Doktori (PhD) értekezés tézisei

A masodlagos epesavak antikarcinogén hatasai
hasnyalmirigy adenokarcinomaban

Schwarcz Szandra

Témavezetd: Kapitanyné Dr. Miko Edit

DEBRECENI EGYETEM
Molekuléris Orvostudomany Doktori Iskola
Debrecen, 2025



A masodlagos epesavak antikarcinogén hatasai hasnyalmirigy
adenokarcinomaban

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében az Elméleti Orvostudomanyok
tudomanyagban

frta: Schwarcz Szandra okleveles vegyész

Késziilt a Debreceni Egyetem Molekularis Orvostudomanyok doktori iskolaja (Jelatviteli
folyamatok sejt- ¢s molekularis biologidja programja) keretében

Témavezetd: Kapitanyné Dr. Miko Edit
Az értekezés biraloi: Dr. Mihaly Johanna, PhD
Dr. Bartok Adam, PhD

A biraldbizottsag:
elnok: Prof. Dr. Csernoch Laszl6 az MTA doktora
tagok: Dr. Mihaly Johanna, PhD

Dr. Bartok Adam, PhD

Dr. Pénzes-Daku Krisztina, PhD

Dr. Sziits David, PhD

Az értekezés védésének helyszine és idépontja: ~ Debreceni Egyetem AOK,

Belgyogyaszati Intézet ,,A” épiilet tanterme,
2025. november 28., 13:00 o6ra



Bevezetés

Hasnyalmirigy daganatos megbetegedések

A hasnyalmirigy adenokarcindma (PDAC) az egyik legagresszivebb daganattipus. A 12.
leggyakoribb raktipus és a haldlozasi rata 6. helyén all vilagszerte, 2022-ben 510,566 1j esetet
¢s 467,005 haldlesetet talaltak. A Dbetegeket altaldban elérehaladott stddiumban
diagnosztizaljak, mivel hianyoznak a korai diagnoézishoz sziikséges markerek, és a betegek
tiinetmentesek a betegség korai szakaszéban. A hasnyalmirigy daganatban szenvedd betegek 5
éves tulélési aranya mindossze 10% koriil mozog. A betegség magas metasztatikus potencialja
¢s a kemoterdpiaval szembeni rezisztencidja rossz prognozist eredményez, ezért

elengedhetetlen a hasnyalmirigy adenokarcindma patogenezisének jobb megértése.

Pankreasz adenokarcinoma

A hasnyéalmirigy adenokarcindma nem invaziv prekarcinogén neopldzidkbol alakul ki,
amelyet az Oket borit6 ham diszplazia morfologiai foka alapjan alacsony vagy magas
fokozatiként osztalyoznak. Ezek az elvaltozasok gydgyithatok, ha elég koran felismerik és
kezelik Oket. Az invaziv PDAC leggyakoribb eléfutdra a hasnydlmirigy intraepitelialis
neoplédzidja (PanIN), amely mikroszkdpikus elvaltozasként a kis hasnyalmirigy-vezetékekben
jelenik meg. A betegség kialakuldsanak rizikofaktorai a dohanyzés, az elhizas, rossz
taplalkozasi szokasok, cukorbetegség, valamint a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas.

A PDAC gyakran kronikus hasnyalmirigy-gyulladas hatterében alakul ki, és gyulladdsos
mikrokdrnyezethez kapcsolodik. Szamos bizonyiték alatdmasztja, hogy a gyulladas indukalasa
az onkogén KRAS-t (Kirsten-Rat szarkoma virus onkogén homolog) expresszalo
hasnyalmirigyszovetben felgyorsitja a tumor progressziodjat €s neoplasztikus prekurzor 1ézidk,
példaul acinaris-ductalis metaplasia (ADM) ¢€s pankredsz intraepitelidlis neoplazia (PanIN)
megjelenését idézi eld. A KRAS aktiv formdjat eredményez6 mutacidk a PDAC-k tobb mint
95%-aban el6fordulnak, és sokan ugy vélik, hogy ezek a mutaciok hozzajarulnak a daganat
kialakulasahoz.

A mutéti reszekcido és a szisztematikus kemoterdpia kombindcioja jelenti az egyetlen
reményt a hossza tava talélésre vagy gyogyuldsra a nem metasztatizalo hasnyalmirigy
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daganatos betegek szdmara. A PDAC-ban szenvedd betegek kezelésére 1997-ben egy
nukleozid-analdégot, a gemcitabine-t, vezették be. A késObbiekben szamos kemoterapids
gyogyszert hagytak jovda a PDAC kezelésére, mint a topoizomeraz gatlok (irinotecan),
nukleozid-analogok (capecitabine), platinavegyiileteket (oxaliplatin), antimetabolitok (5-

fluorouracil), azonban ezek a terapids lehetdéségek nem mutattak jelentds talélési elonyt a
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mellékhatasokat okoz, mint példaul a hasmenés, hanyinger, faradtsag, mieloszuppresszid €s
neuropatia, amelyeket csak részben lehet kontrollalni gydgyszerekkel.

A kombinalt kezelés hatdsdra megnovekedett talélési elony, az egy agensli gemcitabine
kezeléshez képest, azt mutatja, hogy ezen kombinalt kemoterapias gydgyszerek alkalmazasa
egy lehetséges kezelési opcid a hasnydlmirigyrdkban szenvedd betegek szamdra, de a

mellékhatasok miatt kizarolag jo altalanos allapoti betegek esetén alkalmazhatdak.

Diszbiozis

A human mikrobiota az emberi test felszinén, illetve az emberi szervezetben €16
kommenzalista, szimbionta és patogén mikroorganizmusok, virusok, gombdk, baktériumok
kozossége. A huméan mikrobiom, pedig ezen mikroorganizmusokat és kollektiv genomjat
foglalja magaba. A mikrobiom vizsgélata napjainkban nagy mértékben novelte a mikrobiota
egeészségre gyakorolt jelentdségének megértését az ¢let minden szakaszaban. A F6ldon taldlhato
koriilbeliil ~10'> mikrobidlis faj koziil 11-et sorolt az International Association for Cancer
Registries (IACR) ,,human karcinogénnek” vagy ,,onkomikrobanak”. Egyes onkomikrobék,
olyan virulenciafaktorokkal rendelkeznek, amelyek az E-cadherin—Wnt—f-catenin jelatviteli
utvonalon keresztiil fokozzak a tumorképzddést, mint példaul a Fusobacterium nucleatum ¢és
tobb Salmonella térzs, melyek évente koriilbeliil 2,2 millio rdkos esetet okoznak.

A bél mikrobidta tobb mint 1500 fajbol all, amelyek tobb mint 50 kiilonb6zd térzsbe
sorolhatok. A bélben a Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria, Tenericutes,
Actinobacteria €s Verrucomicrobia torzsek a legdomindnsabbak, és ezek egyiitt az emberi
mikrobialis populéacio 90%-at alkotjak.

A mikrobidta szimbiodzisban él a gazdaszervezettel, és mar az élet korai szakaszéban

befolyésolja a gazdaszervezet fiziologiai fejlodését. Fontos szerepet jatszik az emésztésben, a



mikrotapanyagok felszivodasaban, a vitaminok és az epesavak szintézisében. A mikrobiota
szamos ¢lettani folyamatot befolyasol, mint az immunhomeosztazis fenntartasat, a bélbarrier
funkciojanak megorzését, az adipdz szovetek mennyiségét, az anyagcserét, a vérnyomas
szabalyozasat, a gliilkdz-homeosztazist, a véralvadasi kockazatokat.

A bél mikrobiomjanak Osszetételét befolyasolja az életkor, higiénia, étrend, pre- és
probiotikumok vagy antibiotikumok szedése, az alkoholfogyasztids és a dohanyzas, tovabba
egyes patogének invazidja is hatdssal lehet a mikrobiom 0Osszetételére. A mikrobiom
Osszetételében bekovetkezd valtozast diszbiozisnak nevezziik. Az emésztérendszeri diszbidzis
kialakulasa patologias folyamatokat (tartos gyulladas, és az ebbdl eredd oxidativ stressz okozta
DNS-karosodas ¢és genominstabilitas) indukdl. A daganatos megbetegedésekre jellemzd
diszbidzist onkobiodzisnak, a megvaltozott 6sszetételii mikrobiomot onkobiomnak nevezzik.

A mikrobidlis diszbiozist, vagyis a bélflora egyensulyanak felboruldsat leggyakrabban
olyan daganatos megbetegedésekkel hozzak dsszefiiggésbe, amelyek kdzvetlen kapcsolatban
allnak a baktériumokkal kolonizalt szervekkel, példaul a gyomorral, bélrendszerrel vagy a
szajiireggel. Ugyanakkor a mikrobiom hatdsa nem korlatozodik kizarolag ezekre a teriiletekre,
mivel a baktériumok 4ltal termelt metabolitok a vérdram ttjan tavoli szervekhez is eljuthatnak,
¢s ott eldsegithetik vagy gétolhatjak a daganatképzddést. A bakteridlis metabolitok egy része a
baktériumok természetes anyagcseréjének kozti-termékei, példaul a fenolok, indolok, hidrogén-
szulfid vagy mas aromas aminok, amelyek hosszu tdvon kronikus gyulladast, DNS-karosodast
vagy epigenetikai modosulasokat valthatnak ki a gazdaszervezet sejtjeiben. Emellett olyan
metabolitokat is azonositottak, amelyek a gazdaszervezet enzimatikus rendszerei éltal tovabb
modositott forméaban valnak biologiailag aktivva és ezek gyakran még erdteljesebb biologiai

hatast fejtenek ki.

