lobuláris karcinómák. A duktális karcinómák az emlőmirigyek 

kivezető csöveinek a hám régiójából indulnak, míg a lobuláris típus az emlőmirigyek 

állományából ered. Továbbá különbséget teszünk a duktuszokon belül megmaradó in situ, és a 

bazális membránon áttörő invazív típus között [67]. 

 

Nottingham-grádus 

A szövettani fokozat megállapítására a Nottingham-grádus alkalmazható. Ez a rendszer 

figyelembe veszi a tubulus formálási tendenciát, a nukleáris pleomorfizmust, a mitotikus 

aktivitást (mitózis index), valamint a tumor filtrációját a nyirokerekbe és az érbetörést. A 

rendszer három grádust tesz elkülöníthetővé.  

• Az 1-es grádusú tumorok általában jól differenciált, kedvező prognózisú daganatok. 

Főbb jellemzőik: jelentős mértékű mirigyképződés, alacsony fokú osztódás és kisebb, 

viszonylag szabályos sejtmagok.  

• A 2-es grádusú tumorok vegyes tulajdonságokat mutatnak, közepesen differenciáltak és 

mérsékelt mitotikus ráta jellemző rájuk.  

• A 3-as grádusú tumorok erősen invazív és áttétképzésre hajlamos daganatok, amelyek 

rosszul differenciáltak és gyors növekedést mutató pleomorfikus tumorsejtekből állnak 

[68]. 
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TNM rendszer 

A Tumor-Nódus-Metasztázis (TNM) rendszer a primer tumor mérete, a környékbeli 

nyirokcsomók érintettsége és a kialakult áttétek száma alapján osztályozza a tumorokat [69]. 

Öt csoport különíthető el.  

• A 0-ás csoportnál nincsen tumor vagy az in situ karcinómát jelenti.  

• Az 1-es, 2-es és 3-as csoportok a primer tumor mérete alapján és a nyirokcsomók 

infiltráltsága alapján kerülnek besorolásra. További jellemző, hogy nem figyelhető 

meg áttét.  

• A 4-es csoportba tartozó tumoroknál már metasztázis is megfigyelhető. A 

legrosszabb prognózissal a 4-es csoport jellemezhető [70]. 

 

Immunhisztokémiai besorolás 

Az emlődaganatok osztályozhatóak a tumorsejtek felszínén kifejezett hormon receptorok 

alapján. Ezek a receptorok kulcsfontosságúak a betegség prognózisához, valamint a megfelelő 

terápiás módszer kiválasztásához, mivel ezek a receptorok terápiás célpontként szolgálhatnak. 

Három receptort különböztetünk meg: ösztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PR), 

valamint a humán epidermális növekedési faktor receptor 2 (HER2). Az ER+ és PR+ daganatok 

általánosságban jobb kimenetellel rendelkeznek, míg a HER2-t kifejező daganatok rosszabb 

prognózissal jellemezhetőek [71]. A tripla negatív emlő daganatok (TNBC; ER-, PR-, HER2-) 

célzott kezelések híján szintén rossz prognózissal jellemezhetőek [71]. Az emlőtumorok 

immunfenotípusuk alapján a következő molekuláris altípusokba sorolhatóak [72]: 

• Luminális A: ER+, PR+, HER2-, alacsony proliferációs aktivitás 

• Luminális B (HER2 -): ER+, PR-, HER2-, magas proliferációs aktivitás 

• Luminális B (HER2+): ER+, PR+, HER2+, alacsony/magas proliferációs 

aktivitás 

• HER2+: ER- vagy PR-, HER2+  

• Tripla negatív (TNBC): ER-, PR-, HER2-, gyakori a BRCA1 génmutáció 

3.4. A hasnyálmirigy adenokarcinóma 

A hasnyálmirigy rosszindulatú daganatai az emésztőszervi malignus tumorok több mint 10%-

át teszik ki. A hasnyálmirigy duktális adenokarcinóma (PDAC) a korai diagnózis hiánya, 

valamint a kemoterápiás kezelésekkel szembeni nagyfokú rezisztencia miatt rendkívül 
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agresszív és magas mortalitási rátával jellemezhető. A PDAC esetében a betegek ötéves túlélési 

esélye kevesebb mint 5% [73]. Világszerte 2018-ban 458.918 esetet jelentettek és 432.242 

haláleset volt a PDAC-hoz köthető [74]. A PDAC a hasnyálmirigy daganatos 

megbetegedéseinek leggyakoribb típusa, amely a hasnyálmirigy exokrin állományában alakul 

ki és a hasnyálmirigyrákos esetek több mint 90%-át teszi ki [75].  

A PDAC kialakulása bonyolult és multifaktoriális jellege miatt rossz prognózissal jár. 

A PDAC kialakulása szempontjából számos rizikófaktor ismert, amelyek képesek emelni a 

kialakulás esélyét. Ilyen kockázati tényező a kor, a dohányzás, az alkoholizmus, az elhízottság 

és a krónikus hasnyálmirigy gyulladás [76].  

Tovább nehezíti a helyzetet, hogy a korai felismerési módszerek nem megfelelőek és a 

tünetek csak késői stádiumban jelentkeznek, így a diagnosztizálás csak akkor történik meg 

amikor a betegség már előrehaladott és távoli áttétek alakultak ki [77]. 

A PDAC kezelésének lehetőségei közé tartozik a daganatok sebészeti úton való 

eltávolítása, de ez csak a betegek 10-15%-a esetében lehetséges, mivel a PDAC gyakran a 

vérerek körül növekszik. Azonban a neoadjuváns terápiák alkalmazása csökkentheti a tumor 

méretét, lehetővé téve a tumor sebészeti kimetszését [78]. A PDAC kemoterápiás kezelési 

módjai közé tartoznak a nukleozid-analógok (gemcitabine, capecitabine), antimetabolitok (5-

fluorouracil), topoizomeráz-gátlók (irinotecan) és platinavegyületeket (oxaliplatin) 

alkalmazása [79]. Továbbá kombinatorikus kemoterápia során alkalmazhatóak 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 

hasnyálmirigy daganatokban a mutációs változások mértéke géninstabilitást generál, amely a 

jelek szerint fontos szerepet játszik a tumor növekedésében és a kezelésekkel szembeni 

rezisztenciában. Bár a PDAC mögöttes biológiája még nem teljesen tisztázott, úgy tűnik, hogy 

bizonyos gének, például a Kirsten rat sarcoma vírus gén (KRAS), ciklin-dependens kináz 

inhibitor 2A (CDKN2A/p16), p53 fehérje és SMAD Family Member 4 (SMAD4) gének 

kulcsfontosságú mutációi és a downstream jelátviteli útvonalak egyidejű aktiválása alapvető 

szerepet játszik a kezelésekkel szembeni rezisztenciában [80]. 
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3.5. Onkobiózis 

A daganatos betegségekre jellemző, megváltozott összetételű mikrobiomot onkobiomnak 

nevezzük [81,82]. Hanahan és Weinberg alkotta meg a „Hallmarks of Cancer” kifejezést, amely 

az onkogenezist irányító és a daganatos sejtek korlátlan szaporodását segítő biológiai 

folyamatok összességére utal [66]. Az onkobiom közvetlenül vagy közvetetten, de szerepet 

játszik ezen biológiai folyamatok kialakításában és szabályozásában [78]. Az onkobiom részt 

vesz az immunfolyamatok elkerülésében, a daganatot elősegítő gyulladás fokozásában, az 

invázió fokozásában, a metasztázisok kialakításában, az angiogenezis indukálásában, a genom 

instabilitásának és mutációinak indukálásában, valamint a sejtek energetikájának 

deregulálásában [78].  

A tartós gyulladás és az ebből következő oxidatív stressz DNS-károsodáshoz és genomi 

instabilitáshoz vezethet, amelyek a mutációk felhalmozódásának, majd a rákos átalakulásnak a 

kockázati tényezői [83]. A diszbiotikus mikrobiom helyi gyulladás kialakulását okozhatja és 

ezért a karcinogenezis, köztük a hasnyálmirigy adenokarcinóma kialakulásának egyik 

hajtóereje lehet [84]. Ezzel ellentétben a fokozott oxidatív stressz bizonyos malignus 

daganatokban, például emlőrákban, citosztatikus hatású lehet [19]. 

Számos esetben bizonyították, hogy az onkobiotikus transzformáció támogathatja a 

daganatsejtek proliferációját, az invázió fokozódását, a metasztázisok kialakulását, illetve a 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktor expressziójának a fokozásával támogatja a tumor 

vaszkularizációját. A napjainkig közzétett tanulmányok azt mutatják, hogy ezek a folyamatok 

az onkobiózis és az onkobiotikus bakteriális metabolitok fő célpontjai. A bakteriális 

metabolitok módosíthatják a daganatos sejtek redox állapotát, valamint a daganatos sejtek 

anyagcsere folyamatait. Ezek a folyamatok a citosztázisban, az epiteliális-mezenchimális 

átmenet átprogramozásában csúcsosodnak ki, ami a rákos őssejtek csökkenéséhez vezet [16–

19,78]. 

3.5.1. Onkobiózis az emlődaganatokban 

Az onkobiom lehetséges patológiai szerepét az emlőrákban először 1971-ben említették [85] és 

az onkobiomot ma már a tumoros mikrokörnyezet összetevőjének tekintik [86]. Az emlőrák 

során több mikrobiális kompartment is onkobiotikus átalakuláson megy keresztül, beleértve az 

emlőszövetet [87], a tejcsatornákat [88], az emlőkarcinóma inherens mikrobiomját [89], a 

gasztrointesztinális rendszert [90–93], valamint a húgyutak mikrobiomját [94]. Az 
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emlődaganattal diagnosztizált betegek esetében a mikrobiom diverzitásbeli csökkenését 

figyelték meg [93]. További kockázati tényező az antibiotikum túladagolás, amely alacsonyabb 

diverzitás kialakulásához vezet és ezáltal növeli az emlőrák kialakulásának a kockázatát [95], 

míg a probiotikumok a diverzitást növelő hatásuk révén csökkenthetik a daganat kialakulásának 

esélyét [96]. Emlődaganatos betegek esetében jellegzetes változásokat figyeltek meg a 

mikrobiomban az eltérő klinikai stádiumokba és a grádusokba sorolt, valamint az eltérő 

receptor státusszal jellemezhető betegek között [97,98]. 

A mikrobiom által szintetizált bioaktív metabolitok hormonszerű hatásokat fejthetnek 

ki és általuk kapcsolat alakulhat ki a mikrobiom és a távolabb elhelyezkedő daganatos sejtek 

között [16–19,78,99–101]. Mivel a gasztrointesztinális szakasz a baktériumok számát tekintve 

a legnagyobb a szervezetben, ezáltal a metabolikus kapacitása is jelentős. Az onkobiom 

bioszintetikus kapacitása a normál mikrobiomhoz képest leregulálódik [102]. 

Kutatások során bizonyították, hogy a másodlagos epesavak [17–19], a kadaverin [16], 

az indoxil szulfát [21], az indolpropánsav [20], és a rövidszénláncú zsírsavak [78] mind olyan 

bioaktív bakteriális metabolitok, amelyek képesek modulálni az emlődaganatok viselkedését. 

Az onkobiom hozzájárulhat a Warburg-anyagcsere indukciójához a tumorsejtekben [18] ezáltal 

támogatva az EMT folyamatát [103], a migrációt és inváziót [16], az ALDH1-pozitív rákos 

őssejtek növekedését [20], valamit a tumorimmunitás elnyomását [104]. Ezek a folyamatok 

együttesen támogatják az áttétképződést és a betegség kiújulását emlődaganatos betegekben 

[105]. 

3.5.2. Onkobiózis a hasnyálmirigy daganatokban 

A hasnyálmirigy közeli anatómiai elhelyezkedése a gyomor-bél traktushoz támogatja a bél és a 

hasnyálmirigy közötti kétirányú kommunikációt, amelyet gyakran bél-hasnyálmirigy 

tengelynek neveznek. A mikrobiom és a hasnyálmirigy adenokarcinóma közötti kapcsolatra 

először az a felfedezés utalt, melyben a hasnyálmirigy-gyulladást összefüggésbe hozták a 

Helicobacter pylori kolonizációval [106]. Ezután több tanulmány bizonyította a 

gasztrointesztinális régió [107], a szájüreg [108], a hasnyálmirigy [109], valamint a széklet 

mikrobiomja [110] és a hasnyálmirigy daganatok közötti kapcsolatot. Továbbá egyes 

baktériumfajok szoros összefüggést mutattak a hasnyálmirigy adenokarcinómával. A 

Porphyromonas gingivalis, a Helicobacter pylori, az Enterobacter, az Enterococcus, a 
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Fusobacteria és az E. coli mennyisége növekedett hasnyálmirigy adenokarcinómás betegek 

esetében [78]. 

Az orális és bélrendszeri mikrobák transzlokálódhatnak és kolonizálhatják a 

hasnyálmirigy járatait és a hasnyálmirigyet, így elősegítik a gyulladásos folyamatok 

kialakulását és támogatják a tumorigenezist, valamint a tumorprogressziót [107,111,112]. Az 

invazív baktériumok gyakran lipopoliszacharid (LPS) termelésük révén proinflammatorikus 

citokinek termelését indukálják és ezáltal immunogén hatást fejtenek ki [113]. Egyelőre nincsen 

konszenzus arról, hogy a mikrobiom diverzitása pontosan hogyan változik hasnyálmirigy 

adenokarcinómában [78].  

A mikrobiom közvetlen immunogenitása mellett a hasnyálmirigy adenokarcinómában 

is megfigyelték a mikrobiom endokrinszerű funkcióit [78]. A mikrobiom diszbiózisából 

következően a bakteriális metabolizmus nagymértékben diszregulált a hasnyálmirigy 

adenokarcinómában [110]. A rövidláncú zsírsavak, a poliaminok, a bakteriális 

lipopoliszacharidok, a triptofán származékok és a másodlagos epesavak egyaránt képesek 

befolyásolni a hasnyálmirigy daganatok progresszióját. 

A legtöbb epesavnak karcinogén szerepe van a hasnyálmirigy adenokarcinómában 

[114,115]. Az epesavak modulálják a hasnyálmirigy adenokarcinóma kockázati tényezőit, 

mivel hatással vannak a hasnyálmirigy gyulladásra és az epesavkiáramlási zavarokra, a II. 

típusú cukorbetegségre, az elhízásra és a hiperlipidémiára. Továbbá az epesavak csökkentik az 

apoptózisra való fogékonyságot, gyulladásos mediátorokat indukálhatnak és a biológiai 

membránok károsításával befolyásolhatják a mozgását [116]. 

A dezoxikólsav (DCA) a TGR5 receptorhoz való kötődésen keresztül aktiválhatja az 

EGFR, a mitogén-aktivált protein kináz és a STAT3 jelátviteli útvonalakat a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben és ezáltal sejtciklus-progressziót indukálhat [117]. Ezzel ellentétben 

a litokólsav (LCA) és ursodezoxikólsav (UDCA) képes gátolni az epiteliális-mezenchimális 

átmenetet, fokozni az oxidatív stressz folyamatait, valamint csökkenteni az daganatőssejt 

markerek szintjét és ezáltal antikarcinogén hatásokat fejthet ki a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtvonalakban [101,118]. 

 

Összességében az onkobiózis szerepe az emlő- és hasnyálmirigy daganatokban 

összetett, és egyértelműen bizonyítja, hogy a mikrobiom átalakulását követő metabolikus 

átrendeződés jelentős tényező lehet a daganatok progressziójában, beleértve a tumor 

növekedését, invázióját és metasztázisát, valamint a terápiás válaszokat [119]. 
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3.6. A másodlagos epesavak 

A gasztrointesztinális rendszerben elhelyezkedő mikrobiom az anyagcseréje során számos 

metabolitot állít elő. A daganatos megbetegedéshez kapcsolódó onkobiotikus átrendeződésnek 

köszönhetően nemcsak a daganatos és egészséges egyedek esetében, de akár a daganat 

progressziójának az előrehaladtával is a metabolitok mennyisége nagyfokú eltérést mutat a 

különböző stádiumú betegeknél [18]. A bakteriális metabolitok által kifejtett hatások a 

daganatos megbetegedés típusától és a vizsgált metabolit koncentrációjától függően lehetnek 

akár pro- [115] vagy antineoplasztikus [16–21,101] hatásúak. 

A kólsav (CA) és a kenodezoxikólsav (CDCA) elsődleges epesavak [113] főként a máj 

hepatocita sejtjeiben szintetizálódnak [120]. Az epesavakat a máj ezután tovább konjugálja, így 

a CA és CDCA glicinnel vagy taurinnal konjugálódnak és ionizált formában lesznek jelen 

[121]. Az epesavak az epével az epehólyagba szekretálódnak, ahol az emésztések közötti 

időszakban koncentrálódnak. Étkezés után az epe a nyombélbe áramlik, ahol az epesavak 

rendkívül hatékony detergensként szolgálnak, elősegítik a lipidek és a lipidben oldódó 

tápanyagok emulgeálását, felszívódását és emésztését, valamint a szintézisük segíti a normál 

koleszterinszint megőrzését. Az epesavak ezután a disztális ileumban lévő enterocitákon 

keresztül visszaszívódnak és a portális keringésen keresztül a májba jutnak újrafelvételre és újra 

felhasználásra. Ezt nevezzük enterohepatikus körforgásnak (2. ábra) [122]. 
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2. ábra Az epesavak enterohepatikus körforgása 

A májban szintetizálódó elsődleges epesavak az epehólyagban koncentrálódnak. Szekréciójuk során a bélbe 

jutnak, ahol a bélmikrobiom hatására másodlagos epesavakká alakulnak. Az epesavak a disztális ileumban 

visszaszívódva a portális vénán keresztül visszajutnak a májba, ahol újra felhasználásra kerülnek. Az epesavak 

egy része elhagyja a portális keringést és a szisztémás keringésbe kerül [123]. 

 

Annak ellenére, hogy az epesók visszaszívása rendkívül hatékony, így is naponta 400–800 mg 

epesav hagyja el a körforgást, amelyek ezután a vastagbélben élő mikrobióták szubsztrátjává 

válnak [124] és másodlagos epesavakká alakulnak. Az emberi szervezetben a fő másodlagos 

epesavak a litokólsav (LCA), a dezoxikólsav (DCA) és az urzodezoxikólsav (UDCA) 

[124,125]. Az elsődleges epesavak másodlagos epesavakká alakítása a bélmikrobiomhoz 

kapcsolódik. Elsősorban a vastagbélben található baktériumok felelősek az epesavak 

átalakulásért, de a gyomor-bél traktus felsőbb szakaszai is szerepet játszhatnak az epesav 

átalakulásban. A másodlagos epesavtermelésben részt vevő baktériumokban az átalakítást 

végző enzimek egy epesav indukálható (bai) operonban rendeződnek [123]. 

A bélbaktériumokban található epesav-hidrolázok (BSH) a glicin- és taurin-

konjugátumok hidrolízisével dekonjugálják az elsődleges epesavakat. A BSH széles körben 

expresszálódik a Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Listeria és 

Enterococcus baktériumokban [124]. Egy másik kritikus átalakulási lépést a 7α/β-dehidroxiláz 

katalizál, amely főként Clostridium és Eubacterium fajokban található meg [126]. Az 

elsődleges epesavak dekonjugálását követően a CA és a CDCA bakteriális 7α/β-
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dehidroxilációja (7α/β-HSDH) következik be, ami DCA vagy LCA képződését eredményezi. 

A CA 7α-dehidroxilációját követően DCA keletkezik, amíg a CDCA 7α-dehidroxilációja vagy 

az UDCA 7β-dehidroxilációja LCA kialakulásához vezet (3. ábra) [127]. Az elsődleges 

epesavak 7-dehidroxilációját közvetítő enzimek a bai operon baiH régiójában kódolódnak, ami 

a legtöbb baktériumfajban az LCA és DCA szintéziséért felelős [123]. A másodlagos epesavak 

nagy része a terminális ileumban és a vastagbélben visszavételre kerül és a portális vénán 

keresztül visszatér a májba, ahol újra glicinnel és taurinnal konjugálódik, míg egy részük a 

szisztémás keringésbe kerülve a szervezet távoli pontjain szignalizációs útvonalakat aktiválhat.  

Az LCA referencia szérum koncentrációja 30-50 nM, azonban az emlőben akár az 1 μM-os 

koncentrációt is elérheti [128]. Ezzel szemben a DCA jóval nagyobb mennyiségben van jelen, 

a referencia szérum koncentrációja 500-700 nM [126]. Emlődaganatos betegek vizsgálata során 

a későbbi stádiumú, valamint magasabb grádusú csoportok esetében az LCA alacsonyabb 

szintjét írták le a korai stádiumú betegekhez képest [93]. 

Az epesavaknak több ismert receptora van. Magreceptorok közé tartozik a vitamin-D-

receptor (VDR), farnezoid-X-receptor (FXR), konstitutív androsztán receptor (CAR), pregnán-

X-receptor (PXR), máj-X-receptor (LXR), illetve membránreceptokhoz tartozó Takeda G-

fehérje kapcsolt receptor (TGR5) [78]. Ezeken a receptorokon keresztül az epesavak hatással 

vannak az immunválaszokra, a gasztrointesztinális nyálkahártya barrier funkciójára, a 

gesztációra [129], a karcinogenezisre [18,19] és a metabolikus betegségekre [130], így ezen 

receptorok kulcsszerepet játszhatnak a daganatos sejtek viselkedésének szabályozásában. 

A másodlagos epesavakat sokáig prokarcinogén vegyületeknek tekintették [131], de ma 

már tudjuk, hogy a daganat típusától és az epesavak koncentrációjától függően egyaránt 

kifejthetnek pro- és antikarcinogén hatást is [17,18,19,101,126,132]. Az LCA egyaránt képes a 

TGR5, PXR, FXR, VDR receptorokhoz kapcsolódni, de amíg az emlő-, prosztata-, illetve 

béldaganatok és neuroblasztóma esetében antineoplasztikus hatású addig, a nyelőcső-, 

epevezeték- és hepatocelluláris karcinóma esetében prokarcinogén hatásait írták le [126]. A 

DCA esetében megfigyelték, hogy a TGR5, az FXR és a PXR receptorokon keresztül a 

nyelőcső-, gyomor-, petefészek, bél- és epehólyag daganatok esetén gátló hatású, míg 

hasnyálmirigy-, bél-, hepatocelluáris-, és kis sejtes tüdődaganatban prokarcinogén hatású [126] 

lehet. 
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3. ábra A másodlagos epesavak szintézisének lépései 

A májban koleszterinből szintetizálódó elsődleges epesavak (kólsav, kenodezoxikólsav) a gasztrointesztinális 

szakasz mikrobiótájának a hatására másodlagos epesavakká (litokólsav, urzodezoxikólsav, dezoxikólsav) 

alakulnak [123]. 

 

Emlődaganatok esetében bizonyították, hogy az LCA visszafordítja az EMT folyamatát, 

csökkenti a VEGF expresszióját, a tumorellenes immunitást, valamint a daganat 

anyagcseréjének változását és ezáltal csökkenti az áttétképződést. Továbbá azt is kimutatták, 

hogy az LCA ezen hatásait a TGR5 receptoron keresztül fejti ki [18]. 

A hasnyálmirigy daganatos betegek epéjében az epesavak szintje jóval magasabb az 

egészséges egyénekhez képest [129]. A hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben az epesavak 

csökkentik az apoptotikus jelekre való érzékenységet, fokozzák a sejtciklus progresszióját, a 

gyulladásos mediátorok expresszióját, a sejtmigrációt, valamint nagy koncentrációban a 

biomembránok károsodását okozhatják [116,117]. Ezzel ellentétben az UDCA gátolja az EMT 



24 

 

folyamatát, csökkenti az őssejtszerűséget, vagyis antineoplasztikus hatásokat fejtett ki a 

hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtvonalakban [118]. 

3.7. A tumoros sejtekre jellemző tulajdonságok 

A tumorszövet és az azt körülvevő tumor mikrokörnyezet aktív kommunikáció révén képesek 

hatni egymásra [130]. A sejtek tumoros transzformációja egy többlépcsős folyamat, amely 

során a neoplasztikus sejtek fokozatosan elvesztik érzékenységüket a sejtosztódást gátló 

szignálokkal szemben és korlátlan osztódási képességre tesznek szert.  

A tumorsejtekre jellemző tulajdonságokat a szakirodalom „Hallmarks of Cancer” [130] 

néven foglalja össze (4. ábra). Az egészséges szövetek gondosan szabályozzák a növekedést 

elősegítő szignálok termelését annak érdekében, hogy fenntartsák a normál szöveti 

homeosztázist, szerkezetet és funkciókat. A daganatos sejtek azonban többféle módon képesek 

fenntartani a proliferatív jelek folytonosságát. Ennek oka gyakran mutációk kialakulása, 

amelyek legsűrűbben a mitogén-aktivált protein kináz (MAPK) jelátviteli útvonalat [131], a 

szerin/ treonin kináz B (AKT) vagy a foszfatidil-inozitol-3-kináz (PI3K) jelátviteli útvonalat 

érintik [132,133]. Továbbá gyakori probléma a mammalian target of rapamycin (mTOR) gén 

hibás működése, ami miatt gátlódnak a negatív visszacsatolási mechanizmusok [134]. 

A daganatsejtek jellemzője a növekedést szabályozó mechanizmusokkal szembeni 

érzékenység elvesztése. A növekedés és a proliferáció szabályozásában főszerepet játszó gének 

a retinoblasztóma (Rb) és a p53 [135]. Azokban a sejtekben, amelyekben ezen gének hibásak 

vagy funkcióvesztéses mutációjuk lép fel - hiányoznak a sejtciklust és sejtnövekedést gátló 

funkciók- az apototikus utak elkerülése révén tumornövekedést indukálhatnak. 

A daganatos sejtek számos stratégiát alkalmaznak az apoptózis elkerülése vagy 

korlátozása érdekében. Legyakoribb a p53 fehérje funkcióvesztéses mutációja, de gyakori 

jelenség az antiapoptotikus szabályozó molekulák termelése, a túlélést segítő szignálok 

túltermelése és a gyulladásos folyamatokkal szembeni ellenállás növelése. Ennek 

eredményeként a daganatos sejtek képesek a sejthalál elkerülésére [136]. 

Az egészséges sejtek általában korlátozott számú sejtosztódáson képesek sikeresen 

átesni. Ezzel ellentétben a daganatos sejtek korlátlan replikatív potenciállal rendelkeznek. A 

replikációk folyamatának köszönhetően a DNS-ek végén a telomerek folyamatosan rövidülnek, 

melynek eredményeként a normál sejtek egy idő után elveszítik osztódási képességüket. A 
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daganatos sejtekben a telomeráz enzim fokozott aktivitása ellensúlyozza ezt a folyamatot, 

lehetővé téve a korlátlan számú osztódást [137]. 

A megfelelő oxigén és tápanyagellátottság érdekében a tumorok fokozzák a 

környezetükben az angiogenezis folyamatát. A fokozott érképződés már a tumoros 

transzformáció korai szakaszában jelentkezik és a teljes életszakaszukban magas szinten zajlik. 

A folyamatban legnagyobb szerepet a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor A (VEGF-A), 

a trombocita eredetű növekedési faktorok és fibroblaszt növekedési faktorok játszák [138]. 

A daganatos sejtekre jellemző, hogy az extracelluláris mátrixban (ECM) lévő 

sejtadhéziós változások hatására megnő a sejtek inváziós képessége és ezáltal képesek lesznek 

a szervezet távoli pontjain új sejtcsoportosulások, metasztázisok képzésére. Az eddig legjobban 

körülírt változás az E-cadherin és N-cadherin expressziós mintázatának a megváltozása. Az E-

cadherin egy olyan epiteliális fehérje, amely elengedhetetlen szerepet játszik a sejtadhéziók 

kialakításában[139]. Ezzel szemben a migrációra képes neuronokra és a mezenchimális 

morfológiával rendelkező sejtekre jellemző N-cadherin expressziójának emelkedését figyelték 

meg számos invazív tumorsejten [140]. 

A daganatos sejtekre jellemző, hogy a fokozott energiaigényük kielégítésének céljából 

megváltoztatják az anyagcseréjüket. A daganatok anyagcseréjére jellemző a Warburg-effektus, 

mely [141] során a sejtek még megfelelő mennyiségű oxigén jelenlétében is a glikolízis alapú 

energiatermelést részesítik előnyben.  

A tumorsejtek további jellemzője a mutagén ágensekkel szembeni rendkívüli 

érzékenység, amely fokozza a genetikai állományuk instabilitását, hozzájárulva a további 

genetikai deformitások kialakulásához és tumoros transzformációhoz [142]. 

Kutatások bizonyítják, hogy a tumorok környezetében kialakult krónikus gyulladás 

elősegítheti a tumorprogressziót, mivel fokozza az előzetesen leírt jellemzők kialakulását: 

serkenti a tumorsejtek osztódását, túlélését, fokozza az angiogenezist, elősegíti a metasztázisok 

kialakulását, fokozza az epiteliális– mezenchimális tranzíciót, és az immunrendszer 

modulálásával csökkenti a terápiás lehetőségeket [143]. 



26 

 

 

4. ábra Daganatos sejtekre jellemző folyamatok 

Az ábra magába foglalja a daganatos sejtekre jellemző folyamatokat, amelyek hozzájárulnak a tumorsejtek 

túléléséhez, növekedéséhez és a szervezeten belüli terjedéséhez [130]. 

3.8. Antineoplasztikus hatások 

3.8.1. Szabad gyökök, antioxidánsok 

Azokat a molekula származékokat, amelyek külső elektronhéjukon egy vagy több párosítatlan 

elektront tartalmaznak szabad gyököknek nevezzük. A szabad gyökök között 

megkülönböztetünk reaktív oxigén formákat (ROS) és reaktív nitrogén intermediereket (RNI). 

A legfontosabb ROS-ok közé soroljuk a szuperoxid aniont (O2•–) és hidroxil gyököt (OH•), 

illetve a nem szabad gyök természetű, de erős reakciós készséggel rendelkező hidrogén-

peroxidot (H2O2) [144]. Az RNI közé soroljuk a nitrogén-monoxidot (NO), valamint az NO és 

O2•– reakciójából keletkező peroxinitritet (ONOO-) [145]. 
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Annak ellenére, hogy a köztudatban ezek a szabad gyökök károsító hatásukról ismertek, 

számos létfontosságú feladatért felelősek. Fontos szerepet töltenek be szervezet 

homeosztázisának a megőrzésben, különböző jelátviteli útvonalban neurotranszmitterként 

hatnak, számos szabályozó funkcióval rendelkeznek, illetve a patogén kórokozók elleni 

védelemben is fontos szerepet játszanak [146]. 

A szabad gyökökkel szembeni védekezés és a megfelelő redox-állapot fenntartásáért az 

enzimatikus és nem enzimatikus antioxidáns rendszerek felelősek. Az enzimatikus 

antioxidánsok közé tartozik például a szuperoxid-diszmutáz (SOD), a glutation peroxidáz 

(GPX) és a kataláz (CAT). A nem enzimatikus antioxidánsok csoportjába soroljuk a glutationt 

(GSH), az N-acetil-ciszteint (NAC), a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfátot (NADPH), 

illetve az exogén eredetű vitaminokat, mint például az A-, C- és E-vitaminokat [147]. 

A SOD katalizálja a O2•– és H2O reakcióját, mely során H2O2 képződik. A H2O2 a CAT 

hatására vízzé és oxigénné redukálódik. A H2O2-ból GPX katalizálta reakció során a GSH 

jelenlétében H2O és glutation-diszulfid (GSSG) keletkezik. A GSSG visszaalakulását GSH-vá 

a glutation-reduktáz (GR) enzim végzi NADPH jelenlétében (5. ábra) [148]. 

 

 

5. ábra Az enzimatikus antioxidáns védelmi rendszer 

Az aerob szervezetekben elsődleges antioxidáns enzimek, a szuperoxid-diszmutáz (SOD), a kataláz (CAT), a 

glutation peroxidázok (GPX) és a glutation-reduktáz (GR) által katalizált reakciók a szabadgyökök és a hidrogén-

peroxid (H2O2) eltávolítása céljából [149]. 
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3.8.2. Oxidatív/nitrozatív stressz 

Normál körülmények között a szabad gyökök termelődése és az antioxidáns rendszerek 

működése egyensúlyban vannak, ezáltal védve a szervezetet a szabad gyökök biomolekulákat 

károsító hatásaitól. A daganatos sejtekben a fokozott szabadgyök termelés és a csökkent 

antioxidáns termelés miatt egyensúlyzavar lép fel, ami oxidatív- és nitrozatív stressz 

kialakulásához vezet. A felhalmozódó szabadgyökök hatására a DNS szerkezetében szimpla 

vagy dupla szálú törések, báziskárosodások, mutációk, deléciók alakulhatnak ki, illetve a DNS 

kóros metilációja gátolhatja a DNS javító folyamatokat [78,83]. 

Oxidatív stressz során a foszfolipidek többszörösen telítetlen zsírsav oldalláncainak a 

módosításával lipidgyökök keletkeznek. A lipidgyökök O2-vel egyesülve peroxil-gyökké, majd 

endoperoxiddá alakulnak, amelyből malondialdehid (MDA) keletkezik, amely 

tiobarbitursavval reagálva színes reakcióterméket eredményez [150]. A lipidperoxidáció egy 

másik terméke egy erősen reaktív aldehid, a 4-hidroxinonenál (4HNE). A 4HNE a fehérjék 

oldalláncaihoz kapcsolódva stabil terméket eredményez [151]. Az MDA és 4HNE ezáltal kiváló 

biomarker a sejtekben zajló lipiperoxidáció szintjének a vizsgálatára [150,151]. 

A fokozott ROS és RNI termelődés hatására a fehérjék tiol, cisztein csoportjai 

módosulhatnak, illetve a tirozin oldalláncok nitrálása során nitrotirozin alakulhat ki, mely képes 

megváltoztatni a fehérjék konformációját. Ezek a szerkezeti változások a fehérjék funkció 

vesztését, valamint inaktiválódását okozhatják [152]. 

A DNS-törések, lipid peroxidáció vagy a fehérjék oxidációja a sejtek apoptotikus vagy 

nekrotikus pusztulásához vezethetnek. Számos különböző betegség patomechanizmusában 

írták le a reaktív intermedierek károsító hatásait, mint például az arteriosclerosis, ischaemia/ 

reperfúzió okozta károsodás, tüdő- és szívelégtelenségek, gyulladásos-, mozgásszervi- és 

neurodegeneratív elváltozások, autoimmun megbetegedések, cukorbetegség [148]. Emellett 

kutatások igazolják, hogy a redox egyensúly felborulása számos daganatos megbetegedés 

esetében is kimutatható [19,153,154]. 

Ezzel párhuzamosan malignus daganatokban a fokozott oxidatív stressz citosztatikus 

hatását is leírták. Több tanulmányban kimutatták, hogy az emlő- és hasnyálmirigy 

daganatokban a fokozott oxidatív stressz gátolta a sejtproliferációt és az epiteliális-

mezenhimális tranzíció folyamatát, valamint csökkentette daganatsejtek őssejtszerűségét 

[19,101]. 
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A sejtek redox egyensúlya a prooxidánsok és antioxidánsok egyensúlya által szorosan 

szabályozott. Daganatos sejtekben a redox-egyensúly gyakran felborul. A nuclear factor, 

erythroid 2-like 2 (NRF2) egy transzkripciós faktor, amely döntő szerepet játszik az antioxidáns 

gének expressziójának indukciójában és ezáltal létfontosságú a sejtek redox egyensúlyának 

fenntartásában. Az NRF2 fő feladata, hogy biztosítsa a sejtek védelmét az oxidatív stressz által 

kiváltott külső és belső behatásokkal szemben, amelyek károsíthatják a sejten belül található 

lipideket, fehérjéket, nukleinsavakat és szénhidrátokat [155].  

A Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) a citoplazmában található represszor 

fehérje, melynek feladata az NRF2 gátlása. Normál körülmények között a KEAP1 segíti az 

NRF2 poliubiqitinálódását és a proteoszómákban történő lebontását. Oxidatív stressz során az 

NRF2 felszabadul a KEAP1 gátlása alól. A gátlás alól felszabadult NRF2 a sejtmagba 

transzlokálódik, indukálja a génátíródást, majd ezután a citoplazmába exportálóldva 

degradálódik [156–158]. Az NRF2 célgénjei között több mint 1.000 különböző gént 

azonosítottak, ide tartoznak a SOD, CAT és GPX gének is [159]. 