A masodlagos epesavak

A bélmikrobiom jelentds bioszintetikus kapacitassal rendelkezik, szdmos metabolitot
termel, melyek lokalisan hatnak vagy a vérkeringéssel eljutnak a tavoli szerveket érintd
daganatsejtekhez és befolyasoljak azok viselkedését. Ilyen metabolitok a bélbaktériumok altal
elsddleges epesavkbol képz6dé masodlagos epesavak, mint a litokdlsav (LCA), dezoxikolsav
(DCA) és ursodezoxikolsav (UDCA).

A szintetizalt epesav mennyiségét transzkripcids szintli kontroll mechanizmusok
szabalyozzak, mely soran az epesavak a farnezoid X receptorhoz (FXR) torténd kotddésével,

végiil gatoljak a tovabbi epesav szintézist.



Az epesav termelés naponta koriilbeliil 500 mg koleszterint hasznal fel, igy ez az egyik f6
mechanizmus a koleszterinszint szabalyozasara az emberi szervezetben. Etkezés utan a
kolecisztokinin (CCK) hormon felszabaduldsanak hat4sara az epesavak az epével az epeutakon
keresztiil a vékonybélbe jutnak, ahol a zsirok emésztésében, tovabba micelldk képzésével a
zsirban 0ldodo tapanyagok, vitaminok (A, D, E, K1) oldasaban, emulgélasaban és a normal
koleszterinszint fenntartasdban jatszanak fontos szerepet. Az epesavak ezutan az ileumban az
enterocitak altal felszivodnak, és a portalis keringésen keresztiil a majba jutnak, ahol ujra
felhasznalddnak, ezt a korforgast nevezik enterohepatikus korforgasnak.

Naponta nagyjabol 500 mg epesav 1€p ki az enterohepatikus korforgasbol, mely epesavak
kiilonboz6 reakciok révén szekunder epesavakka alakulnak.

Az epesavak nemcsak az emésztésben jatszanak szerepet, hanem jelatvivo molekulaként is
funkciondlnak. Képesek aktivadlni membranreceptorokat, példaul a G-fehérje-kapcsolt
epesavreceptort (GPBARI1, mas néven TGRS), a szfingozin-1-foszfat receptor 2-t (SIPR2),
valamint muszkarin receptorokat is (CHRM2 ¢és CHRM3). Az epesavak nuklearis
receptorokhoz is kotddhetnek, mint példaul: Farnezoid X receptor (FXR, NR1H4), Pregnan X
receptor (PXR, NR1H2), D-vitamin receptor (VDR, NR1H1), Konstitutiv androsztan receptor
(CAR, NR1H3) és a M4j X receptor (LXR, NR1H2-3). Ezeken a receptorokon keresztiil az
epesavak hatast gyakorolnak az immunvalaszokra, a gyomor-bélrendszeri nyalkahartya-
barrierek miikodésére, a terhességre, a karcinogenezisre, valamint az anyagcsere-betegségekre.
Az epesav receptorok aktivalasa szamos jelatviteli Uitvonalat indithat el, amelyek a gliikdz-,
lipid- és energiahaztartas szabalyozasaban, valamint a daganatos megbetegedésekben is fontos

szerepet jatszanak.

Sejtproliferacio PDAC-ban

Az egészséges, normal miikodésii sejtek ndvekedését iranyitd fehérjék kifejezddése és
jelatviteli folyamataik szigortian szabalyozottak, biztositva a szovetek normalis szerkezetének
¢s mitkodésének fenntartdsat.

A malignus sejtek kivédik a normadl sejtekben miikodé szabalyozé mechanizmusokat és
fenntartjak a konstitutiv novekedési szignalokat. A folytonos proliferacids szignal fenntartésa,
a szomatikus mutaciok kialakulésaval lehetséges, amelyek jellemzéen a MAPK, PI3K, AKT,
jelatviteli utvonalak allando6 aktivaltsagat eredményezik. PDAC-ban a KRAS gén szomatikus
mutacidja az esetek 90%-aban eléfordul. Szamos tanulmany igazolja, hogy a MAPK jelatviteli

utvonalakban szerepet jatsz6 gének mutacidi befolyasoljdk a sejtndvekedés, differenciacio,



migracid €s apoptozis folyamatait €s fontos szerepet jatszanak a daganatok kialakuldsaban és
progresszidjaban, pankredsz adenokarcindémaban is. A tumorok nagy szazalékaban, igy PDAC-
ban is, a tumorszuppresszor gének mutaciot szenvednek. A p53 fehérje mutacioja fokozza a
PDAC sejtek kemoterapias szerekkel (gemcitabinnal) szembeni ellenallo képességét is. A
legtijabb kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a megemelkedett PTEN expresszio, valamint
a PI3K/Akt jelatviteli utvonal gatlasa Gsszefliggést mutat a rosszabb klinikai kimenetellel és a

rosszabb prognozissal PDAC-ban.

Epitelialis-mezenchimalis tranzicio PDAC-ban

A legtobb felndtt szovet és szerv az epitelidlis és mezenchimalis sejtek kozotti
atalakulas, az epitelidlis—-mezenchimalis atmenet (EMT) és annak forditott folyamata, a
mezenchimalis—epitelidlis atmenet (MET), tobbszori egymds utan ismétlodé ciklusa révén
alakul ki. Ennek megfelelden az egymast kovetd ciklusokat primer, szekunder és tercier EMT-
nek nevezziik. A primer EMT mar az embriondlis fejlddés korai szakaszaban lezajlik a
beagyazddas sordn. A szekunder EMT szerepe a sebgyogyuldsban, szoveti regeneracioban és
fibrézisban nyilvanul meg, mig a tercier EMT a daganatokra jellemzd, hozzajarul az
Ossejtszerliség fenntartasahoz, a gyogyszerrezisztencidhoz, az immunrendszer elkeriiléséhez és
a metasztazisok kialakulasahoz.

Az epitelidlis sejtek szoros kapcsolatokat alakitanak ki a szomszédos sejtekkel, és apiko-
bazalis polaritasi tengelyt hoznak létre az adhézids kapcsolatok (adherens junctions), a
dezmoszomak és a szoros kapcsolatok (tight junctions) szekvencidlis elrendezddése révén.
Ezzel szemben a mezenchimalis sejtek lazan szervezddnek egy haromdimenzios extracellularis
matrixban és a kotdszoveteket alkotjdk. Az EMT folyamatanak meghatarozo lépései a
kovetkezdek: 1) az epitelidlis sejtek elveszitik a sejtek kozotti, illetve a bazalis membrannal
valo szoros kapcsolatukat, 2) megvaltozik az apiko-bazélis polaritasuk, 3) aktivalodnak a
mezenchimalis fenotipust meghatarozo gének.

Az EMT indukcidjaban kulcsszerepet jatszo gének kozé tartoznak a SNAIL transzkripciods
represszor fehérje csaldd tagjai (SNAIL1 és SNAIL2, més néven Snail, Slug), a zink-ujj
motivummal rendelkezd E-box-kotd ZEB csalad tagjai, valamint a TWIST fehérjecsalad is. A
WNT fehérjecsaldd tagjai gatoljadk az epitelidlis markergének expresszidjat (E-cadherin,
claudin 1-7 (CLDN1-7) és zonula occludens 1 (ZO-1, mas néven TJP1)) és az epitél sejtek

kozotti szoros sejtkapcsolatok felbomlanak. Az EMT indukci¢jdhoz kapcsolédd receptor



tirozin kindzok kozé tartoznak a transzformald novekedési faktor p (TGF-B), a fibroblaszt
novekedési faktor (FGF), az epidermalis novekedési faktor (EGF) és a hepacita ndvekedési
faktor (HGF) csalad tagjai.

A tercier, vagyis a daganatokra jellemzé EMT folyamatat PDAC-ban is megfigyelték. A
PDAC progresszidjanak egyik kulcsfontossagu 1épése az EMT aktivacidja, mely lehetdveé teszi
a daganatos sejtek fokozott mozgékonysagat és az invaziv tulajdonsagok megszerzését.

Az EMT folyamatdban megszerzett mezenchimalis fenotipusos jegyek, mint az elnyult
morfologia €s az iranyitott mozgas altali migracios képesség, a daganat nagyon korai terjedését
teszi lehet6vé, PDAC-ban is. Az EMT neoplasztikus folyamataban a primer daganatsejtek

intravazacid révén a véraramba jutva képesek metasztazisok kialakitasara.