Az NRF2 citoprotektív hatásainak köszönhetően, pozitívan hat a daganatok 

progressziójára, mivel gátolja az apoptózist, modulálja a sejtek anyagcseréjét, segíti a 

tumorsejtek proliferációját, elősegíti a metasztázisok képződését, továbbá fokozott aktivitása 

rezisztencia kialakulását okozhatja a terápiás eljárásokkal szemben [160]. 
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6. ábra Az oxidatív és nitrozatív stressz hatásai 

Az antioxidánsok expressziójának a csökkenése, valamint a ROS és RNI fokozott termelődése a sejtek redox 

állapotának a megváltozásához vezet, amely következtében a sejtekben fokozódik az oxidatív és nitrozatív stressz 

szintje. A fokozott oxidatív és nitrozatív stressz során károsodhatnak a sejtekben található biológiai 

makromolekulák, amely kóros elváltozások kialakulásához vezethet. A mérsékelt oxidatív és nitrozatív stressz 

azonban a daganatos sejtek elpusztításával antikarcinogén hatást is kifejthet. 

 

3.8.3. Epiteliális-mezenchimális tranzíció 

Az epiteliális-mezenchimális tranzíció (EMT) egy olyan sejtfejlődési folyamat, amely lehetővé 

teszi a hámsejtek számára, hogy átalakuljanak és mezenchimális sejtekké váljanak. Ennek a 

folyamatnak a során a sejtek elveszítik sejt-sejt kapcsolataikat, apikális-bazális polaritásukat, a 

bazális membránnal való kapcsolatukat és invazív tulajdonságokra tesznek szert (7. ábra) [161].  

Az EMT esetében három típust különítünk el egymástól. Az I.-típusú EMT az 

embrionális egyedfejlődéshez elengedhetetlen, amely lehetővé teszi, hogy az embrionális 

epitélsejtek mezenchimális jellegűvé váljanak, és távoli helyekre vándorolva, újabb szövetek 
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és szervek kialakulását iniciálhatják. A II.-típusú EMT a sebgyógyulásban és a fibrózisban 

játszik fő szerepet. A sebgyógyulás folyamatában az EMT során bekövetkező változások 

lehetővé teszik a sérült szélek vándorlását a sebzáródás érdekében [162]. A III.-típusú, onkogén 

EMT a karcinóma sejtekben figyelhető meg és összefügg a tumor progressziójával, mivel 

lehetővé teszi a neoplasztikus sejtek számára, hogy a bazális membránon keresztül behatoljanak 

a keringésbe és így távoli metasztázisokat alakítsanak ki [161].  

Több molekuláris eseményről, valamint mediátor molekuláról bebizonyították, hogy 

képes EMT-t indukálni emlő- és hasnyálmirigy daganatokban. A DNS mutációja, a 

hipermetilált állapot, illetve az E-cadherin transzkripciójának a csökkenése is hozzájárul a 

metasztatikus potenciál növeléséhez [163,164]. Az EMT szabályozásában nagy szerepet 

tulajdonítanak a mikroRNS-eknek. A mikroRNS-ek poszttranszkripciós szinten gátolják a 

génexpressziót, ezáltal módosítva az EMT-t indukáló transzkripciós faktorokat [165,166]. 

Emlődaganatok esetében megfigyelték, hogy a miRNS-335 metasztatikus gének 

expressziójának csökkenését okozta [167]. Ugyanakkor miRNS-200 család, valamint miRNS-

34 hasnyálmirigy daganatokban való vizsgálata során megfigyelték, hogy fokozott 

metasztázissal és csökkent invázióval egyaránt társulhat a hatásuk, így segítve az epiteliális-

mezenchimális egyensúly fenntartását [168–170]. 

Annak ellenére, hogy az EMT-t indukáló jelátviteli ágensek teljes spektruma továbbra 

is tisztázatlan, emlő- és hasnyálmirigy daganatokban egyaránt azonosítottak számos 

transzkripciós faktort, amelyekről megállapították, hogy támogatja az EMT folyamatát és 

fontos szerepet töltenek be az őssejtszerű állapot kialakításában [171]. A snail család 

transzkripciós represszor 1 (SNAIL), a snail család transzkripciós represszor 2 (SLUG), a cink-

ujj E-box binding homeobox 1 (ZEB1), a twist family BHLH transzkripciós faktor 1 (TWIST) 

transzkripciós faktorok a TGF-β, EGF, WNT/ β-CATENIN, Notch és Hedgehog útvonalakon 

keresztül képesek különböző jelátviteli fehérjék, mint például a β-CATENIN, zona occludens 

1 (ZO-1), CLAUDIN-1, E-CADHERIN indukciójára, valamint repressziójára emlődaganatban 

és hasnyálmirigy daganatban egyaránt [161,165,172,173]. 

Összességében az EMT a rákos sejteket fokozott metasztatikus potenciállal ruházza fel, 

ami a legtöbb klinikai esetben a tumor kiújulásáért felelős. Így az EMT célzott kezelése olyan 

terápiás lehetőség lehet, amely esélyt ad a rákos betegek gyógyulására [174]. 
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7. ábra Az epiteliális-mezenchimális tranzíció folyamata 

Az EMT folyamata során a sejtek morfológiai változásokon mennek keresztül. Megváltozik a polaritása, elveszítik 

az egymással való kapcsolatukat, változik a migrációra való képességük, valamint eltérő markerek expressziója 

lesz rájuk jellemző. Az EMT visszafordítható folyamat, ellentéte a MET [161]. 

3.8.4. Daganatőssejtek 

A daganatos szövetek heterogén sejtpopulációkból épülnek fel. A sejtek között 

megkülönböztethető egy nagyobb populációnyi differenciált, korlátozott proliferációs 

potenciállal rendelkező sejt, valamint egy kisebb sejtpopuláció, amely állandó proliferációra 

képes [175]. A daganatot alkotó sejtek közül a daganatőssejteket tartják felelősnek a daganatok 

kialakulásáért, a metasztázisok kialakulásáért, a terápiás eljárásokkal szembeni rezisztenciáért, 

valamint a daganat kiújulásáért [175]. A daganatőssejtekre jellemző a metabolikus plaszticitás, 

amely nagyban hozzájárul a gyógyszerrezisztencia kialakulásához [176]. 

A daganatőssejtek azonosítása általánosan specifikus markerek alapján történik. Emlő- 

és hasnyálmirigy daganatok esetében gyakran alkalmazott eljárás az aldehid-dehidrogenáz-1 

(ALDH1) enzim detektálása [177]. Az aldehid-dehidrogenázok olyan intracelluláris enzimek, 

amelyek az aldehidek oxidációját végzik [178]. Egy tanulmányban állatkísérletek során 

bebizonyították, hogy humán emlődaganatokból izolált, ALDH1 pozitív daganatőssejtek 

egérmodellbe graftolva képesek voltak daganatokat indukálni [179]. Hasnyálmirigy daganatok 

esetében kimutatták, hogy az ALDH1 pozitív sejtek magasabb klonogén kapacitással 

rendelkeznek az ALDH1 negatív sejtekhez képest, mivel alacsony sejtszám mellett képesek 
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tumor kialakulását kezdeményezni, valamint támogatták az EMT folyamatait hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben [180]. 

A daganatőssejtekben az antioxidáns gének emelkedett expressziója miatt, jóval 

alacsonyabb a ROS szintje. A normál sejtekkel ellentétben a daganatos sejtek jóval 

szenzitívebbek a magas ROS szintre. Az ALDH1 aktivitása hozzájárul a daganatsejtek 

túléléséhez azáltal, hogy csökkenti a ROS mennyiségét [181]. Ebből fakadóan az oxidatív 

stressz folyamatainak a fokozása a tumorsejtekben alkalmas lehet a daganatos sejtek szelektív 

elpusztítására [182]. 
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4. CÉLKITŰZÉS 

A bélmikrobióta által termelt bakteriális metabolitok, jelentős szerepet játszanak a 

gazdaszervezet homeosztázisának a fenntartásában és számos életviteli folyamatának a 

szabályozásában. A bélmikrobióta által szintetizált másodlagos epesavak, az LCA és a DCA, a 

keringési rendszeren keresztül képesek eljutni a távoli daganatsejtekhez és befolyásolni a 

daganatos sejtek viselkedését. A disszertációm alapját képező tanulmányokban a mikrobiom és 

az emlődaganatok, valamint a mikrobiom és hasnyálmirigy adenokarcinóma közötti szoros 

kapcsolatra kívántunk rávilágítani.  

 

Vizsgálataink fő céljainak a következőket tűztük ki: 

 

Az emlődaganatos sejtek vizsgálata során a következő kérdésekre keretük a választ. 

• Képes-e befolyásolni az LCA a sejtek redox-homeosztázisát. 

• Az LCA mely receptoron keresztül fejti ki a hatásait. 

• Hogyan hat az LCA az emlődaganat sejtek redox-állapotára in vivo. 

• Hogyan változik az oxidatív-nitrozatív stressz markerek szintje emlődaganatos 

betegekben. 

• Van-e összefüggés az emlődaganatos betegek túlélése és az LCA indukált oxidatív-

nitrozatív stressz markerek expressziója között. 

 

A hasnyálmirigy-daganatos sejtek vizsgálata során a következő kérdésekre keretük a 

választ. 

• Képes-e befolyásolni a DCA sejtek redox-homeosztázisát. 

• Hogyan hat a DCA az epiteliális-mezenchimális tranzíció folyamatára. 

• Milyen hatással van a DCA az őssejtszerűségre. 

• Befolyásolja-e a DCA a sejtek energiaháztartását. 
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5. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

5.1. Alkalmazott anyagok  

A kísérleteinkhez használt anyagokat és azok kezelésekhez alkalmazott koncentrációt az 1. 

táblázat tartalmazza. 

 

Anyag Katalógusszám Gyártó Koncentráció 

CA C1129 Sigma-Aldrich 0,01-10 µM 

CDCA C9377 Sigma-Aldrich 0,01-10 µM 

CINPA1 HY-110249 MedChemExpress 5 µM 

DCA D2510 Sigma-Aldrich 0,7 µM 

DY268 HY-110267 MedChemExpress 5 µM 

GSH G4251 Sigma-Aldrich 5 mM 

GSK2033 HY-108688 MedChemExpress 5 µM 

LCA L6250 Sigma-Aldrich 0,1-1 µM 

MG-132 474790 Calbiochem 50, 100 mM 

NAC A7250 Sigma-Aldrich 5 mM 

NF449 480420 Sigma-Aldrich 5 µM 

RA839 5707 Tocris Bioscience 5, 10 µM 

siCAR 

#1 s19369       

#2 s19370       

#3 s19368 

Thermo Fisher Scientific 30 nM 

siNEG 4390843 Thermo Fisher Scientific 30 nM 

siNRF2 

#1 s9493         

#2 s9492         

#3 s9491 

Thermo Fisher Scientific 30 nM 

siPXR s16910 Thermo Fisher Scientific 30 nM 

siTGR5 

#1 s195791    

 #2 s45559       

#3 s45558 

Thermo Fisher Scientific 30 nM 

siVDR s14777 Thermo Fisher Scientific 30 nM 

tBHQ 112941 Sigma-Aldrich 5, 10 µM 

1. táblázat A kezelésekhez használt anyagok listája 
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5.2. Alkalmazott sejtvonalak 

A vizsgálataink során alkalmazott sejtvonalakat az American Type Culture Collection-től 

(ATCC) szereztük be. A kísérletek során a sejtkultúrákat 5% szén-dioxid tartalmú, 37°C 

hőmérsékletű termosztátban tenyésztettük. 

A 4T1 egér emlőtumor adenokarcinóma sejteket RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MI, USA, R5886) sejttenyésztő médiumban tartottuk fent. A médium 10% hőinaktivált fötális 

marhaszérumot (FBS; Sigma-Aldrich, F2442), 1% penicillin-streptomycint (Sigma-Aldrich, 

P4333), 2 mM L-glutamint (Sigma-Aldrich, G7513) és 1% piruvátot (Sigma-Aldrich, S8636) 

tartalmazott.  

A BxPC-3 humán hasnyálmirigy adenokarcinóma sejteket RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 

R5886) sejttenyésztő médiumban tartottuk fent. A médium 10% hőinaktivált FBS-t, 1% 

penicillin-streptomycint és 2 mM L-glutamint tartalmazott. 

Az MCF7 humán emlőtumor adenokarcinóma és CAPAN-2 humán hasnyálmirigy 

adenokarcinóma 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 humán emlőtumor adenokarcinóma sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium low glucose (DMEM; Sigma-Aldrich, 1000 mg/L glükóz; D5523) sejttenyésztő 

médiumban tartottuk fent. A médium 10% FBS-t, 1% penicillin-streptomycint és 2 mM L-

glutamint tartalmazott. 

A humán primer fibroblaszt sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium low glucose 

(DMEM; Sigma-Aldrich, 1000 mg/L glükóz; D5523) sejttenyésztő tápfolyadékban tartottuk 

fent. A médium 20% FBS-t, 1% penicillin-streptomycint, 2 mM L-glutamint és 10 mM HEPES-

t (Sigma-Aldrich, 15630080) tartalmazott. 

A sejtkultúrák mycoplasma fertőzöttségének hiányát folyamatosan ellenőriztük. 

5.3. Sejtproliferáció vizsgálat 

A sejtek proliferációjának vizsgálatához szulforodamin B (SRB; Sigma-Aldrich, 230162) 

festést alkalmaztunk. A sejteket 96-lyukú tenyésztőedényben (4T1-1500 sejt/lyuk) 

szélesztettük a kezelést megelőző napon. Ezután a sejteket 48 órán át kezeltük, majd triklór-

ecetsavval (TCA; Sigma-Aldrich, T6399) fixáltuk 10% végkoncentrációban 1 órán keresztül 
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4°C-on. Ezután a sejteket tartalmazó lyukakat ötször mostuk desztillált vízzel és 1%-os 

ecetsavban oldott 0,4%-os (m/V) SRB festékkel festettük a sejteket 10 percig. Ezt követően a 

sejteket ötször egymás után mostuk 1%-os ecetsavval, hogy a nem kötődött festéket 

eltávolítsuk. A kötött festéket 10 mM-os Tris-BASE oldatban oldottuk fel. Az abszorbancia 

értéket spektrofotométer (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) 

segítségével 540 nm hullámhosszon rögzítettük. 

5.4. SDS-PAGE és Western blot 

A fehérje izolálás folyamatát végig jégen végeztük a fehérjék minőségének megőrzése 

érdekében. A kezelések letelte után a sejteket 1x PBS oldattal mostuk. A sejtek feltárása hideg 

RIPA pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5% nátrium-

deoxikolát, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, proteáz inhibitor koktél) 

történt, mely közben a mintáinkat a megfelelő feltárás érdekében jégen hűtve, háromszor 10 

mp-ig, 2-es fokozaton, szonikáltuk (Qsonica Q125 Sonicator, Newtown, Connecticut, USA). A 

minták fehérje koncentrációját PierceTM BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA, 23225) segítségével mértük. A mintákhoz ezután 5x SDS mintapuffert 

(50% glicerol, 10% SDS, 310 mM Tris-HCl, pH 6.8, 100 mM DTT, 0.01% brómfenol kék) és 

β-merkapto-etanolt adtunk. 

A fehérjeminták (20 µg) molekulatömeg szerinti szeparációját SDS poliakrilamid gélen (8 vagy 

10%) végeztük el. A szeparált mintákat ezután nitrocellulóz membránra transzferáltuk. A 

nitrocellulóz membrán aspecifikus kötőhelyeit 5%-os 1x TBS-Tween pufferben oldott BSA-

val blokkoltuk 1 órán keresztül szobahőmérsékleten. Az elsődleges antitesteket (2. táblázat) 

2,5%-os BSA (1x TBS-Tween-ben készítve) oldatban hígítottuk és a membránt ezzel 

inkubáltuk egy éjszakán keresztül. Ezt követően a membránt háromszor 10 percig mostuk 1x 

TBS-Tween pufferben. A peroxidázzal jelölt másodlagos antitesteket (2. táblázat) 2,5%-os 

BSA (1x TBS-Tween-ben készítve) oldatban hígítva, 1 órán keresztül hagytuk a membránon.  

A membránokat ezután háromszor 10 percig mostuk 1x TBS-Tween pufferben. Az 

antitestekkel jelölt fehérjesávokat kemilumineszcens reakció segítségével (SuperSignal West 

Pico Solutions, Thermo Fisher Scientific, 35060) tettük láthatóvá. A detektálás ChemiDoc 

Touch Imaging géldokumentációs rendszer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segítségével történt. 

A sávok denzitometrálására Image Lab 6.1 szoftvert (Bio-Rad) használtunk. 



38 

 

Antitest Hígítás Forgalmazó/ katalógusszám 

4HNE 1: 1000 Abcam (ab46545) 

ALDH1 1: 1000 Abcam (ab227948) 

Anti-egér IgG, 

Peroxidáz jelölt 
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) 

iNOS 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) 

ZO-1 1: 1000 Cell Signaling (8193) 

β-actin 1:20000 Sigma-Aldrich (A3854) 

β-CATENIN 1: 1000 Cell Signaling (8480) 

2. táblázat A Western blot módszerhez alkalmazott antitestek 

5.4.1. Az alkalmazott NRF2 antitestek specificitásának a vizsgálata 

Mivel kutatásaink egyik kulcsfontosságú lépése az NRF2 változások karakterizálása volt, ezért 

a vizsgálathoz használni kívánt antitesteket először validálnunk kellett. Az NRF2 vizsgálatához 

két különböző cégtől rendelt NRF2 specifikus antitestet alkalmaztunk, az egyik antitest 

(Abcam: ab31163) egy 68 kDa méretű fehérjét detektál, míg a másik antitest (NOVUS: NBP1-

32822) egy 110 kDa körüli fehérjét. Kísérleteink során MCF7 humán emlőtumor sejtvonalon 

siRNS technika segítségével tranziensen csendesítettük az NRF2 gént, majd Western blot 

módszerrel vizsgáltuk az NRF2 fehérje expresszió mértékét. Eredményeink azt mutatták, hogy 

az NRF2 csendesített mintákban az NRF2 fehérje szintje csökkent a negatív kontroll siRNS 

mintához képest (8.A. ábra). Mindkét NRF2 antitest esetében ugyanazt az eredményt kaptuk. 

Emellett 4T1 egér emlőtumor sejtvonalat kezeltünk NRF2 aktivátorokkal (RA839 és tBHQ), 

valamint MG132 proteoszóma inhibitorral. Az RA839 valamint a tBHQ farmakológiai szerek 

az NRF2-KEAP1 interakció gátlásán keresztül képesek az NRF2 aktiválására [183,184]. 

Ezután szintén Western blot módszer segítségével vizsgáltuk az NRF2 fehérje mennyiségét. 

Megfigyeltük, hogy az alkalmazott farmakonok hatására az NRF2 fehérje expressziója 
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emelkedett a kontroll mintához képest (8.B-D. ábra). Mivel mindkét NRF2 antitesttel ki tudtuk 

mutatni az NRF2 expresszió specifikus változását, ezért úgy gondoljuk, hogy az alkalmazott 

antitestek alkalmasak az NRF2 további vizsgálatához.  

 

8. ábra Az NRF2 antitestek validálása 

(A) Az MCF7 sejteket NRF2 specifikus siRNS-el és negatív kontroll siRNS-el transzfektáltuk 48 órán keresztül. 

Ezután két különböző NRF2 antitestet (Abcam: ab31163; NOVUS: NBP1-32822) alkalmazva Western blot 

technikával vizsgáltuk az NRF2 fehérje expresszióját. (B-D) A 4T1 sejteket NRF2 aktivátorokkal (RA839 és 

tBHQ), valamint MG132 proteoszóma inhibitorral kezeltük 48 órán keresztül. Ezután két különböző NRF2 

antitestet (Abcam: ab31163; NOVUS: NBP1-32822) alkalmazva Western blot technikával vizsgáltuk az NRF2 

fehérje expresszióját. 

Rövidítések: NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), tBHQ (terc-butilhidrokinon) 
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5.5. Géncsendesítés 

Az MCF7 sejteket 24 lyukú tenyésztőedényben (50.000 sejt/lyuk) tenyésztettük egy éjszakán 

keresztül. A transzfekció során siRNS-eket alkalmaztunk a célgén specifikus csendesítésére, 30 

nM végkoncentrációban. A siRNS-eket Lipofectamine RNAiMAX transzfekciós reagens 

(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA, 13778150) segítségével juttattuk be a sejtekbe, a 

gyártó által javasolt protokoll szerint. A kezeléshez először a transzfekciós komplexeket 

készítettük elő, amelyekhez a siRNS-t Opti-MEM médiumban (Life Technologies Corporation, 

Grand Islan, NY 14072, USA, 31985-062) hígítottuk. Egy másik csőben a Lipofectamine 

RNAiMAX reagenst szintén Opti-MEM médiumban hígítottuk. A két komponenst 

összekevertük, majd 15 percig szobahőmérsékleten inkubáltuk a stabil komplexek 

kialakulásához. A sejtekről eltávolítottuk a médiumot majd a friss, transzfekciós komplexet 

tartalmazó médiumot óvatosan pipettázva a sejtekhez adtuk. Kontrollként DMSO-t és negatív 

siRNS-t használtunk, hogy kizárjuk a nem-specifikus hatásokat. A kezelés 48 órán keresztül 

tartott LCA (0,3 μM) jelenlétében.  A kezelés letelte után fehérjét izoláltunk az 5.4 fejezetben 

leírtaknak megfelelően. 

5.6. RNS izolálás, reverz transzkripció és RT-qPCR 

Az RNS izolálás folyamatát végig jégen végeztük a nukleinsav minőségének megőrzése 

érdekében. A sejteket 6 lyukú tenyésztőedényben (CAPAN-2 – 10.000 sejt/lyuk, 4T1 – 5.000 

sejt/lyuk) tenyésztettük egy éjszakán keresztül. A kezelések 48 órán keresztül tartottak, majd a 

sejtekből TRIzol reagens (Invitrogen Corporation, 15596026) segítségével totál RNS-t 

izoláltunk a gyártói utasításnak megfelelően. Az állatkísérletek során eltávolított primer 

daganatokból származó szövetmintákat golyós homogenizátorral (Qiagen Tissuelyser II; 

Qiagen, Mexikóváros, Mexikó) folyamatos hűtés mellet TRIzol reagensben roncsoltuk. Az 

RNS mintákból a DNS szennyeződést DNáz kezeléssel távolítottuk el (Sigma-Aldrich, 

10104159001). A minták koncentrációját és minőségét NanoDrop1000 készülékkel (Thermo 

Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) állapítottuk meg. Reverz transzkripció során 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA, 4368814) alkalmazva a gyártói utasításoknak megfelelően 2 µg RNS mintát cDNS-sé 

írtunk át. A qPCR reakciót 10 μl végtérfogatban végeztük el, a reakcióelegy 0,5 μM primereket, 

20 ng cDNS mintát és qPCRBIO SyGreen Lo-ROX Supermixet (PCR Biosystems Ltd., 
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London, Egyesült Királyság, PB20.11-01) tartalmazott. A valós idejű kvantitatív PCR-t 

LightCycler 480 II készüléken (Roche Applied Science, Bázel, Svájc) mértük. Normalizálásra 

a 36B4 és cyclophilin háztartási gének Cp értékeinek mértani középértékéből számolt 

normalizáló faktort alkalmaztuk. A vizsgált gének relatív expresszióját a mintákban 2-∆∆CP 

módszer segítségével határoztuk meg. A valós idejű kvantitatív PCR-hoz alkalmazott primerek 

szekvenciáit a 3. táblázat 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 

   

   

Humán primerek 

Gén neve Forward primer (5'-3') Reverz primer (5'-3') 

36B4 CCA TTG AAA TCC TGA GTG ATGTG  GTC GAA CAC CTG CTG GAT GAC  

CYCLOPHILIN GTC TCC TTT GAG CTG TTT GCA GAC  CTT GCC ACC AGT GCC ATT ATG  

SNAIL GCT GCA GGA CTC TAA TCC AGA  ATC TCC GGA GGT GGG ATG  

TCF7L2 ACG TAC AGC AAT GAA CAC TTCAC  GGC GAT AGT GGG TAA TAC GG 

TWIST1 GGG CCG GAG ACC TAG ATG  TTT CCA AGA AAA TCT TTG GCATA  

WNT5B CGG GAG CGA GAG AAG AAC T CGT CTG CCA TCT TAT ACA CAGC  

β-CATENIN TGT TAA ATT CTT GGC TAT TAC GAC A CCA CCA CTA GCC AGT ATG ATGA  

3. táblázat A valós idejű kvantitatív PCR-hoz alkalmazott primerek szekvenciái 

5.7. Sejtinvázió vizsgálata 

A sejtinváziós vizsgálatokat 8 μm vastagságú PET membránnal ellátott, Corning BioCoat 

Matrigel Inváziós Kamra (Corning, NY, USA 354480, 354481) alkalmazásával végeztük el (9. 

ábra). A felső kamrában a CAPAN-2 sejteket (20.000 sejt/lyuk) egy éjszakán keresztül 
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szérummentes médiumban tenyésztettük. Másnap a sejteket a felső kamrában DCA-val (0,7 

μM) kezeltük szérummentes médiumban, míg az alsó kamrákba 10% FBS-t, DCA-t (0,7 μM) 

és sztrómasejt eredetű faktor-1 (SDF1-) kemoattraktánst (végkoncentráció: 100 ng/ml, Sigma-

Aldrich; SRP4388) tartalmazó médiumot raktunk. 48 óra eltelte után a membrán felső részén 

maradt, nem migrált sejteket vattával és többszöri PBS-es mosással eltávolítottuk. A membrán 

alsó részére átjutott sejteket 100%-os metanollal fixáltuk. Szárítás után a sejtmagokat 4’,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) festékkel festettük és a membránt tárgylemezre helyeztük. A 

migrált sejtek magjait Opera Phoenix High Content Screening System segítségével számoltuk, 

a képek elemzése pedig Harmony 4.6 szoftver segítségével történt. A matrigélt tartalmazó 

membránon keresztül átjutó sejtek és a kontroll membránon keresztül átjutó sejtek arányából 

inváziós indexet számoltunk az alábbiak szerint: 

 

Invázió % = (a matrigél tartalmú membránon keresztül átjutó sejtek átlaga / a kontroll 

membránon keresztül átjutó sejtek átlaga) *100  

 

Inváziós index = Invázió % kezelt sejtek / Invázió % kontroll (kezeletlen) sejtek 
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9. ábra A sejtinváziós teszt összefoglalása 

A CAPAN-2 sejteket szérummentes médiumban a felső kamrába raktuk egy éjszakára, majd ezt követően 48 órán 

keresztül DCA-val kezeltük. Az alsó kamrában a tenyésztőmédium a DCA kezelésen kívül FBS-t és SDF1-α 

kemoattraktánst is tartalmazott. 48 óra után a nem migrált sejteket mosással eltávolítottuk, a migrált sejteket 

fixáltuk és DAPI-val festettük. A membránt ezután tárgylemezre fordítottuk és elemeztük. 

5.8. Lipidperoxidáció vizsgálata 

Az emelkedett oxidatív- és nitrozatív stressz hatására felhalmozódott reaktív gyökök (ROS/ 

RNI) a sejtekben található többszörösen telítetlen lipidek peroxidációját indukálják, ami reaktív 

elektrofil aldehidek kialakulását eredményezi, mint a 4-hidroxinonenál (4HNE) vagy a 

malondialdehid (MDA) [151]. Ezek a reaktív molekulák stabil kovalens kötések kialakítására 

képesek a fehérjék lizin, cisztein és hisztidin oldalláncaival [185] és ezáltal jó biomarkerként 

szolgálnak a sejtekben zajló oxidatív folyamatok kimutatására. Vizsgálataink során a 

lipidperoxidáció mértékét a 4HNE-fehérje adduktumok Western blot analízisével és a 

tiobarbitursav reaktív anyagok (TBARS) szintjének a vizsgálatával határoztuk meg [186]. Az 

MDA tiobarbitursavval (TBA) reagálva színes reakcióterméket eredményez, mellyel jól 

vizsgálható a lipidperoxidáció mértéke. A TBARS vizsgálathoz a 4T1 sejteket T150-es 

tenyésztőflaskában növesztettük egy éjszakán keresztül. A 48 órás kezelések letelte után a 

sejteket 1x PBS-el mostuk és Eppendorf csövekbe gyűjtöttük. Centrifugálás után a sejtpellethez 

8,1% SDS-t, 20% ecetsavat, 0,8% TBA-t (Sigma-Aldrich, T5500) és desztillált vizet adtunk, 

majd 1 órán keresztül 96°C-on inkubáltuk. Centrifugálás után a felülúszó abszorbanciáját 

spektrofotométer (Thermo Labsystems Multiskan MS) segítségével, 540 nm hullámhosszon 

mértük. 
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5.9. Aldehid-dehidrogenáz pozitivitás vizsgálat 

Az aldehid-dehidrogenáz-1 (ALDH1) pozitív sejtek mennyiségének a mérését a kezelések 

hatására Aldefluor őssejt kit (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada, 01700) segítségével 

végeztük. A CAPAN-2 sejteket 6 lyukú tenyésztőedényben (100.000 sejt/lyuk) egy éjszakán 

keresztül tenyésztettük. Ezután 48 órán keresztül DCA-val (0,7 μM) kezeltük. A kezelés letelte 

után a sejteket 0,5 ml ALDH1 szubsztrát tartalmú (5 μl/ml) Aldefluor assay pufferben 45 percig 

37°C-on inkubáltuk. A negatív kontrollként alkalmazott sejteket az ALDH1 inhibitoraként 

ismert dietil-amino benzaldehiddel (DEAB; 50 mmol/l) kezeltük. A mintákban lévő ALDH1 

pozitív sejtek arányát áramlási citométer segítségével határoztuk meg. A kapott eredményeket 

Flowing Software 2.5.1 programmal elemeztük. 

5.10.  Mitokondriális oxigénfogyasztás és az extracelluláris savasodási ráta 

meghatározása 

A CAPAN-2 sejtek oxigénfogyasztását (oxygen consumption rate (OCR) - a mitokondriális 

oxidáció mértéke) és a pH-változás mértékét, az extracelluláris savasodási rátát (extracellular 

acidification rate (ECAR) - a glikolitikus fluxus mértéke) Seahorse XF96 oximéter (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) segítségével határoztuk meg. A CAPAN-2 sejteket 96 

lyukú Seahorse tenyésztőedényben (5.000 sejt/lyuk) tenyésztettük egy éjszakán keresztül, majd 

48 órán át DCA-val (0,7 μM) kezeltük. A kezelés letelte után a sejteket előmelegített XF assay 

médiumban inkubáltuk 1 órán át 37°C-on, CO2-mentes inkubátorban.  Az alapszintű (baseline) 

OCR értékét 5 percen keresztül öt alkalommal rögzítettük. Ezután a sejtekhez etomoxirt (50 

μM), oligomycint (10 μM) és antimycint (10 μM) adtunk. Minden új anyag hozzáadása után 

mértük az OCR értéket 5 alkalommal 5 percig. Végül az adatokat a fehérjetartalomra 

normalizálva elemeztük. A fehérjetartalom méréséhez SRB festést alkalmaztunk az 5.3 részben 

leírtak szerint. 

5.11. Állatkísérletek 

Az állatkísérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Állatkísérleti Bizottsága által elfogadott 

és regisztrált engedély alapján (engedélyszám: 1/2015/DEMÁB) végeztük. A 3R elvének 

megfelelően korábbi kísérleteinkből származó primer daganatokból izoláltunk totál RNS-t. A 
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kísérlet során 4T1 emlőtumorsejteket nőstény Balb/c egerekbe oltottunk és vizsgáltuk az LCA 

hatását a kialakult tumor növekedésére és viselkedésére [18]. Az egereket a Debreceni Egyetem 

Élettudományi Központ Kísérleti Állatház SPF (specifikus kórokozómentes) minősítésű 

részlegén szaporították. Kezeléseinket ugyanezen állatház „MD” (minimal disease) részlegén 

végeztük. Az egereket a szabályozásoknak megfelelő, standard méretű ketrecekben (65 × 207 

× 140 mm, területe 530 cm2; Techniplast, 1284 L Eurostandard Type II. L) helyeztük el 

Lignocel Select Fine (J. Rettenmaier und Söhne) alom használatával. Egy ketrecben legfeljebb 

hat állat tartózkodott. Az egerek korlátlan hozzáféréssel rendelkeztek élelemhez és ivóvízhez 

(sterilizált csapvíz). A világos és sötét ciklusok 12 óránként váltották egymást. Az állatház 

hőmérséklete 22 ± 1 °C volt. Az állatok hetente kaptak tiszta ketrecet és almot. Minden állat az 

irányelveknek megfelelő humánus bánásmódban részesült, gondozásukat állatorvosi felügyelet 

mellett, szakképzett személyzet végezte el. Ehhez a tanulmányhoz összesen 10 állatot 

használtunk fel. A kísérleteinkhez 8-10 hetes (20-25 g) nőstény Balb/c egereket használtunk. 

A xenograftok kialakításához a 4T1 sejteket hideg PBS-ben szuszpendáltuk (2 × 106/ 

ml) majd a sejtszuszpenzióból és hideg matrigel-ből (Sigma-Aldrich; E1270) 1:1 arányú 

szuszpenziót készítettünk. Az egerek ebből a szuszpenzióból injekciós tűvel a második 

inguinális emlőbimbójuk alá kaptak 50 μl térfogatú injekciót (105 sejt/oltási hely). Az egerek 

állapotát és a tumorok növekedési ütemét naponta ellenőriztük. 

A kezeléshez használt LCA-t 96%-os etanolban 7,5 mM koncentrációban -20°C-on 

tároltuk. A kezeléshez használt mennyiséget és a kontroll mintaként alkalmazott vehikulumot 

minden nap 1x PBS-ben hígítottuk a megfelelő koncentrációra (200 µl / 30 ttg). Az egerek 

minden nap 8:00 és 10:00 óra között „per os” kapták a kezeléseket. Az oltást követő 18. napon 

az egereket a nyaki csigolya diszlokációjával termináltuk és ezután eltávolítottuk a primer 

tumorokat és az esetleges áttéteket. Az eltávolított primer tumorokból ezután külön-külön totál 

mRNS-t izoláltunk. 

5.12. Teljes antioxidáns képesség meghatározása 

A teljes antioxidáns képesség meghatározásának egyik módszere a 2,2’-azinobis-3-etil-

benzothiazolin-6-szulfonát (ABTS) vegyület oxidációján alapul [187]. Az ABTS-ből kálium-

perszulfáttal előállított zöld színű ABTS-kation gyök a mintában lévő antioxidánsokkal 

reagálva elszíntelenedik. Az elszíntelenedés mértéke egyenesen arányos az elreagált gyökök 

mennyiségével és így megállapítható a minta antioxidáns tartalma. 
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Az ABTS gyökök generálásához a vizsgálatot megelőző este az ABTS-oldathoz (7,4 

mM) 10% kálium-perszulfát oldatot (24,5 mM) adtunk. A kísérlet előtt az ABTS-oldat 

abszorbanciáját 50 mM-os, pH 4,5 Gly-HCl oldattal 1,2-re állítottuk be. A vizsgálni kívánt 

aszkorbinsavat és az LCA-t DMSO-ban oldottuk be és hígítottuk. a kívánt koncentrációkra. Az 

ABTS-oldatból 50 µl-t adtunk 5 µl vizsgálandó mintához. Az elegyet ezután 30 percig 

szobahőmérsékleten inkubáltuk. A minták abszorbanciáját Tecan Spark multi-label reader 

segítségével 405 nm hullámhosszon rögzítettük.  Az antioxidáns aktivitást a kontroll minták 

százalékában fejeztük ki. Pozitív kontrollként aszkorbinsav-koncentrációsorozatot 

alkalmaztunk. 

5.13.  Szöveti mikroarray és immunhisztokémia  

A tumorszöveten belül megfigyelhető 4HNE, iNOS és TGR5 expresszió vizsgálatához szöveti 

mikroarrayt (tissue microarray, TMA) végeztünk 88 emlődaganatos beteg archivált 

szövetblokkjának a felhasználásával, melyeken immunhisztokémiai vizsgálatok történtek. 

Az emlődaganatos szövetek sebészeti eltávolításukat követően formalinnal lettek 

fixálva és paraffinba lettek ágyazva. A vizsgálathoz ezek a szöveti mikroblokkok lettek 

felhasználva. A vizsgálathoz szöveti blokkonként három technikai párhuzamos készült. Az 

immunhisztokémiához a Leica Bond Max™ protokollját [188] használtuk. 

Azimmunhisztokémiához alkalmazott antitesteket és körülményeket a 4. táblázat foglalja össze. 