Oxidativ/nitrozativ stressz PDAC-ban

Az elmult évtizedben az oxidativ stresszrdl alkotott képilink és tudasunk jelentsen
kisz¢élesedett, és ma mar nemcsak a pro- és antioxidans molekuldk kozotti egyenstly
felborulasanak tekintjiik, hanem egy olyan komplex folyamatnak, amelynek gyokerei a
génjeinkben és a génexpresszid szabalyozasanak mechanizmusaiban rejlenek. Ennek az 4j
megkozelitésnek a kozéppontjadban a nuklearis faktor, eritroid 2-kapcsolt faktor 2, vagyis az NRF2
transzkripcios faktor all. Az NRF2 kozponti szabalyozd molekuldja a human antioxidans
valaszoknak. A daganatos sejtekben felborul a redox homeosztazis, ami szoros Osszefiiggést
mutat az NRF2 mitkddésével. Nyugalmi allapotban az NRF2 egy masik fehérjével, a Kelch-
like ECH-associated protein 1 (KEAP)-el alkot komplexet a citoplazméaban. Az NRF2/KEAP1
(NAD(P)H kinon oxidoreduktaz 1 (NQOT1), a hem-oxigenaz 1 (HO-1), a glutation-peroxidaz
(GPX) és a katalaz (CAT)) transzkripcidjat.

A reaktiv oxigén- és nitrogén szarmazékok normal élettani folyamatokban is termelddnek,
¢s fontos feladatokat latnak el tobbek kozott a jelatvitelben. Ugyanakkor a pro- €s antioxidans
homeosztazis felborulasaval neoplasztikus folyamatok indukéalodhatnak. A szabadgyokok
termelddésének novekedésével, illetve az antioxidans valasz csokkenésével, a redox-
homeosztazis felboruldsa oxidativ stresszt valt ki a sejtben, mely létfontossagli molekulak
karositasdhoz, végiil pedig nekrozishoz vagy apoptdzishoz vezet. A tilzott ROS termelés
okozhat genomialis és/vagy mitokondridlis DNS karosodast, a sejtek szomatikus mutacioit,
onkogének aktivalasat, tumorszuppresszor gének gatlasat, valamint a metabolikus és jelatviteli

utvonalak modosulasat, melyek mind hozzajarulnak a sejtkdrosodashoz, kiilonboz6 betegségek



kialakulasdhoz és a karcinogenezishez. A hasnyalmirigyre specifikus K-RAS expresszié az
rendelkezd PDAC esetében gyakran megfigyelheté az NRF2 utvonal rendellenes aktivacidja,
amely hozzajarul a daganat progresszidjahoz. Emiatt az NRF2 potencialis célpont lehet 0j

terapias stratégiak kidolgozasara PDAC-ban.

Ossejtszeriiség PDAC-ban

A normal OJssejtek embriondlis szdvetekben, felndtt és magzati szdvetekben is
megtalalhatok. Az dssejtek egy olyan osztalyat képezik a differencialatlan sejteknek, amelyek
nagyfoku onmegujulasi és proliferacios képességgel rendelkeznek, valamint egy vagy tobb
iranyban képesek differencialodni.

A legtjabb kutatasok alatdmasztjak a daganat dssejtek (cancer stem cell CSC), mas néven
tumorindukal6 sejtek, szerepét a daganatok fejlddésében, az attétek kialakuldsdban, a
kemorezisztencidban €s a daganat kigjulasaban.

Szamos daganattipusban meghataroztak mar CSC-markereket, hogy azonositsdk ¢&s
izolaljak a daganat dssejt populaciokat. A kutatasokban membranglikoproteineket alkalmaznak
(CD44, CD24, CD133) tobbek kozott a hasnyalmirigy daganat dssejtek azonositasara. Tovabbi
tanulmanyok bizonyitjdk, hogy az aldehid-dehidrogendz 1 enzim (ALDHI) alkalmazhat6 a
hasnyalmirigy daganat dssejtek azonositasara.

A daganat dssejtek a hasnyalmirigyrdkban kozponti szerepet jatszanak a
gyogyszerrezisztencia kialakuldsidban, az agresszivitdsban €s a metasztdzosok kialakulasaban
is. PDAC-ban megallapitottak, hogy tobb 0Jssejtmarkergén (CD24, CD44) expresszidja
emelkedett a magasabb fokozatl diszplazidkban. A jelenleg elérhetd gyogyszerek hatékonyak
a daganattomeg nagy részének elpusztitasdban, de a CSC-ket érintetlentil hagyjak, ami a tumor
kigjulasahoz ¢és attétek kialakulasdhoz vezet. Ezért nagy sziikség van 1) modszerek
kidolgozasara az dssejt jelleg molekularis mechanizmusanak részletesebb megértésére a célzott

terapia kidolgozasahoz.

Sejtmetabolizmus PDAC-ban

A malignus sejtek korlatlan osztddasi és metasztatikus képességéhez elegendd energidra

van sziikség. A PDAC egy rendkiviil agressziv daganattipus, amelyet hipovaszkularizaci6 és



desmoplasztikus reakci6 jellemez, igy a daganat mikrokornyezete tapanyaghidnyos és erésen
hipoxids. A tumorsejtek metabolikus Ujraprogramozason mennek keresztiil, amely soran az
aerob glikolizis, mas néven Warburg-effektus dominal, melyet a fokozott gliikkozfelvétel és a
megnovekedett laktattermelés jellemez. A metabolikus ujraprogramozas kiemelkedden fontos
a daganatsejtek tulélése és novekedése szempontjabol. A fokozott aerob glikolizis, a csdkkent
oxidativ foszforilacié és a fokozott tejsavszintézis folyamata valdjdban a rosszindulata
daganatok egyik jellemvonadsa.

A glikolizis a PDAC esetében eldsegiti a daganatsejtek erdteljes ndovekedését, tovabba a
glikolizis enzimjei és kozti termékei részt vesznek a PDAC attétképzddésének szabalyozasaban
is. Az OXPHOS csokkent muikodése is hozzajarul a glikolizis dominancidjdhoz. A
mitokondrialis diszfunkcidt okozhatjdk mitokondridlis DNS-mutaciok, a 1égzési lancban
bekovetkezett hibak és a fokozott ROS-termelés is, melyek onkogén utvonalakat aktivalhatnak,
elésegitve a glikolizis enzimjeinek expresszidjat. A PDAC sejtekben jelentdsen megndvekszik
a mitokondrialis DNS-mutaciok szama, ami Osszefiigg a csokkent oxigénfelhasznalassal €s a
fokozott glikolizissel. Az anyagcsere atprogramozasa hozzajarul a malignus daganatok, igy a
hasnyalmirigy daganat esetében is a gyogyszerrezisztencia kialakuldsdhoz. A PDAC sejtek
metabolikus sajatossdgainak és energiahdztartasanak megértése segithet 1) kezelési stratégiak

kidolgozéasaban a gyogyszerrezisztencia lekiizdésére.
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Célkituzések

A mikrobiom-daganat kapcsolatban a mikrobiom a bakterialis metabolitok szekrécidja révén
befolyasolhatja a daganatok miikodését.

A bakteralis metabolitok a keringésbe keriilve eljuthatnak a tdvoli daganatsejtekhez és
befolyésolhatjak azok miikodését, tulajdonképpen hormonszerii hatasokat fejtenek ki.

Ilyen bakteridlis metabolitok a masodlagos epesavak, mint a litokdlsav (LCA) és az
ursodezoxikolsav (UDCA). Kutatdsaimban a daganatok klasszikus jellemvonésainak a
vizsgalatan keresztiill azt tanulmanyoztam, hogyan hatnak a masodlagos epesavak

hasnyalmirigy daganatsejtek mitkddésére.

Vizsgalataim {6 célja az volt, hogy azonositsuk azokat a folyamatokat, melyeken keresztiil az

epesavak daganatellenes hatast fejtenek ki a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben.
A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Hogyan hatnak az epesavak a daganatsejtek novekedésére és az EMT folyamatara,

e Befolyasoljak-e az epesavak a daganatsejtek redox homeosztazisat,

o Osszefiiggéseket keresni a pankre4sz adenokarcindmaban szenvedd betegek tulélése és
az antioxidansok expresszidja kozott in silico elemzések segitségével,

e Milyen hatassal vannak az epesavak az dssejtszertiségre,

e Hatassal vannak-e az epesavak a daganatsejtek energiahaztartasara,

e Azonositani azokat a receptorokat, melyeken keresztiil az epesavak kifejtik hatasukat a
pankredsz adenokarcindma sejtekben,

o K¢épesek-e az epesavak a PDAC terapiaban is alkalmazott gydgyszerek hatékonysagat

befolyésolni
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Anyagok és modszerek

Reagensek

A kisérleteinkben hasznalt epesavakat, a litokoélsavat (LCA, cat # L6250; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MI, USA) ¢és az ursodezoxikodlsavat (UDCA, cat # U5127; Sigma-Aldrich) dimetil-
szulfoxidba (DMSO, cat # D8418; Sigma-Aldrich) oldottuk be és 100 mM-os torzsoldatokat
készitettlink. Az LCA-t 0,03 uM koncentracioban, az UDCA-t 0,3 uM koncentracioban
sejtek 0,001% DMSO-t tartalmaz6é médiumot kaptak a kezelés alatt.

A redukalt glutationt (GSH; cat # G4251; Sigma-Aldrich) 5 mM végkoncentracioban
hasznéltuk. A pegilalt kataldzt (pegCAT; cat # C4963; Sigma-Aldrich) 500 U/ml
koncentracioban alkalmaztuk.