A metszetek immunhisztokémiai festés után „H-score” pontrendszer alkalmazásával 

lettek pontozva, amely figyelembe veszi a festődés intenzitását és százalékos arányát [189]. 
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Antitest Forgalmazó Antigén feltárás Hígítás 
Detektálási 

mód 

iNOS 

Thermo Fisher 

Scientific (PA5-

16855) 

Ventana BenchMark 

ULTRA/Roche Cell 

Conditioning 1 (CC1)            

20 perc, 95°C 

1:100 

UltraView 

Universal DAB 

Detection 

kit/Roche 

4HNE Abcam (ab46545) 

Ventana BenchMark 

ULTRA/Roche Cell 

Conditioning 1 (CC1)            

20 perc, 95°C 

1:1000 

UltraView 

Universal DAB 

Detection 

kit/Roche 

TGR5 
GeneTEX 

(GTX100026) 

pressure cooker (Avair) 

 1m citrát puffer, pH=6 
1:1000 

EnVision Flex 

(K8000, Dako, 

Santa Clara, CA, 

USA) 

4. táblázat Az immunhisztokémiához alkalmazott antitestek 

 

Az immunhisztokémiához használt antitestek tipikus festődési mintázatát a 10. ábra mutatja.

 

10. ábra A vizsgálatban használt antitestek festési mintázata 

A TMA-ban lévő emlődaganat szöveteket a jelzett antitestekkel festettük meg, és az immunreakciók előhívása 

3,3′-Diaminobenzidine (DAB) segítségével történt.  A skála 50 µm-t jelöl. 

Rövidítések: TMA (szöveti mikroarray), 4HNE (4-hidroxinonenál), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid 

szintáz) TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor) 

 

iNOS 4HNE 

TGR5 
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A vizsgálat a Debreceni Egyetem Regionális és Intézményi Kutatásetikai Bizottságának 

engedélyével valósult meg. A szövettani minták sztratifikálása a következő szempontok alapján 

történt: TNM stádium, Nottingham grádus, receptor pozitivitás és mitózis index. A TMA 

vizsgálatok a Debreceni Egyetem Patológiai Intézetében történtek, a patológiai leletezést Dr. 

Csonka Tamás végezte. 

5.14.  In silico vizsgálatok 

Az emlődaganatban szenvedő betegek túlélési ideje és a vizsgált gének (CAR, TGR5, NRF2, 

KEAP1, iNOS, nNOS(a), nNOS(b), NOX4) kifejeződése közötti összefüggést a Kaplan-Meier 

plotter adatbázis (https://kmplot.com/analysis/) felhasználásával elemeztük.  

5.15.  Statisztikai analízis 

Minden kísérletet legalább három független alkalommal végeztünk el. Az adatok statisztikai 

értékeléséhez GraphPad Prism 8.0.1 programot használtunk. A normál eloszlás elérése 

érdekében a fold change adatokat log2 transzformáltuk.  Két csoport összehasonlításához 

Student-féle t-próbát használtunk. A több csoport összehasonlítása esetén egyutas ANOVA 

statisztikai tesztet használtunk, melyeket Tukey-féle poszthoc teszt vagy Dunnett posthoc teszt 

követett. Az adatok az átlag ± SEM értékeket jelzik. A statisztikai analíziseink során a p <0,05 

értéket tekintettük szignifikáns különbségnek. A korrelációs vizsgálatokat Pearson-korrelációs 

teszttel és lineáris regresszió segítségével végeztük. Analízis előtt a mitotikus indexet log2 

transzformáltuk. A számítások R projekt (3.5.2 verzió) segítségével történtek.  
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6. EREDMÉNYEK 

6.1. A litokólsav hatásai az emlőtumorsejtekre 

Előzetes eredményeinkben kimutattuk, hogy az LCA csökkenti az emlődaganatsejtek 

növekedését és agresszivitását. Az LCA antitumor immunválaszt indukál és átalakítja az 

emlődaganatsejtek metabolizmusát. Kimutattuk, hogy az LCA bakteriális termelése csökkent 

az emlődaganat korai stádiumában, ami összhangban volt a szérumban mért alacsony litokólsav 

szinttel [18]. 

A disszertációm alapjául szolgáló tanulmányban arra kerestük a választ, hogy az LCA 

képes-e befolyásolni a redox-homeosztázist az emlőtumorsejtekben, vagyis hatással van-e az 

anti- és prooxidáns rendszerek közötti egyensúlyra. Sejtes és egér modelleken, valamint humán 

emlődaganatos egyénekből származó mintákon keresztül tanulmányoztuk az LCA hatását.  

6.1.1. A litokólsav antiproliferatív hatása az NRF2 gátlásán keresztül valósul meg 

Kísérleteinkben először azt vizsgáltuk meg, hogy az LCA befolyásolja-e az NRF2/ KEAP1 

antioxidáns útvonal kulcsfontosságú elemeinek expresszióját. A kísérleteink során alkalmazott 

LCA koncentrációk megfeleltek az emberi emlőszövetben mért normál humán LCA 

koncentrációnak (0,1–1 μM) [128]. Kimutattuk, hogy a 4T1 egér emlődaganatsejtekben az LCA 

kezelés csökkentette az NRF2 fehérje szintjét (11.A. ábra), ezzel párhuzamosan az NRF2-t 

gátló KEAP1 fehérje szintjét emelte (11.B. ábra). 

Korábbi tanulmányunkban kimutattuk, hogy az LCA csökkenti az emlőtumorsejtek 

proliferációját, ugyanakkor a nem transzformált sejtek növekedésére nincs hatással [18]. 

Kíváncsiak voltunk arra, hogy az LCA proliferációt gátló hatása visszafordítható-e az NRF2 

farmakológiai aktiválásával. A 4T1 sejteket LCA-val és egy NRF2 aktivátorral, az RA839-el 

kombináltan kezeltük, és azt találtuk, hogy az NRF2 aktivációja megszüntette az LCA 

antiproliferatív hatását (11.C. ábra). Az RA839 hatékonyságát az NRF2 célgének mRNS 

expressziójának a mérésével ellenőriztük. Az RA839 kezelés emelte a NAD(P)H kinon-

dehidrogenáz 1 (NQO1), a glutamát-cisztein ligáz katalitikus alegység (GCLC), a kataláz 

(CAT) és a hemoxigenáz 1 (HMOX1) gének mRNS expresszióját (12. ábra). 

Mindezen eredmények összességében azt mutatják, hogy az NRF2 kifejeződésének a 

csökkenése kulcsszerepet játszik az LCA citosztatikus hatásainak kialakításában. 
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11. ábra Az LCA kezelés gátolta az NRF2/KEAP1 rendszer elemeinek a kifejeződését a 4T1 

emlőtumorsejtekben 

A 4T1 sejteket LCA-val kezeltük 48 órán keresztül a jelölt koncentrációkban, majd Western blot technika 

segítségével vizsgáltuk az (A) NRF2 és (B) KEAP1 fehérjék expresszióját. Az ábrák felső részén egy reprezentatív 

eredmény van feltüntetve, míg az ábrák alsó részén a Western blot eredmények denzitometriás értékelése látható 

(n=3). (C) A 4T1 sejteket LCA-val (0,3 µM) és NRF2 aktivátorral, RA839 (5 µM és 10 µM) –el kezeltük 48 órán 

keresztül, majd szulforodamin-B festéssel meghatároztuk a teljes fehérje mennyiséget (n=5). A kontroll mintához 

viszonyított adatokat (fold change) log2 transzformáltuk, az adatokat átlag ± SEM formában adtuk meg. A * 

szignifikáns különbséget jelez a kontroll és LCA kezelt minta között, ahol p <0,05. 

Rövidítések: LCA (litokólsav), ns (nem szignifikáns), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-

like ECH-associated protein 1) 
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12. ábra Az NRF2 farmakológiai aktiválása fokozta az NRF2 célgénjeinek az expresszióját a 4T1 

emlőtumorsejtekben 

A 4T1 sejteket NRF2 aktivátorral (RA839) kezeltük 48 órán keresztül a jelölt koncentrációkban, majd RT-qPCR 

segítségével megmértük az NRF2 célgénjeinek, az NQO1, GCLC, CAT ÉS HMOX1 expresszióját (n=3). A fold 

change adatokat log2 transzformáltuk és átlag ± SEM formában adtuk meg. A ** és *** statisztikai szignifikanciát 

mutat a kontroll és RA839-el kezelt csoportok között, ahol p <0,01 és p <0,001. 

Rövidítések: NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), NQO1 (NAD(P)H kinon-dehidrogenáz 1), GCLC 

(glutamát-cisztein ligáz katalitikus alegység), HMOX1 (hemoxigenáz 1), CAT (kataláz), RT-qPCR (valós idejű 

kvantitatív PCR) 

6.1.2. A litokólsav az NRF2 gátlásán keresztül oxidatív stresszt indukál, mely 

citosztázishoz vezet 

Az előzőekben kimutattuk, hogy az LCA kezelés befolyásolja a sejtek antioxidáns védelmét. 

Ezzel összhangban azt találtuk, hogy az NRF2 mellett egy másik antioxidáns, a GPX3 fehérje 

szintje is csökkent az LCA kezelés hatására (13.A. ábra). Az antioxidáns és prooxidáns 

rendszerek közötti egyensúly felborulása oxidatív-nitrozatív stressz kialakulásához vezet. Több 

kutatócsoport rámutatott arra, hogy az oxidatív stressz emelkedése a daganatsejtekben felelős 

lehet a sejtek pusztulásáért [17–19]. Az antioxidánsok mellett megvizsgáltuk néhány 

prooxidáns gén kifejeződését is az LCA kezelés hatására. Azt találtuk, hogy az LCA emelte egy 

fontos ROS termelő enzim, a NADPH oxidáz 4 (NOX4) mRNS expresszióját (13.B. ábra), 

valamint az iNOS fehérje szintjét, ami a sejtekben az egyik fő NO forrás (13.C. ábra). Ezenkívül 

az LCA fokozta a lipidperoxidációt a 4T1 sejtekben, amit a TBARS (13.D ábra) és 4HNE-

adduktumok emelkedett szintje jelzett (13.E ábra). 

Az iNOS fehérje emelkedett kifejeződése egy megnövekedett ONOO- termelődésre 

utalhat a sejtekben, ami fokozott nitrozatív stresszt jelez [190]. A szuperoxid és a nitrogén 

monoxid reakciójában keletkező peroxinitrit egy káros reaktív gyök, amely képes módosítani 
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az aromás aminosavakat is, így például a nitrotirozin képződése a fehérjékben a peroxinitrit-

képződés egyik biomarkerének tekinthető. Kimutattuk, hogy az LCA-val kezelt 4T1 sejtekben 

megemelkedik a nitrotirozin szintje (13.F ábra). 

 

 

13. ábra Az LCA fokozta az oxidatív-nitrozatív stresszt a 4T1 emlőtumorsejtekben 

(A-F) A 4T1 sejteket LCA-val kezeltük a jelölt koncentrációkban 48 órán keresztül. (A) A GPX3 antioxidáns 

fehérje szintjét Western blot módszerrel elemeztük (n=4). (B) A NOX4 gén mRNS expresszióját RT-qPCR 

módszerrel vizsgáltuk (n=4). (C) Az iNOS fehérje mennyiségét Western blot technikával elemeztük (n=3). (D) A 

lipidperoxidáció mértékét TBARS módszerrel határoztuk meg (n=3). (E) A 4HNE fehérje adduktumok szintjét 

Western blot módszerrel vizsgáltuk (reprezentatív ábra, n=3). (F) A Nitrotirozin mennyiségét Western blot 

módszerrel vizsgáltuk (reprezentatív ábra, n=3). A 4HNE és Nitrotirozin esetében a három független kísérlet 

hasonló eredményt mutatott. A fold adatokat log2 transzformáltuk és átlag ± SEM formában adtuk meg. A * és ** 

statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és LCA kezelt minták között, ahol p <0,05 és p <0,01. 

Rövidítések: LCA (litokólsav), GPX3 (glutation-peroxidáz-3), NOX4 (NADPH oxidáz 4), iNOS (indukálható 

nitrogén-monoxid szintáz), TBARS (tiobarbitursav reaktív anyagok), 4HNE (4-hidroxinonenál) 

 

Kíváncsiak voltunk arra, hogy az NRF2 aktivációja milyen hatással van a fent leírt 

változásokra, vagyis az LCA okozta oxidatív-nitrozatív stressz NRF2 függő módon valósul-e 

meg. Kimutattuk, hogy az NRF2 farmakológiai aktivációja (RA839, tBHQ) megakadályozta 

mind a TBARS (14.A ábra) és 4HNE (14.B ábra) szintjének emelkedését, mind az iNOS fehérje 

szintjének növekedését, amikor együtt alkalmaztuk az LCA-val (14.C ábra). Ezen 

eredményekből arra következtettünk, hogy az LCA az NRF2 gátlásán keresztül képes fokozni 

az oxidatív-nitrozatív stressz folyamatokat az emlőtumorsejtekben. 
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Ezt követően azt vizsgáltuk meg, hogy az LCA-indukálta oxidatív stressz szerepet 

játszik-e az LCA antiproliferatív hatásának kialakításában. Ennek érdekében a sejteket tiol-

antioxidánsokkal, GSH-val és NAC-cal kezeltük 5mM végkoncentrációban [191] LCA 

jelenlétében. A GSH és a NAC antioxidáns hatásuk révén fontos szerepet játszanak a sejtek 

egészségének megőrzésében és az oxidatív stressz elleni védelemben [192]. Azt tapasztaltuk, 

hogy mind a GSH, mind a NAC gátolták az LCA által kiváltott antiproliferatív hatást (14.D 

ábra).  

 

 

14. ábra Az NRF2 aktiválása befolyásolta az LCA-indukált oxidatív stresszt a 4T1 emlőtumorsejtekben 

A 4T1 sejteket LCA-val és NRF2 aktivátorokkal (RA839 és tBHQ) kezeltük a jelölt koncentrációkban 48 órán 

keresztül. A lipidperoxidáció mértékét (A) TBARS (n=4) próbával és (B, C) a 4HNE fehérje adduktumok 

szintjének Western blot analízisével vizsgáltuk. (D) A 4T1 sejteket LCA, NAC, GSH anyagokkal kezeltük 

önmagukban és kombinálva is 48 órán keresztül, majd szulforodamin B festés segítségével vizsgáltuk a teljes 

fehérjemennyiséget. A statisztikai analízishez ANOVA, Dunnett post-hoc tesztet végeztünk. Az adatokat átlag ± 

SEM formában adtuk meg. A* és ** statisztikai szignifikanciát mutat a jelölt minták között, ahol p <0,05 és p 

<0,01. 

Rövidítések: LCA (litokólsav), TBARS (tiobarbitursav reaktív anyagok), 4HNE (4-hidroxinonenál), NAC (N-

acetil-cisztein), GSH (glutation), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid szintáz), tBHQ (terc-butilhidrokinon) 
 

Kimutattuk azt is, hogy az LCA-nak önmagában nincs gyökfogó hatása a 

vizsgálatunkban használt koncentrációban (0,1-1 µM), illetve magasabb koncentrációban (300 

µM-ig) sem, ahol az aszkorbinsav antioxidánsként hatott (15. ábra). Ezen eredmények azt 
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jelzik, hogy az LCA az NRF2 gátlásán keresztül oxidatív stresszt indukál, mely citosztázist idéz 

elő. 

 

 

15. ábra Az LCA önmagában nem fejt ki antioxidáns hatást 

Az ABTS-gyökfogó vizsgálatot 96 lyukú tenyésztőedényben végeztük három technikai párhuzamost alkalmazva. 

Az LCA-t 0,03-300 μM koncentráció tartományban vizsgáltuk. Pozitív kontrolként aszkorbinsavat használtunk. 

Az antioxidáns aktivitást a kontroll minták százalékában fejeztük ki. Az adatokat átlag ± SEM formában adtuk 

meg. A ** és *** statisztikai szignifikanciát mutat az LCA-val és aszkorbinsavval kezelt csoportok között, ahol p 

<0,01 és p <0,001. 

Rövidítések: LCA (litokólsav) 

6.1.3. A litokólsav hatásai humán emlődaganatsejtekben is kimutathatóak 

Annak érdekében, hogy megállapítsuk az LCA-okozta változások nemcsak a 4T1 egér 

emlődaganatsejtekre korlátozódnak, MCF7 és SKBR-3 humán emlőkarcinóma sejtekben is 

megvizsgáltunk néhány LCA-okozta változást.  Hasonlóan a 4T1 sejtekhez, az LCA kezelés 

csökkentette az NRF2 fehérje kifejeződését (16.A ábra) és növelte mind az iNOS (16.B ábra), 

mind a 4HNE szintjét (16.C ábra) mindkét humán emlőkarcinóma sejtvonalban. Az LCA nem 

befolyásolta az NRF2, a KEAP1 vagy a 4HNE fehérje adduktumok szintjét a nem 

transzformált, humán fibroblasztokban (16.G,H ábra), ami azt mutatja, hogy az LCA hatásai 

emlődaganatra specifikusak.  
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16. ábra Az LCA oxidatív stresszt indukált az MCF7 és SKBR-3 humán emlőtumorsejtekben, míg a humán 

fibroblaszt sejtekben nem fejtett ki hatást 

(A-C) Az MCF7 sejteket 48 órán keresztül LCA-val kezeltük a megadott koncentrációkban, majd az (A) NRF2, 

(B) iNOS, (C) 4HNE fehérje szintjét Western blot technikával vizsgáltuk meg (n = 3). (D-F) Az SKBR-3 sejteket 

48 órán keresztül LCA-val kezeltük a jelölt koncentrációkban, majd az (D) NRF2, (E) iNOS, (F) 4HNE 

expresszióját Western blot módszerrel határoztuk meg (n = 3).  A felső paneleken egy reprezentatív eredmény, 

míg az alsó paneleken a Western blot kísérletek denzitometriás eredménye látható. A 4HNE esetében a három 

független kísérletben hasonló eredményeket kaptunk. (G, H) A humán fibroblaszt sejteket 0,3 μM LCA-val 

kezeltük 48 órán keresztül, majd az (G) NRF2, KEAP1 és (H) 4HNE fehérje szintjét Western blot módszerrel 

határoztuk meg. Az adatokat átlag ± SEM formában adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és 

LCA-val kezelt csoportok között, ahol p <0,05. 

Rövidítések: LCA (litokólsav), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-like ECH-associated 

protein 1), 4HNE (4-hidroxinonenál), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid szintáz) 
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6.1.4. Az elsődleges epesavak nem befolyásolják az emlődaganatsejtek proliferációját 

Az elsődleges epesavakból a bél mikrobiomja közreműködésével másodlagos epesavak 

keletkeznek, az utóbbiakat tekintjük bakteriális metabolitoknak. A CA elsődleges epesavból 

DCA, míg a CDCA-ból LCA és UDCA keletkezik. Az LCA a CDCA-konjugátumok 

dekonjugációjával és a 7-es szénatom 7-HSDH általi dehidroxilálásával keletkezik [126]. 