Az epesav receptor antagonistakat, NF449 (cat # 1391) Ggq-szelektiv antagonista, CINPA1 (cat
# 5605) konstitutiv androsztan receptor (CAR) antagonista, DY268 (cat # 5656) farnezoid X
receptor (FXR) antagonista és GSK2033 (cat # 5694) m4j X receptor (LXR) antagonista, a
Tocris Bioscience-tol (Bristol, Egyesiilt Kiralysadg) szereztilk be és a kisérletekben 5 uM
végkoncentracioban alkalmaztuk. A ketokonazolt (cat # K0600000, pregnane X receptor (PXR)
jelatvitel gatlasa, a Sigma-Aldrich-t6l vasaroltuk és 5 uM végkoncentracioban alkalmaztuk.

A TGRS G-fehérje kapcsolt epesav membran receptort célzd siRNS-t (GPBAR1-siRNS
azonositd: s195791), a D-vitamin receptor specifikus siRNS-t (VDR/NR111- siRNS azonosito:
s14777) és az FXR receptor specifikus siRNS-t (NR1H4-siRNS azonosito: s19371), valamint
anegativ kontroll siRNS-t (cat # 4390843) a Thermo Fisher Scientific-t6] (Waltham, MA, USA)
vasaroltuk, és 30 nM végkoncentracidban hasznaltuk.

A kemoterapias gyogyszereket, az S-fluorouracilt (SFU, cat # F6627) és az oxaliplatint (OXA,
cat # 09512) a Sigma-Aldrich-t6l szereztik be, ¢s DMSO-ban oldottuk 100 mM
torzskoncentraciora. Az SFU esetén alkalmazott legmagasabb koncentracié 300 uM, mig az

oxaliplatin esetén 19,2 uM volt.
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Sejtvonalak és sejttenyésztés

A Capan-2, BxPC-3 ¢s PancTu-1 human hasnyalmirigy adenokarcindma sejtvonalakat az
American Type Culture Collection-tél (ATCC) vésaroltuk.

A Capan-2 sejteket MEM (cat # M8042; Sigma-Aldrich) taptalajban tenyésztettiik, 10%
héinaktivalt fotalis marha szérum (FBS, cat # F2442; Sigma-Aldrich), 1%
penicillin/streptomycin (cat # P4333; Sigma-Aldrich) és 2 mM glutamin (cat # G7513; Sigma-
Aldrich) jelenlétében 37°C-on, 5% szén-dioxid tartalmt inkubétorban.

A BxPC-3 ¢és PancTu-1 sejteket 10% FBS, 2 mM glutamin és 1% penicillin/streptomycin
tartalmi RPMI 1640 (cat # R5886; Sigma-Aldrich) médiumban tenyésztettiik 5% szén-dioxid
jelenlétében 37°C-on.

A human primer fibroblaszt sejteket DMEM (cat # D5546; Sigma-Aldrich) médiumban
tenyésztettiik, 20% FBS, 1% penicillin/streptomycin és 2 mM L-glutamin jelenlétében 5%
szén-dioxid tartalmt inkubatorban 37 °C-on.

A sejtvonalak esetleges mycoplasma szennyezddését rendszeresen ellendriztiik.

Sejtéletképességi vizsgalat (MTT)

A Capan-2 sejteket 96 lyuka lemezen (3000 sejt/lyuk) tenyésztettiik 200 pl sejttenyésztd
médiumban, majd a letapadast kdveté napon LCA-val (0,03 uM-66 uM), UDCA-val (0,3 pM)
vagy a kontrollként alkalmazott DMSO-val kezeltiik a sejteket. A 48 6ras kezelés utan a sejtek
¢letképességet  3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazélium-bromiddal (MTT; cat #
A2231.000; VWR) vizsgaltuk. A sejtekhez MTT-oldatot (20 pl 5 mg/ml) adtunk és 37°C-on 1,5
oran at inkubaltunk. A feliilisz6 eltavolitasa utan a formazan kristalyokat lyukanként 100 ul
DMSO-ban oldottuk, majd az abszorbanciat 540 nm-en mértiik spektrofotométerrel (Thermo

Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA).
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Szulforodamin B teszt

crer

Aldrich) festést alkalmaztunk. A vizsgalathoz a Capan-2 sejteket 96 lyuku lemezen (3000
sejt/lyuk) tenyésztettiik 200 pl sejttenyészté médiumban. A letapadast kovetd napon a sejteket
LCA-val (0,03 uM) vagy UDCA-val (0,01-1 pM) kezeltiik, kontrollként DMSO-t (0.001%)
alkalmaztunk. A 48 6rés kezelés eltelte utan a sejteket triklor-ecetsavval (TCA, cat # T6399;
Sigma-Aldrich) fixaltuk 10% végkoncentracioban 1 6rdn keresztiil 4°C-on. Ezt kovetden a
sejteket desztillalt vizzel mostuk 5 alkalommal, majd 0,4% (1% ecetsavban készitve) SRB
oldattal festettiik Oket 10 percen keresztiil. A nem kotott festéket 1%-os ecetsav oldattal
tavolitottuk el. A kotott festéket lyukanként 100 pl Tris bazisban (10 mM) oldottuk, majd az

abszorbanciat 540 nm-en detektaltuk.

A sejthalal kimutatasa

A nekrotikus és apoptotikus sejthaldl valtozésainak értékelés¢hez Annexin V/PI kettds
festést alkalmaztunk (cat #V13242; Thermo Fisher Scientific). A Capan-2 sejteket 6 lyuku
lemezre raktuk (150,000 sejt/lyuk) és 48 6ran keresztiil kezeltiik UDCA-val (0,3 uM). Ezutan
a sejteket 100 pg/ml PI oldattal és 5 pl FITC Annexin V-el festettiik 15 percen keresztiil
szobahdmérsékleten. Az apoptotikus €s nekrotikus sejtek szamat FACS Calibur aramlasi

citométerrel hataroztuk meg (Beckton Dickinson Franklin Lakes, NJ, Egyesiilt Allamok).

Sejtinvazios kisérlet

A sejtinvazios vizsgalatokat Corning BioCoat Matrigel invazids kamraban (cat # 354480;
Corning, NY, USA) végeztik 8,0 um-es PET membranokkal 24 lyuk( lemezen. A fels
kamraban a Capan-2 sejteket (20,000 sejt/lyuk) szérummentes médiumban egy éjszakan at
tenyésztettilk. Masnap a sejteket LCA-val (0,03 uM) vagy UDCA-val (0,3 uM) kezeltiik 0,5 ml
szérummentes médiumban, az alsd6 kamraban 1évé 0,75 ml médium szérumot, LCA-t/vagy
UDCA-t ¢és 100 ng/ml SDFl-alfa (cat # SRP4388; Sigma-Aldrich) kemoattraktanst
tartalmazott. A 48 6ras kezelést kovetden a nem migrald sejteket a membran felszinérél PBS-
oldattal lemostuk, a membran also feliileté¢hez k6tddott, vagyis a membranon atmigralt sejteket

100% metanollal fxaltuk, és 4',6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) festettiik. A migralt sejteket
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Opera Phoenix High Content Screening System segitségével megszamoltuk, a képeket a
Harmony 4.6 Sofware segitségével elemeztiikk. Az invazids indexet a Matrigel membranon
keresztlil atjutd sejtek és a kontroll membrénon atjutd sejtek ardnyabol szamitottuk ki a
kovetkezoképpen:

% invazié = (a Matrigel membranon atjuté sejtek atlaga / a kontroll membranon atjutd sejtek
atlaga) * 100

invazios index = a kezelt sejt % invazid / a kontroll (nem kezelt) sejt % invazid

Western blot

A sejtlizishez RIPA puftert (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5%
natrium-deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM PMSF ¢és proteazgatlo
koktél) hasznaltunk. A fehérje koncentraciokat BCA reagenssel (cat # A65453; Pierce
Biotechnologies, Rockford, IL, USA) spektrofotemetridasan mértilk. A fehérjéket (20 pg
fehérje/zseb) 10%-os SDS poliakrilamid gél elektroforézissel elvalasztottuk, majd nitrocelluldz
membranra blottoltuk. Ezt kdvetden a nitrocellul6z membran még szabad fehérjekotd helyeit
5%-0s BSA oldattal (1x TBS-Tween pufferben) blokkoltuk 1 o6ran keresztiil
szobahOmeérsekleten. Ezt kdvetden a membranokat a primer antitestekkel inkubaltuk egy
¢éjszakan at 4 °C-on allando billegtetés mellett. A membranokat 3-szor 10 percig mostuk 1x
TBS-Tween pufferrel, majd ezt kovetden IgG HRP-vel konjugalt masodlagos antitesttel 1 6ran
keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten allando billegtetés mellett. Végiil a membranokat 3-
szor 10 percig 1x TBS-Tween pufferrel mostuk. Az antitestktddést kemilumineszcencidval,
ChemiDoc Touch Imaging késziilékkel (Bio Rad, Hercules, CA, USA) detektaltuk. A savok
intenzitasat denzitometralassal az Image Lab 6.1 szoftver segitségével hataroztuk meg. A f-

aktin hasznaltuk normalizalasra.
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Aldefluor assay

Az aldehid-dehidrogenaz (ALDH1) tumor Ossejt marker gén aktivitasat az epesavakkal
kezelt sejtekben Aldefluor festéssel (cat # 01700; StemCell Technologies, Vancouver, Kanada)
hataroztuk meg [113]. A sejteket 6 lyuku lemezen tenyésztettiik (100,000 sejt/lyuk), majd a
letapadast kovetd napon LCA-val (0,03 uM) vagy UDCA-val (0,3 uM) kezeltiik 48 o6ran
keresztiil. Ezutan a sejteket ALDH szubsztratot (5 pl/ml) tartalmazo (0,5 ml) aldefluor assay
pufferben inkubaltuk 45 percig 37°C-on. Negativ kontrollként a sejteket 5 pl dietilamino-
benzaldehiddel (DEAB; 50 mmol/l), egy specifikus ALDH-gatloval kezeltiik. Az ALDH-
pozitiv sejtek szdzalékos aranyat aramlasi citometriaval hataroztuk meg, az elemzést a Flowing

Software 2.5.1 segitségével végeztiik el.

RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ RT-PCR

A Capan-2 sejteket 6 lyuku lemezre raktuk (100,000 sejt/lyuk), majd a letapadast kovetd
napon LCA-val (0,03 uM) kezeltiik dket. A 48 6ras inkubalast kdvetden a sejtekbdl RNS-t
izolaltunk TRIzol reagenssel (Invitrogen, Waltham, MA, USA) a gyart6i ajanlas alapjan. A
Multiskan MS, Walthman, MA, USA) hataroztuk meg. A RNS mintdkat DN4z I enzimmel (cat
#10104159001; Merck) kezeltiik, a cDNS szintézis High Capacity Reverz Transzkripcios Kit
(cat # 4368814; Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) segitségével tortént a gyarto
ajanlasa szerint. A qPCR reakcio 10 pl végtérfogatban tortént, a reakciodelegy 20 ng cDNS
mintat, 500-500 nM primert és qPCRBIO SyGreen Lo-ROX Supermixet (PCR Biosystems
Ltd., London, UK) tartalmazott. A qPCR reakciot Light-Cycler 480 detektaldo rendszeren
(Roche, Basel, Switzerland) végeztiik. Az mRNS expresszios szintek normalizaldsara a 36B4

¢s a cyclophilin (CYCLO) gének expresszidjanak mértani kozépértékét hasznaltuk.

Mitokondrialis oxidacio és glikolizis

16



Az oxigénfogyasztas ¢és az extracellularis savasodds mértékének valds ideji
monitorozasdhoz Seahorse XF96 oximétert (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
alkalmaztunk. Az oxigénfogyasztéasi ratat (oxygen consumption rate = OCR, a mitokondrialis
oxigénfogyasztasra jellemzd érték) és az extracellularis savasodasi ratat (extracellular
acidification rate = ECAR, a pH valtozasok, illetve a glikolizis mérésére szolgalé érték) az LCA
¢s UDCA kezelt Capan-2 sejtekben Seahorse késziiléken mértiik. A sejteket egy éjszakan at 96
lyuka Seahorse lemezen (5000 sejt/lyuk) tenyésztettiik, majd epesavakkal kezeltiik 6ket (LCA
(0,03 uM); UDCA (0,3 uM)) 48 oran keresztiil. A kezelés utan a sejteket elomelegitett XF
Seahorse médiumban (cat # 103334-100) inkubaltuk 1 6rén keresztiil 37 °C-on, szén-dioxid
mentes inkubatorban. Az alap oxigénfogyasztasi OCR (baseline OCR) értéket 5 alkalommal, 5
percen keresztiil rogzitettiik. A kisérletek soran a kdvetkezo inhibitorokat hasznaltuk: Etomoxir
(50 uM), a CPT-1 gatlas révén a zsirsav-oxidacié inhibitora; Oligomycin (10 uM), az ATP-
szintaz inhibitora; Antimycin (10 pM), a mitokondridlis 1égzési lanc III. komplexének
inhibitora). Minden OCR értéket 5-szor 5 percen keresztiil rogzitettiink. Az OCR és ECAR
értékeket fehérje tartalomra normalizaltuk (SRB teszt 5.4 pontban leirtak szerint) és a
normalizalt értékeket hasznaltuk fel a szamitdsokhoz.

A bazilis légzés meghatirozdsandl, az alap oxigénfogyasztasbol kivontuk az
antimycin—rezisztens 1égzést (baseline—antimycin). Az etomoxir—rezisztens OCR értéket
(etomoxir—antimycin) a gliikoz €s aminosav oxidacioval kapcsolatos oxigénfogyasztasként
definialtuk. A zsirsavoxidaciot az etomoxir—érzékeny OCR- értékekbdl (baseline—etomoxir)
hataroztuk meg. Az oligomycin—rezisztens 1égzés (oligomycin—antimycin) nem kapcsolt
légzésnek felel meg, mig az oligomycin—érzékeny frakciot ATP-hez kotott légzeésként

(baseline—oligomycin) definialtuk.

Géncsendesités

A tranziens transzfekciohoz a Capan-2 sejteket 30 nM TGRS, VDR, FXR specifikus siRNS
¢s negativ kontroll siRNS-el kezeltiik. A transzfekciot Lipofectamine RNAIMAX (cat #
13778150; Thermo Fisher Scientific) transzfekcios reagens segitségével végeztiik 48 oraig,

LCA kezelés mellett és anélkiil.

Mitokondrialis membranpotencial mérése
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A mitokondridlis membranpotencial mérésére DioC6 (3,3'-Dihexyloxacarbocyanine
iodide) (cat # HY-D0084; MedChemExpress) festést alkalmaztunk. A Capan-2 sejteket 6 lyuka
lemezre raktuk (150,000 sejt/lyuk) és a 48 o6ras UDCA (0.3 uM) kezelést kdvetéen 40 nM
DioCé6-al festettiik 30 percen keresztiil. Ezutan a sejteket PBS-el mostuk, majd tripszinnel
gyljtottilk be Oket az aramlasi citometrias elemzéshez (FACS Calibur, BD Biosciences). A
kontroll sejteket 10 uM karbonil-cianid-4-(trifluor-metoxi) fenilhidrazonnal (FCCP) kezeltiik a
mitokondrialis membranpotencial szétkapcsolasa érdekében. Az FCCP-vel kezelt sejtekben

mért értéket minden csoportbol kivontuk.

Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism 8.0.1 szoftvert hasznaltunk. Az eredményeket
atlag + SEM formaban tiintettiik fel. A normal eloszlast a D'Agostino—Pearson normalités teszt
segitségével ellendriztiik. Az epesavval és a vehikulummal kezelt mintdk Gsszehasonlitasara
parositott t-probat alkalmaztunk. Tobb csoport Osszehasonlitdsdhoz egy- vagy kétutas
varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, Dunnett vagy Tukey post-hoc teszt alkalmazédsaval. A
nemlinedris regresszio €és az ICso értékek meghatarozasa a GraphPad szoftver "[Inhibitor] vs.

response-variable slope (four parameters)" segédprogramjéval lett elvégezve.
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Eredmények

A litokdlsav hatasainak vizsgalata hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben

erevr

crcr

A sejteket LCA-val kezeltiik kiilonb6z6 koncentracidoban (0,003 uM—66 uM) és a sejtszamot
MTT modszer segitségével hataroztuk meg. Az LCA a vizsgalt koncentraciokban, mely magéba
csokkentette a Capan-2 sejtek életképességét. Hasonloan az MTT vizsgalathoz, szulforodamin
B festést alkalmazva azt talaltuk, hogy az LCA 0,03 pM koncentracidban lassitotta a Capan-2
sejtek  proliferaciojat. Fontos kiemelni, hogy az LCA ebben a vizsgalt
koncentraciotartomanyban (0,01 uM—10 uM) nem befolyasolta a nem transzformalt, human

crer

tumorsejt specifikusak.

Az LCA csokkenti az epitelidlis-mezenchimalis tranzicioban résztvevé markergének
expresszidjat és a sejtinvaziot a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben

A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy az LCA képes-e befolyasolni az EMT
folyamatat. Eredményeink azt mutattdk, hogy LCA szignifikansan csokkentette az EMT
folyamataban résztvevé mezenchimalis markergének kifejez0dését, a Snail fehérje szintjét a
Capan-2 sejtekben és a PB-catenin fehérje kifejezddését a Capan-2 és BxPC-3 sejtekben. Az
epitelidlis ZO1 markergén fehérje szintje emelkedett a Capan-2 sejtekben az LCA kezelés
hatasara. Meglepden modon az LCA csokkentette a Claudin-1, tight junction fehérje szintjét
mindkét vizsgalt sejtvonalban. Mindezen eredményekkel 6sszhangban a sejtinvazios kisérletek
azt mutattak, hogy az LCA-val kezelt sejtek invazids képessége szignifikansan csokkent a
DMSO-val kezelt sejtekhez képest. Osszességében elmondhato, hogy az LCA gitolhatja az
EMT folyamatat azaltal, hogy csokkenti az EMT folyamataban kulcsfontossagi fehérjék

kifejez0dését és a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtek invazids kapacitasat.
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Az antioxidansok magas expresszios szintje a pankreasz adenokarcinomaban szenvedo
betegeknél rosszabb prognozist eredményez

Megvizsgaltuk néhany antioxidans (NRF2, GPX2, SOD1,2) és NRF2 célgén (NQOI,
HMOXI1, TXN) expresszios szintjét a TCGA/GTEx hasnyalmirigy adenokarcindma (PAAD)
adatbazisbol szarmazé 179 tumor és 171 normél szovetmintiban. Erdekes moédon az
antioxidansok és az NRF2 célgének expresszidja emelkedett a pankreasz adenokarcindméban
anormal szovethez képest. Tovabba azt talaltuk, hogy a magas antioxidans expresszid a betegek
rosszabb tulélésével tarsult. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a magas antioxidans
kifejez0dés a hasnyalmirigy adenokarcinoma egyik fontos jellemzdje, mely ronthatja a

betegség kimenetelét.