A következőkben azt vizsgáltuk meg, hogy az elsődleges epesavak képesek-e 

befolyásolni az emlődaganatsejtek proliferációját. Kísérleteinkben azt találtuk, hogy az 

elsődleges epesavak, a CA és a CDCA, a humán szérumban mért koncentrációjuknak megfelelő 

koncentrációban [128] nem csökkentették szignifikánsan a 4T1 emlődaganatsejtek 

proliferációját (17. ábra). 

 

 

17. ábra Az elsődleges epesavak nem befolyásolták a 4T1 emlőtumorsejtek proliferációját 

A 4T1 sejteket CA-val ás CDCA-val kezeltük a jelölt koncentrációkban 48 órán keresztül, majd szulforodamin B 

festés segítségével meghatároztuk a teljes fehérje mennyiséget (n=4). Az adatokat átlag ± SEM formában adtuk 

meg. 

Rövidítések: CA (kólsav), CDCA (kenodezoxikólsav) 

6.1.5. A litokólsav okozta oxidatív stresszt a TGR5 és CAR receptorok közvetítik 

További célunk az volt, hogy azonosítsuk azt a receptort vagy receptorokat, melyeken keresztül 

az LCA hatásait kifejtheti. Az LCA számos magreceptorhoz, mint a VDR, FXR, CAR, PXR, 

LXR és membránreceptorhoz, köztük a TGR5 receptorhoz is képes kötődni és rajtuk keresztül 

hatást kifejteni [18]. 
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A receptorok gátlására először farmakológiai szereket alkalmaztunk LCA-val (0,3 µM) 

kombinált kezelésben 5 µM végkoncentrációban [193–196]. Az NF449, a CINPA1, a 

GSK2033, és a DY268 képesek az epesavak ismert receptorainak a szelektív gátlására, így 

általuk vizsgálható, hogy az LCA mely receptorokon keresztül képes közvetíteni az előzőleg 

leírt hatásait. Eredményeink azt mutatták, hogy az LCA-indukálta NRF2 fehérje szint 

csökkenést a TGR5 útvonalat gátló NF449 és a CAR-t gátló CINPA1 gátlószerek 

megakadályozták, míg a LXR-t gátló GSK2033 és a FXR-t gátló DY268 inhibitorok 

hatástalanok voltak (18.A ábra).  

A fent említett farmakológiai kísérleteket siRNS-depléciós kísérletekkel egészítettük ki. 

A TGR5 és CAR receptorok a farmakológiai kísérletek alapján potenciális receptorok lehetnek, 

melyek az LCA hatásait közvetítik. Ezeken kívül egyéb lehetséges LCA receptort, köztük a 

VDR és PXR receptorokat is megvizsgáltuk ebben a kísérletsorozatban. Annak érdekében, 

hogy egy átfogóbb képet kapjunk csendesítettük a TGR5, CAR, VDR és PXR receptorokat az 

MCF7 humán emlőtumor sejtvonalban. 

A farmakológiai szerekhez hasonlóan a TGR5 és CAR receptorok csendesítése 

hatékonyan blokkolta az LCA által indukált NRF2 fehérje szint csökkenését (18.B ábra), míg a 

VDR és PXR receptorok csendesítése nem befolyásolta az NRF2 fehérje szintjét (18.B ábra). 

Vizsgáltuk az iNOS fehérje kifejeződését is a TGR5 és CAR receptorok csendesítése után és 

azt tapasztaltuk, hogy mind a TGR5, mind a CAR receptor csendesítése tompította az LCA- 

okozta emelkedett iNOS fehérje kifejeződését (18.C ábra). 

Ezen eredmények az mutatják, hogy az LCA a TGR5 és a CAR receptorokon keresztül 

fejti ki az oxidatív stresszre gyakorolt hatásait az emlődaganatsejtekben. 
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18. ábra Az LCA által kiváltott oxidatív stressz válaszokat a TGR5 és a CAR receptorok közvetítik 

(A) A 4T1 emlőtumorsejteket 0,3 μM LCA-val és NF449, CINPA1, DY268, vagy GSK2033 receptor 

inhibitorokkal kezeltük (5 μM) 48 órán keresztül, majd az NRF2 fehérje expresszióját Western blot módszer 

segítségével detektáltuk (reprezentatív ábra, n=2). (B, C) Az MCF7 emlőtumorsejtekben siRNS technikával 

csendesítettük a TGR5, CAR, VDR és PXR receptorokat. 48 óra elteltével az (B, C) NRF2 és (C) iNOS fehérjék 

szintjét Western blot módszerrel határoztuk meg (n=3). Az adatokat átlag ± SEM formában adtuk meg. A * 

statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és a kezelt csoportok között, ahol p <0,05 

Rövidítések: LCA (litokólsav), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid 

szintáz) CAR (konstitutív androsztán receptor), FXR (farnezoid X-aktivált receptor), LXR (máj X receptor), PXR 

(pregnán X receptor), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), VDR (vitamin D receptor) 

6.1.6. Az LCA gátolta az antioxidáns védelmet az emlődaganat egérmodelljében  

A következőkben azt vizsgáltuk meg, hogy az LCA befolyásolja-e a tumorok redox állapotát in 

vivo környezetben. Korábbi vizsgálatunkból származó mintákon végeztünk méréseket. Abban 

a tanulmányban Balb/c nőstény egereket oltottunk 4T1 egér emlőtumorsejtekkel, és naponta 15 

nmol LCA-val kezeltük az állatokat orálisan két héten keresztül. A vizsgálat végén az egereket 

feláldoztuk és a tumorokat begyűjtöttük. Abban a tanulmányban kimutattuk, hogy az LCA 
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kezelés in vivo gátolja a tumornövekedést, a metasztázis képződést, az EMT folyamatát és a 

bioenergetikai változásokat [18]. 

Jelen vizsgálatban a kontroll és LCA kezelt egerekből származó tumorokban az anti- és 

pro-oxidáns gének mRNS expresszióját mértük meg. Az LCA szignifikánsan csökkentette az 

antioxidáns NRF2, CAT, HMOX1, SOD1 és SOD2 gének mRNS szintjét (19. ábra). Továbbá, 

az LCA-val kezelt egerekben a prooxidáns iNOS és NOX4 expressziója emelkedő tendenciát 

mutatott (19.B ábra). 

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

redox egyensúlyát in vivo is, ami kedvező hatással lehet a betegség kimenetelére. 
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19. ábra Az LCA befolyásolta az antioxidáns és prooxidáns gének expressziós szintjét in vivo  

(A, B) Nőstény Balb/c egereket 4T1 emlőtumorsejtekkel oltottunk be, és naponta kezeltük őket LCA-val (15 nmol 

q.d. p.o.) vagy vehikulummal (n = 5/5) két héten keresztül. Az antioxidáns és prooxidáns gének expressziós szintjét 

RT-qPCR segítségével határoztuk meg a tumorokban. Az adatokat átlag ± SEM formában adtuk meg. A * 

statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és kezelt csoportok között, ahol p <0,05. 

Rövidítések: LCA (litokólsav), CAT (kataláz), GCLC (glutamát-cisztein ligáz katalitikus alegység), GPX2-3 

(glutation-peroxidáz 2-3), HMOX1 (hemoxigenáz 1), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid szintáz), NOX4 

(NADPH oxidáz 4), NQO1 (NAD(P)H kinon-dehidrogenáz 1), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), SOD1-

3 (szuperoxid-dizmutáz 1-3), VEH (vehikulum) 

6.1.7. A litokólsav által kiváltott daganatellenes útvonal elemei korrelációt mutattak a 

betegség stádiumával, grádusával és a receptor státusszal 

Az LCA-indukált oxidatív/nitrozatív stressz markereinek (TGR5, iNOS és 4HNE) 

expresszióját 88 emlőrákos beteg tumormintáiból készített szöveti mikroarray (TMA) 
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segítségével vizsgáltuk. Ezzel párhuzamosan adatgyűjtésre a rendelkezésre álló nyilvános 

expressziós adatbázisokat, a GEO Profiles-t (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/) és a 

Kaplan-Meier Plotter-t (https://kmplot.com/analysis/) [50] használtuk. 

Először a betegeket (TMA-hoz használt betegek szövetmintái) a betegség stádiuma 

alapján (I-IV. stádium) sztratifikáltuk, ami a primer tumor méretet, a nyirokcsomó érintettségét 

és a távoli áttéteket veszi figyelembe [197]. Korábban már kimutattuk, hogy a bélmikrobiom 

LCA-termelése csökkent az emlődaganatban, és ez a csökkenés az emlődaganat korai 

stádiumára volt jellemző [18]. Ebben a tanulmányban az találtuk, hogy az iNOS és a 4HNE 

szintje csökkent a II. és III. stádiumú betegekben az I. stádiumú betegekhez képest, és tovább 

csökkent a IV. stádiumú betegeknél (20.A ábra).  

Ezután a betegeket a betegség patológiai grádusa (Nottingham grádus) alapján is 

osztályoztuk. A 4HNE expressziója szignifikánsan csökkent az 2-es és 3-as grádusú betegekben 

az 1-es grádusú betegekhez képest (20.B ábra). Ezzel összhangban a KEAP1 magas 

expressziója a 2-es grádusú betegek jobb túlélésével, míg a CAR magas expressziója a 3-as 

grádusú betegek jobb túlélésével korrelált (5. táblázat).  

A betegeket receptor státuszuk alapján is besoroltuk, TNBC és ER+ esetekre. A TGR5, 

iNOS és a 4HNE expressziója csökkent a TNBC esetekben az ER+ esetekhez képest (20.C 

ábra). Ezzel összhangban az összes beteg, illetve az ER+ betegcsoportok esetében a CAR, 

KEAP1, iNOS, nNOS, NOX4 magas expressziója és az NRF2 alacsony expressziója a betegek 

jobb túlélésével járt együtt. Ez a TNBC esetekre ez nem volt igaz (21. ábra). 

Végül a betegeket a sejtosztódási index (mitosis score) alapján is osztályoztuk. A szöveti 

oxidatív károsodás direkt indikátorának, a 4HNE-nek a festődése a sejtosztódási index 

növekedésével csökkent (20.D ábra). 4HNE festődés erős negatív korrelációt mutatott a 

mitotikus indexszel (20.E ábra). 

Ezekkel összhangban a TMA-vizsgálatban megfigyeltük, hogy az iNOS festődése jól 

megőrződött a környező egészséges emlőszövetben, míg a daganatszövetekben elveszett; az 

NRF2 expressziója a daganatszövetben magas volt a szomszédos egészséges szövetekhez 

képest. Megfigyeléseinket alátámasztotta az is, hogy a GEO adatbázisban találtunk egy 

adathalmazt [62], amelyben a TGR5 receptor expressziója alacsonyabb volt a ductus in situ 

(DCIS) esetekben a kontroll, egészséges emlőszövethez képest. 

Összeségében elmondható, hogy az LCA-TGR5-oxidatív stressz útvonal elemeinek 

overexpressziója jobb túlélést biztosított az emlődaganatos betegek esetében. Az LCA-TGR5-

oxidatív stressz útvonal protektív funkcióval bírhat az emlődaganatban, ezen útvonal génjeinek 

elvesztése rossz klinikai prognózissal társul.  
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20. ábra Az LCA-indukált oxidatív stressz útvonal védő hatású az emberi emlődaganatban 

(A-D) Az oxidatív/nitrozatív stressz markerek expressziós szintjeit 88 emlődaganatos beteg tumormintáiban 

elemeztük szöveti mikroarray (TMA) segítségével. (A) A betegeket a betegség stádiuma (stádium I-IV), (B) a 

betegség patológiai grádusa (grádus 1-3), (C) ER+ és TNBC esetek és (D) mitózis index (1-3) alapján 

sztratifikáltuk, és az ábrán jelzett markergének expressziós szintjét IHC-analízis segítségével határoztuk meg. (E) 

A 4HNE expressziós szintje és a mitózis index közötti korreláció lineáris regresszióját R projekt segítségével 

végeztük; 4HNE: Pearson r =-0,34; p= 0,0025. A vonal az adatok lineáris regresszióját mutatja; 4HNE: y = 78 - 

7x). A *, ** és *** betegcsoportok közötti szignifikáns különbségeket jelzi, ahol p <0,05, p <0,01 vagy p <0,001. 

Rövidítések: TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), 4HNE (4-hidroxinonenál), TNBC (tripla negatív 

emlődaganat), ER (ösztrogén receptor), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid szintáz) 
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21. ábra Az LCA-TGR/CAR útvonal komponensei védő hatásúak az emberi emlőrákban 

A CAR, TGR5, NRF2, KEAP1, iNOS, nNOS és NOX4 expressziójának az emlőrákos betegek túlélésére gyakorolt hatását a kmplot.com adatbázis használatával vizsgáltuk. Az 

vizsgálat során az összes daganatos esetet, valamint az ER-pozitív és a TNBC csoportba sorolható eseteket elemeztük. Az ER+ populációba azok a betegek is beletartoztak, 

akiknél az ER-státuszt génexpressziós adatokból vezették le. A TNBC esetek közé a mindhárom receptorra (ER, PR, HER2) negatív esetek tartoztak, beleértve azokat a betegeket 

is, ahol az ER-státuszt génexpressziós adatokból vezették le. A piros vonal magas, míg a fekete vonal alacsony expressziós szintet jelez. A próbák azonosítóit, a kockázati 

számokat és a kockázati arányokat az 5. táblázatban gyűjtöttük össze. Az 1-es grádusba tartozó betegeket * jelöli. 

Rövidítések: CAR (konstitutív androsztán receptor), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-like ECH-associated 

protein 1), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid szintáz), nNOS (neuronális nitrogén-monoxid szintáz), NOX4 (NADPH oxidáz 4), ER (ösztrogén receptor) 
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CAR (207007_a_at) HR  p-érték 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.7 3.00 × 10−10 

Grádus 1, N = 345 1.15 0.61 

Grádus 2, N = 901 0.88 0.3 
Grádus 3, N = 903 0.72 0.0036 

ER(+), N = 3082 0.81 0.0013 

ER(−), N = 869 0.62 9.20 × 10−6 

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(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 0.99 0.97 

ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 0.5 0.037 

ER(−), PR(−), N = 298 0.74 0.14 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó(+),N = 127 0.76 0.3 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó(−),N = 167 0.97 0.93 
ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 0.93 0.77 

Bazális altípus, N = 618 0.68 0.0025 

Luminális A, N = 1933 0.76 0.0015 

Luminális 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 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.91 0.25 
Grádus 1, N = 345 0.41 0.12 

Grádus 2, N = 901 1.21 0.46 

Grádus 3, N = 903 0.77 0.1 
ER(+), N = 3082 1 0.98 

ER(−), N = 869 0.74 0.025 

PR(+), N = 589 1.21 0.33 
PR(−), N = 549 0.96 0.81 

 Nyirokcsomó(+), N = 1133 0.98 0.9 

 Nyirokcsomó(−), 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(+), Nyirokcsomó(+),N = 344 1.39 0.19 

ER(+), PR(+), Nyirokcsomó(−),N = 228 0.76 0.4 
ER(−), PR(−), N = 298 0.96 0.86 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó(+),N = 127 0.96 0.89 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó(−),N = 167 1.25 0.61 
ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 0.9 0.73 

Bazális altípus, N = 618 0.79 0.15 

Luminális A, N = 1933 1.1 0.44 
Luminális 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 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 1.23 2.00 × 10−4 

Grádus 1, N = 345 1.1 0.72 

Grádus 2, N = 901 0.87 0.25 

Grádus 3, N = 903 1.06 0.63 
ER(+), N = 3082 1.27 2.40 × 10−4 

ER(−), N = 869 1.04 0.71 

PR(+), N = 589 1.23 0.24 
PR(−), N = 549 1.49 0.0075 

Nyirokcsomó(+), N = 1133 1.14 0.21 

Nyirokcsomó(−), N = 2020 1.11 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(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 1.08 0.71 

ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 1.96 0.051 

ER(−), PR(−), N = 298 1.01 0.95 
ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (+),N = 127 1.23 0.45 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (−),N = 167 0.93 0.8 

ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 0.9 0.66 
Bazális altípus, N = 618 1.01 0.95 

Luminális A, N = 1933 1.33 0.0011 

Luminális 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 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.84 0.0015 

Grádus 1, N = 345 0.98 0.94 
Grádus 2, N = 901 0.73 0.012 

Grádus 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 
Nyirokcsomó(+), N = 1133 0.76 0.006 

Nyirokcsomó(−), 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(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 0.98 0.91 
ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 1.38 0.33 

ER(−), PR(−), N = 298 0.95 0.82 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (+),N = 127 1 1 
ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (−),N = 167 1.12 0.72 

ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 1.07 0.8 

Bazális altípus, N = 618 1 0.98 
Luminális A, N = 1933 0.9 0.24 

Luminális 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 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.72 5.40 × 10−9 

Grádus 1, N = 345 1.21 0.48 

Grádus 2, N = 901 0.95 0.68 
Grádus 3, N = 903 0.85 0.15 

ER(+), N = 3082 0.8 0.00066 

ER(−), N = 869 0.63 1.40 × 10−5 

PR(+), N = 589 1.34 0.099 

PR(−), N = 549 1.01 0.95 

Nyirokcsomó(+), N = 1133 1.12 0.25 
Nyirokcsomó(−), 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(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 1.52 0.058 
ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 1.04 0.9 

ER(−), PR(−), N = 298 0.90 0.59 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (+),N = 127 1.03 0.91 
ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (−),N = 167 0.91 0.77 

ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 0.8 0.37 

Bazális altípus, N = 618 0.63 0.00042 

Luminális A, N = 1933 0.75 0.00082 

Luminális 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 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.71 6.70 × 10−10 

Grádus 1, N = 345 0.85 0.55 

Grádus 2, N = 901 0.99 0.96 
Grádus 3, N = 903 0.91 0.41 

ER(+), N = 3082 0.77 5.80 × 10−5 

ER(−), N = 869 0.68 2.80 × 10−4 

PR(+), N = 589 0.79 0.19 

PR(−), N = 549 1.07 0.67 

Nyirokcsomó(+), N = 1133 1.08 0.47 
Nyirokcsomó(−), 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 0.41 

ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 1.23 0.35 

ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 0.34 0.0055 

ER(−), PR(−), N = 298 0.96 0.83 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (+),N = 127 1.07 0.8 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (−),N = 167 1.55 0.16 
ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 1.17 0.53 