Az LCA okozta oxidativ/nitrozativ stressz hozzajarul az EMT folyamataban szerepet
jatszo gének csokkent expressziojahoz a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben

Az elézoekben azt talaltuk, hogy a hasnyalmirigy adenokarcindma szdvetekben az
antioxidansok overexpresszalddnak a normal szovethez képest, és az antioxidansok fokozott
expresszioja a betegek rosszabb tulélésével tarsul. Egy korabbi tanulmanyunkban kimutattuk,
hogy emlddaganatban az LCA oxidativ stressz indukcion keresztiil citosztazist okoz.
Kivancsiak voltunk arra, hogy az LCA hogyan hat az oxidativ stressz folyamatira a
hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben. Az LCA kezelés a Capan-2 hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben csokkentette az NRF2 fehérje expresszidjat, ami a cellularis
antioxidans védelem egyik kozponti szabalyozd molekuldja, hasonléan az emldédaganatos
sejtekhez. A 4HNE fehérje adduktok szintje emelkedett az LCA kezelést kovetden, ami fokozott
lipidperoxidéciot jelez. Tovabba az LCA kezelés fokozta az iNOS fehérje expressziojat, ami
magas nitrogén-monoxid (NO) szintet feltételez. Az NO és szuperoxid reakcidjaban keletkez6
peroxinitrit egy rendkiviil kéros, reakcioképes anyag, ami képes modositani az aromas
aminosavakat. LCA kezelés hatasara emelkedett a nitrotirozin szintje a sejtekben, ami
peroxitnitrit képzddésre utalhat. Tovabbi eredményeink azt mutatjak, hogy az antioxidansok,
mint példaul a redukalt glutation (GSH) és a pegilalt katalaz (pegCAT) alkalmazésa
megakadalyozta a P-catenin és a Snail LCA altal indukalt expresszidjanak csokkenését.
Osszességében elmondhatd, hogy az LCA okozta oxidativ/nitrozativ stressz fontos szerepet

jatszhat az EMT gétlasdban a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben.
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Az LCA csokkenti a daganatos 6ssejt markerek expresszidjat a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben

A tovéabbiakban vizsgaltuk az LCA hatdsat az Ossejtszertiségre, néhany Ossejtmarker
kifejez6désén keresztill. Az LCA szignifikdnsan csokkentette az aldehid-dehidrogendz 1
(ALDH1) fehérje szintjét és az ALDH-pozitiv Capan-2 sejtek szamat. Ezzel dsszhangban a
CD133 fehérje expresszioja is csokkent az LCA kezelést kovetden. Ezek az eredmények
Osszességeében azt mutatjdk, hogy az LCA csokkentheti a daganatos Ossejtek aranyat a

hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtek kozott.

Az LCA mitokondrialis oxidativ foszforilaciét indukal a hasnyalmirigy adenokarcinéma
sejtekben

Az LCA-val kezelt Capan-2 sejtek metabolikus valtozdsainak a meghatarozasahoz
Seahorse XF96 analizatort alkalmaztunk. A miiszer egyidejlileg méri az oxigén fogyéasanak
mértékét (OCR- oxygen consuption rate), ami a mitokondrialis respiraciot jelenti és az
extracellularis savasodas mértékét (ECAR- extracellular acidification rate), ami a glikolizist
jelenti. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az LCA kezelés szignifikansan ndvelte a bazalis
légzést, az etomoxir-érzékeny 1égzést (zsirsav-oxidacid), az etomoxir-rezisztens légzést
(gliikoz- és aminosav-oxidacid) €s az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kotott 1égzést. Az LCA
kezelés nem befolyasolta szignifikansan a mitokondrialis oxidéaci6 oligomycin-rezisztens
frakciojat, amely az ATP-hez nem kapcsolt 1égzésnek felel meg. Tovabba az LCA nem
befolyasolta a glikolizis folyamatat (ECAR) a Capan-2 sejtekben. Ezen eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az LCA kulcsfontossdgii szerepet jatszhat a mitokondridlis

oxidacioban.

Az LCA altal indukalt hatasok az FXR, CAR és VDR magreceptorokon keresztiil
valosulnak meg

Az epesavak aktivalhatnak magreceptorokat, mint az FXR, CAR, PXR, LXR, VDR, és
membranreceptorokat is, példaul a TGRS. Az LCA altal indukalt hatasokért felelds receptorok
meghatarozasdhoz eldszor receptor antagonistakat és/vagy inhibitorok alkalmaztunk, beleértve
a CINPA1-et a CAR receptor gatlasara, a DY268-at az FXR receptor gatlasara, az NF449-et a
TGRS receptor downstream jelatviteli Gitvonalanak gatlasara, GSK2033-at az LXR receptor

21



gatlasara ¢és a ketokonazolt a PXR receptor gatlasara. Az LCA-kezelésre eredetileg adott
csOkkent sejtinvazios valaszt a CINPA1 (CAR receptor antagonista) és a DY268 (FXR receptor
antagonista) kezelés blokkolta, mas receptor antagonistak hatdstalanok voltak. A DY268 és a
CINPA1 gatolta az LCA altal indukalt B-catenin és NRF2 expresszido csokkenését. Annak
érdekében, hogy egy atfogobb képet kapjunk a receptorokat a Capan-2 sejtekben siRNS
transzfekcidval csendesitettiik. Egy masik LCA receptort a VDR-t is vizsgaltunk ebben a
kisérletsorozatban. Az FXR és VDR nuklearis receptorok csendesitése megakadalyozta az LCA
altal indukalt B-catenin fehérje szint csOkkenést. A TGRS receptor csendesitése nem
befolyasolta az LCA 4altal kivaltott hatdsokat. Ezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy az LCA altal kivaltott hatdsok a CAR, FXR ¢és VDR receptorokon keresztiil

kozvetitddhetnek a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben.

Az ursodezoxikdlsav hatasainak tanulmanyozasa hasnyalmirigy adenokarcinéma
sejtekben

Az ursodezoxikodlsav csokkenti a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtek proliferaciojat

A Capan-2 sejteket UDCA-val kezeltiik kiilonb6z6 koncentracioban (0,01 pM, 0,03 puM,
0,1 uM, 0,3 uM és 1 uM), majd SRB festést végeztiink. Az UDCA koncentracio- és 1dofliggo

c ey

crer

UDCA kezelést 0,3 uM-ban alkalmaztuk. Megvizsgaltuk, hogy a proliferacioban bekdvetkezd
csokkenés az UDCA hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekre gyakorolt toxicitdsanak tudhato-
e be. Eredményeink azt mutattak, hogy az UDCA a vizsgélt koncentracidoban nem novelte sem
a propidium-jodid pozitiv, sem az Annexin-FITC-propidium-jodid kettds pozitiv (nekrotikus),

sem az Annexin-FITC pozitiv (apoptotikus) sejtek aranyat.

Az ursodezoxikolsav gatolja az EMT folyamatat a Capan-2 sejtekben

Miutan megallapitottuk, hogy az UDCA citosztatikus hatéssal bir a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekre, megvizsgaltuk, hogyan befolyéasolja a daganatok egyéb klasszikus

tulajdonsagait (cancer hallmarks). Kimutattuk, hogy az UDCA csokkenti az EMT folyamataban
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kulcsfontossagu mezenchimalis gének, B-catenin, Snail, Slug és Vimentin fehérje szintjét, mig
az epitelialis ZO1 és E-cadherin fehérje kifejezddése emelkedett az UDCA kezelés hatasara.
Erdekes modon az UDCA csokkentette a Claudin-1, tight junction fehérje szintjét az LCA
hatasdhoz hasonloan. A Claudin-1 alacsony kifejez6dése a hasnyalmirigy-adenokarcinomas
betegek esetében a jobb tuléléssel korreldl. Az EMT-hez kapcsolodd gének csokkent
kifejezddésével 6sszhangban azt is megallapitottuk, hogy az UDCA csokkenti a Capan-2 sejtek

invazivitasat.

Az UDCA hatasai mas human PDAC sejtvonalakban is el6idézhet6k, ugyanakkor nem
figyelhetok meg normal human fibroblasztokban

Az UDCA hatasait tovabbi két hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtvonalon, a BxPC-3 és
PancTu-1 sejteken is tanulmanyoztuk. Az UDCA kezelés csokkentette a mezenchimalis Snail
fehérje szintjét mindkét vizsgalt sejtvonalban, ugyanakkor szignifikdnsan emelte az epitelialis
E-cadherin fehérje kifejezddését a PancTu-1 sejtekben, hasonléan a Capan-2 sejteknél
megfigyelt eredményeinkhez. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy az UDCA-nak nincs hatasa a
mezenchimalis Slug fehérje expressziojara human fibroblaszt sejtekben. Ezek az eredmények
azt jelzik, hogy az UDCA nem befolyésolja az EMT folyamatat a nem transzformalt, normal

human sejtekben, ami arra utal, hogy az UDCA hatasai szelektivek a PDAC sejtekre.

Az ursodezoxikolsav mitokondrialis aktivitast indukal

A sejtek anyagcseréjében bekovetkezd valtozasok a daganatok egyik jellegzetessége, egy
ugynevezett ,,cancer hallmark™. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az UDCA befolyasolja-e a
mitokondrialis respiracidt. Seahorse analizis segitségével vizsgaltuk az UDCA hatésat a
mitokondrialis oxidaciora. Eredményeink azt mutattdk, hogy az UDCA fokozta a
mitokondridlis respirdcid 0sszes vizsgalt frakciojat, a bazalis 1égzést, az etomoxir-érzékeny
1égzést (zsirsav oxidacio), az etomoxir-rezisztens 1égzést (glilkdéz €s aminosav oxidécio), az
oligomycin-érzékeny, ATP-hez kapcsolt 1égzést és az oligomycin-rezisztens l1égzést is. Az
UDCA DioC6 fluoreszcenciat indukél, ami a mitokondridlis membranpotencial novekedésére
utal. Ez a megfigyelés a sejthalal indukcidjanak hidnyaval egylitt egy jobban dsszekapcsolt

mitokondrialis rendszerre utal.
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Az ursodezoxikolsav nem befolyasolja a PDAC kezelésében is alkalmazott kemoterapias
szerek kinetikai tulajdonsagait

Egyre tobb tanulmany bizonyitja azt, hogy a bakteridlis metabolitok befolyasoljak a
terapias szerek hatékonysagat. Kisérleteinkben vizsgaltuk az UDCA és a hasnyélmirigy
adenokarcinoma kezelésében alkalmazott néhany kemoterapids szer kombinalt hatasat. Az 5-
fluorouracilt (5FU) és az oxaliplatint (OXA) kiilonb6z6 koncentraciokban teszteltiik
onmagukban és UDCA-val (0,3 uM) kombinalva ¢és vizsgaltuk, hogyan hatnak a kezelések a
PDAC sejtek szamara. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az UDCA nem befolyésolta ezen

terapias szerek kinetikai tulajdonséagait, az ICso értéket és a Hill koefficienst (kollaborativ

crer
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Megbeszélés

A litokdlsav hatasai a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben

A daganatos megbetegedéseket gyakran kiséri a mikrobiom atalakuldsa, az onkobiozis,
mely eldsegitheti a daganat progressziojat. A mikrobiom bakterialis metabolitok szekrécioja
révén képes befolyasolni a daganat mikodését. Ertekezésemben a litokolsavat egy
daganatellenes aktivitassal rendelkez bakterialis metabolitként azonositottuk. Erdekes modon
az epesavakat korabbi tanulmanyokban rakkelt6 anyagoknak tekintették. A legujabb
vizsgalatok azonban kimutattdk, hogy az epesavak daganatellenes hatasuak is lehetnek, és az
epesavak pro- vagy antikarcinogén aktivitasa a tényleges epesavfajtatol fiigg hasnyalmirigy
adenokarcinomaban is (példaul a CDCA prokarcinogén tulajdonsagokkal rendelkezik, a CA és
az UDCA daganatellenes tulajdonsagokkal bir, mig a DCA vegyes hatassal rendelkezik. Az
LCA daganatellenes tulajdonsagai megmutatkoznak a hasnyalmirigy adenokarcindmatol eltérd
neoplazidkban is, beleértve az emldrakot, neuroblasztomat, prosztatarakot, majrakot,
epeholyagrakot és a nephroblasztomat. Ezek a hatasok szelektivek a neoplaziakra, mivel az
LCA nem befolyasolja a nem transzformalt sejteket. Megjegyzendd, hogy az éaltalunk végzett
vizsgalatokban az LCA-t a human szérumban mért koncentracioban alkalmaztuk, ami
alacsonyabb a korabbi tanulméanyokban alkalmazott LCA koncentracioknal.

Az LCA antineoplasztikus hatisa sokrétii, mely magéba foglalja a citosztazist, az EMT
gatlasat, a daganatos Ossejtek tulajdonsagainak csokkentését €s a mitokondridlis oxidacio
indukcigjat. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az LCA gatolta az EMT folyamatat, azéltal, hogy
csokkentette a mezenchimalis markergének (f-catenin és Snail) expressziojat, és emelte az
epitelialis ZO1 marker kifejezddését. Vizsgalatunkban az LCA kezelés csokkentette a Claudin-
1 fehérje szintjét, hasonloan a mezenchimdlis markerekhez. Hasnyalmirigy daganatban a
Claudin-1 fokozott expresszidja a betegség progressziojaval jar egyiitt. Az EMT gétlasaval
Osszhangban az LCA csokkentette a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtek invazids kapacitasat
és eldsegitette az Ossejt-szerli tulajdonsagok elvesztését. Fontos megjegyezni, hogy ezek az
Ossejt-szert tulajdonsagok szdmos daganattipushoz kapcsolodnak, beleértve a hasnyalmirigy
adenokarcinomat.

A sejtek anyagcseréjének atrendezddése a daganatos sejtek egyik jellemzdje ¢és kiterjedt
metabolikus atprogramozas figyelheté meg a hasnyalmirigy adenokarcindémaban, beleértve a
glikolizis valtozasait, a mitokondridlis oxidativ foszforilacidt, a Szentgyorgyi-Krebs-ciklust, a

lipid anyagcserét €s a glutaminolizist. Bar a mogottes biokémiai valtozasok sokfélék, az egyik
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kozés vonas a mitokondridlis OXPHOS elnyomésa. Az LCA kezelés mitokondridlis
oxigénfogyasztast indukalt a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben, beleértve a zsirsav-
oxidaciot, a glikdz vagy aminosav oxidaciot és az ATP-termeléshez kotott 1égzést. A magasabb
mitokondrialis 1€gzési szintek korlatozhatjdk a bioszintézishez sziikséges szubsztratok
elérhetdségét, és hozzajarulhatnak a metabolikus inflexibilitashoz, ami a sejteket kevésbé
ellenallova teszi a tdpanyag elérhetdség valtozasaival szemben.

A sejtek redox-homeosztazisanak befolyasolasa az LCA daganatellenes hatasainak egyik

f6 oka. Kimutattuk, hogy az LCA oxidativ-nitrozativ stresszt indukdl a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben az NRF2 transzkripcios faktor expresszidjanak csokkentésével és az
iINOS expresszidjanak indukalasaval, amely kulcsszerepet jatszik az EMT folyamatanak
gatlasaban és mas neopldzidk sejtmodelljeiben a proliferacié csokkentésében is. Az NRF2
karcinogén hatdsadt hasnydlmirigy daganatokban szamos tanulmdny bizonyitja. Ezzel
Osszhangban a ROS taltermelés a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtjeit fogékonnya teszi a
sejthalalra. A hasnyalmirigy adenokarcindbma progresszidja gyakran egybeesik a Keap-1
fehérjét inaktivald mutaciokkal, melyek konstitutivan aktivva teszik az NRF2-t. A magas
nuklearis NRF2 expresszid korreldl a hasnyalmirigy daganatos betegek csokkent tulélési
aranyaval. Igazoltuk, hogy az antioxidansok overexpresszdlodnak a hasnyalmirigy
adenokarcinomaban, ¢és a tulzott antioxidans expresszid a betegség rosszabb klinikai
kimenetelével jar.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az LCA daganatellenes hatdsait a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtmodellekben a CAR, FXR és VDR nukledris receptorok kozvetitik. A VDR
magas expresszidjat mutattak ki a hasnyalmirigy daganatos sejtekben és a hasnyalmirigy-tumor
és klinikai kimenetelét. A VDR receptor szerepet jatszik a hasnyalmirigy daganat dssejt-szerii
tulajdonsagainak gatlasaban is. Az FXR hatasainak megértése nehezebb, mivel a magas FXR
expresszionak a sejtek tulélésére gyakorolt hatdsai ellentmondéasosak. A CAR receptor hatdsa
hasnyalmirigy adenokarcindmaban nem ismert. Az epesavak szamos receptort aktivalhatnak,
¢és hasonlo utvonalak jatszhatnak szerepet az LCA altal kozvetitett daganatellenes folyamatok
indukalasaban mdas daganattipusokban is (pl. vastagbélrdk), de mas receptorok is
aktivalodhatnak a kiilonb6zé neoplaziakban a citosztazis kivaltasadra (pl. TGRS és CAR
receptorok emldrakban).

Mig a kisérleti eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy az LCA tobb daganatra
jellemzd tulajdonsagot is gatol a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtmodellekben, addig nem

vilagos, hogy ezek a hatdsok hogyan iiltethetéek at humén hasnyalmirigy adenokarcindmara.
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Az epesavak kapcsolatba hozhatoak a hasnyalmirigy adenokarcindma riziko faktoraival, mint
az elhizés, a cukorbetegség, a hasnyalmirigy-gyulladas és a hipertrigliceridémia. Példaul a DCA
masodlagos epesav koncentracidja emelkedett a 2-es tipusi cukorbetegségben, az ob/ ob
egerekben emelkedett a plazma epesavszintje, valamint hasnyalmirigy-gyulladasban az 6sszes
keringd epesavszint megemelkedett.