Bazális altípus, N = 618 0.73 0.013 

Luminális A, N = 1933 0.72 0.00019 

Luminális B, N = 1149 0.69 0.00014 

ER(+), HER2(+), N = 156 1.4 0.28 

ER(−), HER2(+), N = 96 0.48 0.024 
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nNOS(b) (207310_at) HR p-érték 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.8 3.80 × 10−5 

Grádus 1, N = 345 1.27 0.37 
Grádus 2, N = 901 1.20 0.14 

Grádus 3, N = 903 0.89 0.27 

ER(+), N = 3082 0.84 7.70 × 10−3 

ER(−), N = 869 0.72 1.90 × 10−3 

PR(+), N = 589 1.07 0.72 

PR(−), N = 549 1.04 0.8 
Nyirokcsomó(+), N = 1133 1 0.97 

Nyirokcsomó(−), 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(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 1.51 0.06 
ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 0.59 0.13 

ER(−), PR(−), N = 298 1.18 0.41 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (+),N = 127 1.02 0.93 
ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (−),N = 167 1.42 0.25 

ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 1.44 0.14 

Bazális altípus, N = 618 0.76 0.037 

Luminális A, N = 1933 0.75 0.0011 

Luminális 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 

Összes emlőrákos eset, N = 3951 0.75 0.00027 

Grádus 1, N = 345 0.76 0.6 

Grádus 2, N = 901 0.68 0.14 
Grádus 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 

Nyirokcsomó(+), N = 1133 0.78 0.057 
Nyirokcsomó(−), N = 2020 1.08 0.71 

HER2(+), N = 252 1.31 0.33 

HER2(−), N = 800 0.81 0.16 
ER(+), PR(+), N = 577 0.69 0.06 

ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (+),N = 344 0.73 0.21 
ER(+), PR(+), Nyirokcsomó (−),N = 228 0.97 0.93 

ER(−), PR(−), N = 298 1.23 0.41 

ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (+),N = 127 1.35 0.34 
ER(−), PR(−), Nyirokcsomó (−),N = 167 1.07 0.87 

ER(−), PR(−), HER2(−),N = 198 1.25 0.49 

Bazális altípus, N = 618 0.72 0.046 

Luminális A, N = 1933 0.71 0.0061 

Luminális B, N = 1149 0.77 0.089 

ER(+), HER2(+), N = 156 1.34 0.51 
ER(−), HER2(+), N = 96 1.5 0.25 

5. táblázat A CAR, TGR5, NRF2, KEAP1, iNOS, nNOS és NOX4 expresszió és az emlődaganatos betegek 

túlélése közötti összefüggés 

Az CAR, TGR5, NRF2, KEAP1, iNOS, nNOS és NOX4 expresszió az emlődaganatos betegek túlélési arányára 

kifejtett hatását egy nyíltan elérhető adatbázis (https://kmplot.com/analysis/) használatával vizsgáltuk. A 

táblázatban feltüntetett adatok az eltérő emlőrák szubpopulációkba sorolt eseteket és az összes esetet is mutatják. 

A félkövér betűkkel szedett számok statisztikailag szignifikáns adatokat jelentenek, ahol p <0,05. 

Rövidítések: CAR (konstitutív androsztán receptor), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), NRF2 (nuclear 

factor, erythroid 2-like 2), KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid 

szintáz), nNOS (neuronális nitrogén-monoxid szintáz), NOX4 (NADPH oxidáz 4), ER (ösztrogén receptor), HR 
(veszélyességi arány), PR (progeszteron receptor), HER2 (humán epidermális növekedési faktor receptor) 
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 Túlélési idő (hónap) 
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CAR alacsony 

magas 

1998 1154 486 124 10 2 0.7 

207007_at 1953 1365 589 117 17 1 (0.63-0.79) 

TGR5 alacsony 

magas 

58 41 13 1 
    

0.41 

1552501_a_at 50 44 15 4 (0.13-1.3) 

NRF2 alacsony 

magas 

1977 1368 624 145 11 0 1.23 

201146_at 1974 1151 451 96 16 3 (1.1-1.37) 

KEAP1 alacsony 
magas 

1978 1181 513 131 17 2 0.84 

202417_at 1973 1338 562 110 10 1 (0.75-0.93) 

iNOS alacsony 1993 1154 446 107 14 2 0.72 

210037_s_at magas 1958 1365 629 134 13 1 (0.65-0.81) 

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) 
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CAR alacsony 

magas 

1561 1024 443 114 12 3 0.81 

207007_at 1521 1092 476 87 10 0 (0.71-0.92) 

TGR5 alacsony 
magas 

628 382 149 25 5 1 1  

1552501_a_at 620 399 139 35 5 1 (0.83-1.22) 

NRF2 alacsony 

magas 

1541 1132 525 113 6 0 1.27 

201146_at 1541 984 394 88 16 3 (1.12-1.44) 

KEAP1 alacsony 

magas 

1544 1011 448 106 14 2 0.89 

202417_at 1538 1105 471 95 8 1 (0.78-1.01) 

iNOS alacsony 1543 995 393 97 14 2 0.8 

210037_s_at magas 1539 1121 526 104 8 1 (0.71-0.91) 

nNOS alacsony 1544 986 407 105 17 3 0.77 

207309_at magas 1538 1130 512 96 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) 
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CAR alacsony 

magas 

99 42 13 
1 1 

0 
  

0.93 

207007_at 99 41 6 0 (0.57-1.51) 

TGR5 alacsony 

magas 

64 30 8 1 0 
  

0.9 

1552501_a_at 62 29 9 1 0 (0.48-1.68) 

NRF2 alacsony 
magas 

99 41 5 
1 1 

0 
  

0.9 

201146_at 99 42 14 0 (0.55-1.45) 

KEAP1 alacsony 

magas 

99 44 12 
2 0 

0 
  

1.07 

202417_at 99 39 7 0 (0.66-1.73) 

iNOS alacsony 99 44 15 1 0  0.8 

210037_s_at magas 99 39 4 1 0   (0.49-1.3) 

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. táblázat Numerikus értékek a kmplot adatbázisból származó adatok elemzéshez 
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6.2. A dezoxikólsav hatása hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekre 

Kutatócsoportunk vizsgálja a bakteriális metabolitok hatásait más, nagy populációt érintő 

agresszív daganattípusokban is. Többek között vizsgáltuk egy másik másodlagos epesav, a 

dezoxikólsav (DCA) hatásait a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. A daganatok 

klasszikus jellemvonásainak (cancer hallmarks) vizsgálatán keresztül azt tanulmányozzuk, 

hogyan hat a DCA a daganatsejtek működésére. Elsősorban az EMT folyamatára, az oxidatív 

stresszre, az őssejtszerűségre és a mitokondriális aktivitásra gyakorolt hatásokra fókuszáltunk. 

6.2.1. A dezoxikólsav csökkenti az EMT folyamatban szerepet játszó gének expresszióját 

és a sejtek inváziós képességét 

Elsőként az EMT folyamatban szerepet játszó epiteliális és mezenchimális markergének mRNS 

és fehérje szintű kifejeződését vizsgáltuk meg a DCA kezelés hatására. A kísérleteinkben 

használt DCA koncentráció (0,7 µM) megfelelt a DCA normál koncentrációjának a humán 

szérumban [128]. A DCA kezelés csökkentette a mezenchimális gének, TCF7L2, WNT5B, B-

CATENIN, TWIST1 és SNAIL, mRNS expresszióját a CAPAN-2 humán hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben (22.A ábra).  

Kimutattuk, hogy DCA hatására szignifikánsan csökkent a SLUG fehérje szintje a 

BxPC-3 sejtekben. Az epiteliális markerek vizsgálata során az találtuk, hogy a DCA kezelés 

szignifikánsan emelte a ZO-1 és E-CADHERIN fehérje szintjét a BxPC-3 sejtekben, továbbá a 

CLAUDIN-1 epiteliális adhéziós fehérje, amelynek expressziós csökkenése jobb túléléssel 

párosul, csökkent expressziót mutatott DCA kezelés hatására CAPAN-2 sejtekben (22.B ábra). 

A sejtek inváziójára gyakorolt hatások kimutatására matrigél inváziós kamrát alkalmaztunk. A 

DCA kezelés szignifikánsan csökkentette a CAPAN-2 sejtek inváziós képességét a kontroll 

mintához képest (22.C ábra). 

Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a DCA gátolhatja az EMT folyamatát a 

hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben az EMT folyamatban kulcsfontosságú gének 

expressziójának és a sejtek inváziós képességének a csökkentésén keresztül. 
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22. ábra A DCA kezelés csökkenti az EMT markerek expresszióját és a sejtek inváziós képességét 

A CAPAN-2 és BxPC-3 sejteket DCA-val kezeltük (0,7 µM) 48 órán keresztül. (A) Az EMT folyamatában 

szerepet játszó gének, TCF7L2, WNT5B, β-CATENIN, TWIST1, SNAIL, mRNS expressziós szintjét RT-qPCR 

segítségével határoztuk meg a CAPAN-2 sejtekben (n=3). (B) Az EMT-ben részt vevő fehérjék (mezenchimális: 

B-CATENIN, SNAIL, SLUG és CLAUDIN-1; epiteliális: ZO-1 és E-CADHERIN) kifejeződését Western blot 

módszer segítségével vizsgáltuk (n=3, bal oldali panelek: reprezentatív ábrák, jobb oldali panelek: a Western blot 

eredmények denzitometriai elemzése). (C) A CAPAN-2 sejteket 48 órán keresztül 0,7 µM DCA-val kezeltük, és 

a sejtek inváziós képességét Corning Matrigel inváziós kamra segítségével vizsgáltuk meg (n=3). Az adatokat 

átlag ± SEM formában adtuk meg A * és ** statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és a DCA-val kezelt 

csoportok között, ahol p <0,05 és p <0,01. 

Rövidítések: DCA (dezoxikólsav), DMSO (dimetil-szulfoxid), ZO-1 (zona occludens 1), SNAIL (family 

transcriptional repressor 1), SLUG (snail family transcriptional repressor 2), TCF7L2 (transzkripciós faktor 7-like 

2), TWIST1 (twist family BHLH transzkripciós faktor 1), WNT5B (Wnt family 5B) 
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6.2.2. A dezoxikólsav oxidatív-nitrozatív stresszt indukál a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben 

A sejtek redox állapotának tanulmányozásához néhány oxidatív-nitrozatív stressz marker 

kifejeződését követtük nyomon. A nitrogén-monoxid termelésért felelős iNOS fehérje szintje 

emelkedett a CAPAN-2 és BxPC-3 sejtekben a DCA kezelést követően (23.A ábra). Az 

emelkedett iNOS expresszió következménye lehet egy fokozott ONOO- termelődés, ami a 

szuperoxid és a nitrogén monoxid reakciójában keletkezik. A nitrotirozin képződése a 

fehérjékben egy peroxinitrit által közvetített fehérjemódosítás. A DCA kezelés hatására 

emelkedett a nitrotirozin szintet mutattunk ki a CAPAN-2 sejtekben (23.B ábra). Továbbá, a 

DCA emelte a lipidperoxidáció mértékét, amelyet a 4HNE-fehérje adduktumok szintjének 

emelkedésével igazoltunk (23.C ábra). 
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23. ábra A DCA emeli az oxidatív/ nitrozatív stressz markerek szintjét a CAPAN-2 hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben  

A CAPAN-2 és BxPC-3 sejteket 48 órán keresztül DCA-val (0,7 µM) kezeltük. (A) Az iNOS fehérje szintjét (n=4, 

felső panelek: reprezentatív Western blot ábra, alsó panelek: független kísérletek Western blot eredményeinek 

denzitometriai elemzése), valamint a (B) Nitrotirozin és (C) 4HNE mennyiségét Western blot módszerrel 

vizsgáltuk. Az adatokat átlag ± SEM formában adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és a 

DCA-val kezelt csoportok között, ahol p <0,05. A Nitrotirozin és 4HNE esetében a három független kísérletben 

hasonló eredményeket kaptunk. 

Rövidítések: DCA (dezoxikólsav), DMSO (dimetil-szulfoxid), 4HNE (4-hidroxinonenál), iNOS (indukálható 

nitrogén-monoxid szintáz) 

6.2.3. A dezoxikólsav emeli a mitokondriális aktivitást a hasnyálmirigy adenokarcinóma 

sejtekben 

Kíváncsiak voltunk arra is, hogy a DCA kezelés befolyásolja-e a sejtek anyagcseréjét. Seahorse 

analízissel egyidejűleg megtudtuk határozni a mitokondriális oxidáció és glikolízis mértékét a 

sejtekben. Kimutattuk, hogy a DCA kezelés fokozza a bazális légzést (baseline OCR) a 

CAPAN-2 sejtekben. A zsírsav oxidáció (etomoxir- érzékeny légzés) és a glükóznak vagy 

aminosavnak tulajdonított oxidáció (etomoxir- rezisztens légzés) szintén fokozódott a DCA 

kezelés hatására. A DCA jelentősen növelte az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kötött légzést 

és az oligomycin-rezisztens légzést is, ami a mitokondriumok belső membránján keresztül 

történő protoncsorgást jelzi (24.A ábra). Ezenkívül a DCA indukálta a glikolízist (ECAR) is a 

CAPAN-2 sejtekben (24.B ábra). Az OCR/ECAR arány nem változott (24.C ábra), ami arra 

utal, hogy a sejtek a DCA kezelést követően hipermetabolikusakká válnak. 
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24. ábra A DCA fokozza a mitokondriális aktivitást a CAPAN-2 hasnyálmirigy adenokarcinóma 

sejtekben 

A CAPAN-2 sejteket DCA-val (0,7 μM) kezeltük 48 órán keresztül, majd a (A) mitokondriális oxigénfogyasztás 

és a (B) glikolízis mértékét Seahorse XF96 oximéter segítségével határoztuk meg (n=3). Az A és B panelek első 

része egy reprezentatív kísérlet eredményét mutatja, a második panel három független kísérlet fold change értékeit 

mutatja. (C) A mitokondriális oxidáció és a glikolitikus fluxus arányát az OCR/ECAR arány tükrözi. Az adatokat 

átlag ± SEM formában adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és a DCA-val kezelt csoportok 

között, ahol p <0,05. 

Rövidítések: DCA (dezoxikólsav), DMSO (dimetil-szulfoxid), OCR (oxigénfogyasztási ráta); ECAR 

(extracelluláris savasodási ráta) 

6.2.4. A dezoxikólsav csökkenti az őssejtszerűséget 

Az ALDH1 egy őssejt marker számos daganatban [198], beleértve a hasnyálmirigy 

adenokarcinómát is [199]. DCA kezelést követően Aldefluor assay segítségével megmértük az 

ALDH1 aktivitását a CAPAN-2 sejtekben. A DCA szignifikánsan csökkentette az ALDH1 

pozitív CAPAN-2 sejtek számát (25.A ábra). Továbbá, Western blot vizsgálatok során 



73 

 

kimutattuk, hogy a DCA csökkenti az ALDH1 fehérje szintjét is a sejtekben (25.B ábra). Ezek 

az eredmények arra utalnak, hogy a DCA csökkentheti a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek 

őssejtszerűségét. 

.

 

25. ábra A DCA csökkenti az ALDH1 aktivitását és expresszióját a CAPAN-2 hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben 

A CAPAN-2 sejteket DCA-val (0,7 µM) kezeltük 48 órán keresztül. (A) A DCA kezelést követően az ALDH1 

aktivitásának a mérésére a sejtekben Aldefluor assay-t használtunk és az ALDH1 pozitív sejteket áramlási 

citométer segítségével detektáltuk. A kísérletek során három technikai párhuzamossal dolgoztunk (n=3). (B) Az 

ALDH1 fehérje expresszióját Western blot módszerrel vizsgáltuk (n=3, felső panel: reprezentatív ábra, alsó panel: 

független kísérletekből származó Western blottok denzitometriai elemzése). Az adatokat átlag ± SEM formában 

adtuk meg. A * statisztikai szignifikanciát mutat a kontroll és a DCA-val kezelt csoportok között, ahol p <0,05. 

Rövidítések: DMSO (dimetil-szulfoxid), DCA (dezoxikólsav), ALDH1 (aldehid-dehidrogenáz 1) 
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7. MEGBESZÉLÉS 

Ma már nagy mennyiségű adattal rendelkezünk arról, hogy a mikrobiom diszbiózisa során 

jelentkező kóros folyamatok kapcsolatban állnak a tumoros kórképek kialakulásával és a 

tumorprogresszióval. Humán székletminták vizsgálata során megállapították, hogy az 

egészséges egyének mintáihoz képest az emlőtumoros betegek mintáiban nagymértékben 

megváltozott a mikrobiom összetétele és csökkent a baktériumok fajgazdagsága [93]. A 

mikrobiom összetételében nemcsak az egészséges és a daganatos betegek között vannak 

változások, hanem az emlődaganat különböző stádiumai között is találtak eltéréseket a 

mikrobiom összetételében. [200,201]. Emellett az emlő saját mikrobiomja is képes 

onkobiotikus átalakulásra [202]. Hasnyálmirigy daganatokkal kapcsolt mikrobiom vizsgálatok 

során a gasztrointesztinális régió [107], a szájüreg [108], a hasnyálmirigy [109], valamint a 

széklet [110] esetében is megfigyeltek változásokat a diverzitásban, de egyelőre nem tudjuk, 

hogy pontosan hogyan változik meg a mikrobiom összetétele hasnyálmirigy 

adenokarcinómában. Az emlődaganatok esetében megfigyelték, hogy a tartós antibiotikum 

kezelésnek való kitétel emelte a daganatos betegségek megjelenésének, illetve a kiújulásának 

az esélyét. A probiotikumok alkalmazása csökkentette az emlődaganatok kialakulásának 

kockázatát [65,203]. Ezzel ellentétben hasnyálmirigy adenokarcinóma esetében kimutatták, 

hogy a széles spektrumú antibiotikum alkalmazása állatmodellekben csökkentheti a daganat 

kialakulásának a rizikóját [204]. Ezen megfigyelések alapján a mikrobiom normális 

diverzitásának a megváltozása kapcsolatban állhat az emlő- és hasnyálmirigy daganatok 

kialakulásával és progressziójával.  

A mikrobiom közvetlen immunogén hatása mellett számos daganatos megbetegedés 

esetében, köztük az emlő- és hasnyálmirigy adenokarcinómában is leírták a mikrobiom 

endokrinszerű funkciójának a jelentőségét. Számos, a mikrobiom által előállított metabolitot 

azonosítottak, amelyek képesek pro- vagy antikarcinogén hatások kifejtésével befolyásolni a 

tumorsejtek viselkedését. Emlődaganatok esetében több tanulmány igazolja, hogy a bakteriális 

metabolitok, a litokólsav, a kadaverin, az indoxil szulfát és az indolpropánsav antineoplasztikus 

hatások indukálására képesek [16,18–21]. A mikrobiális diverzitás csökkenése mellett ezeknek 

az antiproliferatív metabolitoknak a termelése is csökken az emlődaganatos betegekben 

[16,18]. Emellett a hasnyálmirigy adenokarcinóma és a mikrobiális metabolitok kapcsolatát 

célzó vizsgálatok bebizonyították, hogy a mikrobiom anyagcseréje során képződő másodlagos 
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epesavak, mint az LCA és az UDCA citosztatikus hatásúak a hasnyálmirigy 

adenokarcinómában [17,101,118].  

7.1. A litokólsav szerepe emlődaganatokban 

A mikrobiom diverzitásának a csökkenésével összefüggően az antineoplasztikus hatású 

metabolitok termelése is csökken az emlőrákos betegeknél [16,18]. Vizsgálataink során 

kimutattuk, hogy az LCA által indukált oxidatív stressz az NRF2 expressziójának a 

csökkenésén, valamint különböző prooxidáns fehérjék expressziójának a fokozódásán keresztül 

valósul meg. Más szóval, az LCA által kiváltott oxidatív és nitrozatív stressz növekedése a 

prooxidáns és antioxidáns rendszerek közötti egyensúly eltolódásából fakad. 

A ROS és RNI fokozott termelődésének elsődleges szerepe van az emlődaganatsejtek 

proliferációjának lassításában. Az emlődaganatokban már leírták, hogy az oxidatív stressz által 

mediált útvonalakon keresztül képes az LCA gátolni az EMT folyamatát, valamint befolyásolni 

a daganatsejtek metabolizmusát [201]. Saját kísérleteinkben igazoltuk, hogy az LCA-okozta 

emelkedett oxidatív stressz vezet az emlődaganatsejtek növekedésének gátlásához, viszont nem 

tudtuk igazolni azt, hogy az emelkedett oxidatív stressz EMT gátlásához és a metabolikus 

folyamatok átrendeződéséhez vezet. Ennek egyik lehetséges oka, hogy az általunk használt 

modellben a szabadgyökök mennyiségének a növekedése elmaradt az említett tanulmányban 

leírtakhoz képest [201]. Kimutattuk, hogy az LCA által kiváltott oxidatív stressz válaszokat a 

TGR5 és a CAR receptorok közvetítik az emlődaganatban. Az oxidatív stressz szerepe az 

emlőrákban összetett, mivel a tartós fokozott oxidatív stressz prokarcinogén, míg a mérsékelt 

oxidatív stressz citosztatikus hatást fejt ki [202,203,204]. 

Vizsgálatunkban az oxidatív stressz markerek és a prooxidáns gének magasabb 

expressziója alacsony stádiumú, alacsony grádusú, valamint a nem TNBC esetekkel voltak 

társíthatóak. Ugyanakkor a későbbi stádiumba, magasabb grádusba sorolt, illetve a TNBC 

esetekben a prooxidáns gének és az oxidatív stressz markerek kifejeződése csökkenést mutatott. 

Ezen eredmények alapján elmondható, hogy az LCA-TGR5-oxidatív stressz útvonal protektív 

funkcióval bír az emlődaganatban, ezen útvonal génjeinek elvesztése rossz klinikai 

prognózissal társul. Ezzel a megfigyeléssel megegyezően a fokozott CAR expresszió jobb 

túléléssel párosult, ami a TNBC esetekben nem jelentkezett. Eredményeink alátámasztják az 

oxidatív stressz jótékony, citosztatikus hatását. Saját eredményeink jól korrelálnak egy másik 

vizsgálat eredményével, ami megállapította, hogy a DNS-károsodás és az ennek eredményeként 
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felhalmozódó mutációk miatt fokozódó oxidatív stressz az emlőrák kialakulásának kockázati 

tényezőjét jelenti, addig a fokozott lipidperoxidáció hosszabb túléléssel korrelál [205]. 

Emlődaganatos betegek esetében az NRF2 magas expressziója kedvezőtlen 

prognosztikai tényező a daganat kiújulásának és a betegségmentes túlélésnek a tekintetében 

[206]. Az NRF2 és a KEAP1 génekben vannak olyan nukleotid polimorfizmusok, amelyek 

befolyásolhatják a fehérje expresszióját. A magasabb NRF2 vagy alacsonyabb KEAP1 

expresszióval járó polimorfizmusok rosszabb klinikai kimenetellel járnak együtt [207,208], 

továbbá az alacsony NRF2 expressziós szint bizonyítottan erősíti a kemoterápiás szerek 

hatékonyságát [209,210]. 

Az általunk elemzett adatokból kiderül, hogy az ösztrogén és HER2 általi jelátvitel 

befolyásolja az LCA által indukált útvonalak aktivitását. Az ER+/HER2, valamint HER2 

esetekben magasabb TGR5, iNOS és 4HNE expressziós szintet figyeltünk meg a TNBC 

esetekhez képest.   Ez a tendencia hasonló a kadaverin receptoraként azonosított trace-amin 

kapcsolt receptorok (TAAR) során tett megállapításokhoz [16]. Bár az ER+/HER2 típusú 

daganatokban nem sikerült tisztázni az LCA fokozott hatékonyságának molekuláris 

mechanizmusát, más tanulmányok alátámasztották a HER2 jelátviteli útvonal fontosságát, 

például annak a ténynek a megállapításával, hogy a HER2 jelátvitel indukálja az iNOS 

expressziót és csökkenti a sejtproliferációt [211]. 

A gasztrointesztinális mikrobiom diverzitása és ezzel párhuzamosan a citosztatikus 

hatású LCA szérumban mért szintje is csökkenést mutat emlődaganatos megbetegedések 

esetében [18,93]. Az LCA alacsony szérum koncentrációja jól korrelál a daganatos sejtek 

magasabb proliferációs rátájával [212]. A mikrobiom diszbiózisa, valamint az emlődaganatok 

közötti összefüggést számos tanulmány bizonyítja, amelyek szerint az antibiotikum kezelés 

növeli az emlőrák kialakulásának esélyét [211,213,214]. Emellett kimutattuk, hogy az 

elsődleges epesavak, mint a CA és CDCA kevésbé hatékonyan indukáltak citosztázist 

emlődaganatban, mint az LCA.  A fenti adatok alapján elmondható, hogy a mikrobiom 

biomasszájának a csökkenése az LCA mennyiségének a csökkenését vonja maga után, így 

csökkentve az LCA által kifejtett citosztatikus folyamatok hatékonyságát.  

Korábban tanulmányunkban kimutattuk, hogy az LCA a TGR5 receptoron csökkenti az 

emlődaganatsejtek agresszivitását [18]. Jelen vizsgálataink során megállapítottuk, hogy az LCA 

egészséges egyénekben a TGR5 fiziológiás ligandja, valamint azt, hogy emlődaganatos betegek 

esetében a TGR5 expressziója és aktivációja protektív tényező lehet. Emellett az LCA hatásait 

közvetítő alternatív receptorként azonosítottuk a CAR receptort. A TGR5 magas expressziós 

szintjéhez hasonlóan a CAR emelkedett expressziója is kedvezőbb túlélési esélyekkel társult. 
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Jelen eredményeink alapján sikerült kimutatunk, hogy a mikrobiom metabolitja, az LCA 

másodlagos epesav oxidatív és nitrozatív stresszt indukál a pro- és antioxidáns rendszerek 

közötti egyensúly megbomlásával az emlődaganatos betegekben. Az LCA hormonszerű 

hatások kifejtésére képes, mivel a termelődési helyétől távol eső emlődaganatok tulajdonságait 

képes befolyásolni. Megállapítottuk, hogy az LCA-TGR5 jelátviteli útvonal résztvevőinek 

alacsonyabb expressziója és aktivitása az emlőrák rosszabb klinikai kimenetelével társul. Ezen 

eredmények alapján a TGR5/CAR jelátviteli út, valamint oxidatív stressz célzott kezelése új 

lehetőséget teremthet az emlődaganatok gyógyításában. 
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26. ábra A litokólsav által indukált hatások összefoglalása 

A gasztrointesztinális mikrobiom metabolizmusa során szintetizálódó LCA a szisztémás keringésbe jutva képes 

befolyásolni a termelődési helyétől távol eső emlődaganatsejtek tulajdonságait. Az LCA a TGR5 és CAR 

receptorokon keresztül az anti- és prooxidánsok közötti egyensúly modulálása révén képes fokozni az oxidatív és 

nitrozatív stressz szintjét a daganatsejtekben. Ezen folyamatnak köszönhetően az LCA antineoplasztikus hatást 

fejt ki az emlőtumorsejtekben. 

Rövidítések: CDCA (kenodezoxikólsav), LCA (litokólsav), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor), CAR 

(konstitutív androsztán receptor), NOX4 (NADPH oxidáz 4), iNOS (indukálható nitrogén-monoxid szintáz), 

NRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2), GPX3 (glutation-peroxidáz 3), ONOO (peroxinitrit) 
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7.2. A dezoxikólsav szerepe hasnyálmirigy daganatokban 

Kutatásunk második felében a DCA másodlagos epesav hatásait vizsgáltuk hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekre. Hasnyálmirigy daganatok vizsgálata során az epesavak szintje 

emelkedett volt az epében egészséges egyénekéhez képest [129], ami befolyásolja a 

hasnyálmirigy adenokarcinóma kockázati tényezőit. Tekintettel a humán emésztőrendszerben 

a hasnyálmirigy adenokarcinómában széles körben elterjedt onkobiózisra, a bakteriális 

metabolitok jelátvitelének értéke megnő, mivel ezen metabolitok szintjének változásai akár 

távolról is befolyásolják a tumorok viselkedését. 

A DCA tumorsejtekre gyakorolt hatása nagyfokú eltérést mutat az egyes daganat 

típusokban. A DCA a TGR5 receptoron keresztül képes az EGFR, a MAPK és a STAT3 

jelátviteli utak aktiválására és így támogatja a tumorprogressziót a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben [129]. Egy másik tanulmányban kimutatták, hogy a DCA malignus 

átalakulást indukál a nyelőcső adenokarcinóma őssejtjeiben [205], továbbá a DCA alacsony 

koncentrációban elősegítette a tumorsejtek invázióját vastagbél- és nyelőcső 

adenokarcinómákban [206–208]. Ezzel ellentétben a DCA sejtmigrációt gátló hatását is leírták 

gyomorrákban [209], továbbá a DCA gátolta a sejtproliferációt epehólyag- [210] és 

gyomordaganatokban [211]. Emellett a DCA apoptózist indukált vastagbél- [212], petefészek- 

[213], gyomordaganatokban [214]. 

Disszertációm második részében arra kerestük a választ, hogy a DCA szérum referencia 

koncentrációban alkalmazva (0,7 µM), hogyan képes befolyásolni a tumorsejtekre jellemző 

tulajdonságokat humán hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. 

Kísérleteink során kimutattuk, hogy a DCA kezelés gátolja az EMT folyamatait, csökkenti a 

daganatsejtek őssejtszerűségét, fokozza az oxidatív és nitrozatív stressz szintjét, valamint a 

daganatsejteket hipermetabolikussá teszi a humán hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. 

Ezek a hatások egyaránt magukba foglalnak pro- és antikarcinogén hatásokat is. A 

daganatsejtekre jellemző Warburg-típusú metabolikus átrendeződés során a daganatsejtek 

hipermetabolikussá válnak és még megfelelő mennyiségű oxigén jelenlétében is a glikolízis 

alapú energiatermelést részesítik előnyben. A DCA indukálta a mitokondriális oxidációt, 

beleértve a sejtlégzés valamennyi elemét, mint például az oligomycin-érzékeny és rezisztens 

légzést, az etomoxir-érzékeny és rezisztens légzést, valamint a glikolitikus fluxust. Ennek 

ellenére mitokondriális oxidáció és a glikolízis egymáshoz viszonyított aránya nem változott a 

DCA kezelés hatására, ami arra utal, hogy a sejtek hipermetabolikussá váltak, de sem a 

mitokondriális oxidáció, sem pedig a glikolízis folyamata nem domináns. A hasnyálmirigy 
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adenokarcinómában a megnövekedett mitokondriális oxidáció és a fokozott glikolítikus 

aktivitás összefüggésbe hozható a kemorezisztencia kialakulásával, valamint a daganatos sejtek 

túlélésével [215,216]. 

További vizsgálataink során megállapítottuk, hogy a DCA csökkentette a 

mezenchimális morfológiára jellemző markerek kifejeződését és ezzel párhuzamosan fokozta 

az epiteliális morfológiára jellemző markerek expressziós szintjét. Ezzel összefüggésben 

megállapítottuk, hogy az ALDH1 daganatőssejt marker csökkent expressziót mutat DCA 

kezelést követően. Ezen eredményekből arra következettünk, hogy a DCA képes lehet gátolni 

az EMT folyamatait, valamint csökkenteni az őssejtszerűséget a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben. 

Több mikrobiális metabolitról bizonyosodott be, hogy az oxidatív és nitrozatív stressz 

indukcióján keresztül antineoplasztikus hatást fejthetnek ki [16,18,19]. Kísérleteink során 

megfigyeltük, hogy a DCA fokozta a 4HNE termelődését, valamint emelte a nitrotirozin 

mennyiségét, amelyekből arra következtetünk, hogy a sejtekben emelkedett az oxidatív és 

nitrozatív stressz szintje. 

Kísérleteink eredményei azt mutatják, hogy a DCA pro- és antineoplasztikus hatások 

kiváltására egyaránt képes. Továbbá megállapítottuk, hogy a DCA szubmikromoláris 

koncentrációban is megőrzi biológiai aktivitását, bár a hatások kisebbek a korábbi vizsgálatok 

által kimutatott magas mikromoláris koncentrációk hatásaihoz képest. 

Az előzőekben leírtak alapján úgy gondoljuk, hogy a mikrobiom metabolitja a DCA 

képes modulálni a daganatos sejtekre jellemző tulajdonságokat és ezáltal befolyásolhatja a 

hasnyálmirigy adenokarcinóma progresszióját, így teremtve lehetőséget új terápiás eljárások 

kialakításában. 
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27. ábra A dezoxikólsav által indukált hatások összefoglalása 

A gasztrointesztinális mikrobiom metabolizmusa során szintetizálódó DCA a szisztémás keringésbe jutva képes 

befolyásolni a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek tulajdonságait. Az DCA a TGR5 receptorok keresztül az 

képes volt gátolni az EMT folyamatait, fokozni az oxidatív és nitrozatív stressz szintjét, illetve csökkenteni az 

őssejtszerűséget a daganatsejtekben. Emellett a DCA a sejtek anyagcserefolyamatainak a modulálásával 

hipermetabolikus anyagcser indukcióját okozta. Ezen folyamatnak köszönhetően az DCA egyaránt anti- és 

proneoplasztikus hatásokat fejt ki a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. 

Rövidítések: CA (kólsav), DCA (dezoxikólsav), TGR5 (Takeda G-fehérje kapcsolt receptor) 
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 

Az emberi testben nagy mennyiségű mikroorganizmus található, melynek 

genomkészletét humán mikrobiomnak nevezünk. A mikrobiom diverzitását nagy mértékben 

befolyásolják különböző külső (táplálkozás, higiénia, stressz) és belső (életkor, genetika) 

tényezők. Ugyanakkor mikrobiom az anyagcseréje során számos metabolitot szintetizál, 

amelyek hatással lehetnek a gazdaszervezet energiaháztartására, valamit az 

immunrendszerének a működésére. A mikrobiom összetételében bekövetkező változások 

összefüggést mutatnak számos patológiás folyamattal, köztük a neoplasztikus betegségek 

kialakulásával. 

A gasztrointesztinális mikrobiom hatására kialakuló másodlagos epesavak, mint 

mikrobiális metabolitok a szisztémás keringésen keresztül képesek eljutni a szervezet távoli 

pontjaira és hormonszerű hatásokkal modulálni a tumoros sejtek tulajdonságait. Ezáltal a 

másodlagos epesavak képesek megteremteni a kapcsolatot a mikrobiom és a daganatok között.  

A litokólsav (LCA) másodlagos epesav hatásait vizsgálva emlőtumor sejtekben 

megállapítottuk, hogy az LCA a hatásait a TGR5 illetve CAR által közvetített szignalizációs 

útvonalakon keresztül képes tumorsejteket moduláló hatásainak a közvetítésére. Kimutattuk, 

hogy az LCA az NRF2 gátlásán keresztül fokozta az oxidatív nitrozatív stressz szintjét az 

emlőtumor sejtekben. TMA vizsgálatok során megfigyeltük, hogy az emlődaganat korai 

szakaszában lévő betegekben fokozottabb volt az LCA indukált TGR5-NRF2-

oxidatív/nitrozatív stressz útvonal résztvevőinek a kifejeződése a késői fázisokhoz képest, 

amely esetek rosszabb prognózissal társulnak. 

A dezoxikólsav (DCA) másodlagos epesav hatásait vizsgálva hasnyálmirigy-

daganatsejtekben megállapítottuk, hogy hogy a DCA a mezenchimális markergének 

expressziójának a csökkentésével, valamint az epiteliális markergének expressziójának a 

fokozásával gátolta az EMT folyamatát, valamint a DCA hatására csökkent a daganatsejtek 

migrációs képessége. A DCA emellett csökkentette az ALDH1 őssejtmarker kifejeződését, 

valamint a DCA hatására a hasnyálmirigy-daganatsejtek hipermetabolikussá váltak.  

Eddigi megfigyeléseink során megállapítottuk, hogy a különböző másodlagos epesavak 

másképpen hatnak az egyes daganatokban. Az LCA antineoplasztikus hatást fejt ki az emlő- és 

hasnyálmirigy daganatban, de a hatás különböző receptorokon keresztül valósul meg. A DCA 

nem hat az emlődaganatokban, míg a hasnyálmirigy daganatban kevert hatását 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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11.  TÁRGYSZAVAK 
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Emlődaganat      breast cancer 

Epiteliális-mezenchimális tranzíció   epithelial-mesenchymal transition 

Hasnyálmirigy daganat    pancreatic cancer 
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Mikrobiom      microbiome 

Nitrozatív stressz     nitrosative stress 
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