A konjugalt epesavszintek (a legtobb esetben glikokdlsav) a pankredsz adenokarcindmaban
szenvedd betegek plazma- és szérummintaiban emelkednek a kontrollokhoz képest. A PDAC
betegek plazmajaban a nem konjugalt epesavak szintje csokken. Azonban a nem konjugalt
epesavak koncentracidja az epében (kozos epevezetékbdl (CBD) szarmazo) emelkedett a
PDAC-ban szenvedd betegeknél, a joindulati betegségben szenvedd betegekhez képest. A
megnovekedett konjugalatlan epesavkoncentracio oka lehet az epevezetékben 1évo hidroxilaz-
termeld baktériumok és a CBD kovek jelenléte, melyek blokkoljak az epe megfeleld aramlasat,
ami epepangashoz ¢és a baktériumok elszaporodasdhoz vezet. Az epesav koncentraciok az
emberi szérumban segithetnek megkiilonboztetni a hasnyalmirigy adenokarcindémaban
szenvedd betegeket a joindulati betegségekben szenvedd betegektdl és az egészséges
egyénektol.

Legjobb tudomasunk szerint nincs tanulmany hasnyalmirigydaganatban a bakterialis LCA-
termelés és a daganat progresszidja kozotti 0sszefliggésrél. Megjegyzendd, hogy a masodlagos
epesavak koziil az LCA szintje a legalacsonyabb az egészséges egyének szérumdaban, igy az
adenokarcindmaban kimutattuk, hogy a bakteridlis LCA-szintézis korai stddiumban csokken
(01 stadium), ami arra utal, hogy az alacsony LCA-koncentraci6 hozzajarul az emldrak

patogenézis¢hez.

Az ursodezoxikdlsav hatasai hasnyalmirigy adenokarcinémaban

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az UDCA bakterialis metabolit citosztatikus hatast fejt
ki PDAC sejtmodellekben. Az UDCA jétékony hatasat szamos daganatban leirtak, mint példaul
a glioblasztéma, neuroblasztéma, PDAC, prosztatarak, melanoma, hepatocellularis karcindma,
oralis laphdmkarcinoma, leukémia, gyomorrdk, nyelOcsOrak vastagbélrak hasonldéan az
fentiekben bemutatott eredményeinkhez. Fontos kiemelni, hogy a vizsgalatok nagy tobbségénél
az UDCA-t szuprafiziologids koncentracioban alkalmaztdk, amely 2-4 magnitaddoval

magasabb, mint az UDCA human szérum referenciakoncentraciéja. Mas daganatos
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megbetegedések modelljeiben kutatocsoportunk és mas tanulmanyok is kimutattak, hogy az
epesavak (az UDCA-n kiviil) alacsony, fizioldgiashoz kozeli koncentracioi képesek bioldgiai
hatasokat kivaltani. A masodlagos epesavak nagy része képes befolyasolni a PDAC sejtek
viselkedését (UDCA (jelen tanulmanyban leirtak szerint), DCA és LCA) ellentétben mas
rosszindulat daganatokkal, mint a petefészek- vagy emldkarcinoma ahol csak egy-egy
masodlagos epesav hatasos.

Vizsgélatainkban kimutattuk, hogy az UDCA kezelés csokkentette az EMT-ben
kulcsfontossagu mezenchimalis markergének expressziojat, mint a B-catenin, Snail, Slug és a
Vimentin, ugyanakkor az UDCA kezelés hatdsara nott az epitelialis markerek, mint a ZO1 és
az E-cadherin kifejezddése. Az UDCA csokkentette a Claudin-1 tight junction fehérje szintjét,
mely fehérje esetében a csokkent tumoralis expresszid a hasnyalmirigy daganatos betegek jobb
tuléléseével korrelal. Ezenkiviil azt talaltuk, hogy az UDCA kezelés csokkenti a Capan-2 sejtek
invazios képességét is.

Kimutattuk, hogy az UDCA-kezelés indukalja a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot. Az
OXPHOS aktivitds novekedése jelentheti a sejtek metabolikus atprogramozasat a
mitokondrialis energiahasznositas iranyaba. Ez a metabolikus valtozds nemcsak az UDCA,
hanem mads epesavak esetében is kimutathatd volt, és Osszefliggésbe hozhatd a citosztazis
(sejtnovekedés gatlasa) €s az apoptozis (programozott sejthalal) indukciojaval.

A mitokondrialis metabolikus valtozasok kulcsszerepet jatszanak a daganatos Ossejtek
atprogramozasaban is. Ugy tiinik, hogy az UDCA kezelés sokrétii hatasai részt vehetnek a
hasnyalmirigy adenokarcindéma (PDAC) sejtek joindulata dtprogramozéséaban, és a metabolikus

Vizsgaltuk azt is, hogy az UDCA befolyasolhatja-e a hasnyalmirigy adenokarcinoma
kezelésében alkalmazott kemoterdpids szerek hatékonysagit. Az epesavak elénydsen
kombinalhatok a daganatellenes szerekkel. A kemoterapidval kezelt gyermekgyogyészati
betegeknél a keringd epesavak szintjének emelkedése a gyorsabb gydgyulassal jar egytitt. A
tauroursodezoxikolsav (TUDCA) étrendkiegészitoként vald alkalmazisa jobb gyogyulast
eredményezett az 5-FU kezelés utan az ER stresszvalaszok gatlasaval egerekben. A mikrobialis
metabolitok szintén fontos szerepet jatszanak a hasnyalmirigy adenokarcindma terapidra adott
véalaszaban. A mikrobiom ¢és a kemoterapias szerek kozotti sokrétli kapcsolat az alabbi mdédon
valosulhat meg 1) a baktériumok metabolizdlhatjdk a kemoterdpias szereket, ez pedig
befolyéasolhatja a szerek farmakokinetikajat, és ezaltal a hatékonysagukat 2) a kemoterapias
szerek moduldljdk a mikrobiom Osszetételét, példaul a kemoterdpia hatdsara bizonyos

baktériumok ardnya novekedhet vagy csokkenhet, ami tovabbi hatdssal lehet a kezelés
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eredményességére és 3) a bakterialis metabolitok befolyasolhatjdk a kemoterapias szerek
aktivitasat, mas daganat tipusokban és PDAC-ban.

Egyes bakterialis metabolitok, mint példaul az indol-szarmazékok javitjdk a kemoterdpia
eredményességét €s befolyasoljak bizonyos kemoterapias szerek, példaul az 5-fluorouracil, a
doxorubicin és a paclitaxel aktivitasat.

Az UDCA fokozta a DNS topoizomeraz I inhibitor altal indukalt apoptozist tobb daganatos
sejtvonalban. Az UDCA ¢és a COX-2 inhibitor, celecoxib kombinécioja csokkentette a
vastagbélrakos sejtek novekedését. Erdekes modon az UDCA szinergikus hatassal van a
szorafenib tumorellenes aktivitasara hepatocellularis karcindma sejtekben.

Osszességében kimutattuk, hogy az UDCA a szérumban mért referencia
koncentracioban kedvezd hatast gyakorol a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekre anélkiil,
hogy potencidlisan befolydsolnd a kemoterapiat, igy elkeriilhetd a szuprafizioldogas
koncentracié mellékhatdsokkal vagy toxicitdssal jar6 magas rizikdja. Az UDCA alkalmazhat6
onallo szerként is, nemcsak kemoterapias gyogyszerekkel kombinalva. Az UDCA még
farmakologiailag relevans koncentraciokban is alacsony toxicitdsu. Ezek az eredmények az
UDCA alkalmazhatosagéra utalnak a PDAC kezelésében. Az alacsony toxicitas és a kedvezd
hatasprofil kiilondsen igéretes, mivel a PDAC kezelése korlatozott hatékonysagu, és az (j

terapias megkozelitésekre napjainkban igen nagy sziikség van.
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Osszefoglalas

Az emberi test felszinén ¢és a testliregekben szamos baktériumfaj ¢l a gazdaszervezettel
szimbiozisban, melyek kiillonb6z6 bakteridlis metabolitok bioszintézisén keresztiil
befolyéasolhatjak a gazdaszervezet élettani folyamatait és bizonyos patologias korképek
kialakulasat is. Kiilso és belso tényezOk egyarant (életkor, étrend, higiénia, genetikai faktorok,
immunrendszer, antibiotikumok szedése) befolyasolhatjdk a mikrobidlis Osszetételt. Az
emésztérendszeri mikrobiom diszbidzisa szamos betegséggel kapcsolatba hozhato, beleértve a
hasnyalmirigy daganatot is. A bél mikrobiom olyan kismolekuldji metabolitokat allit eld,
amelyek hormonszerii hatasokon keresztiil képesek gatolni a tavoli daganatok progresszigjat.

Jelen dolgozatban bemutattuk, hogy az bélbaktériumok altal termelt masodlagos epesav, az
LCA daganatellenes tulajdonsadgokkal bir a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben. Az LCA
kifejezddését és serkenti a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot. Az LCA oxidativ/nitrozativ
stresszt 1déz eld, amely az LCA daganatellenes hatasainak alapja. Az LCA altal indukalt hatasok
a hasnydlmirigy adenokarcindma sejtekben a CAR, FXR ¢és VDR nuklearis receptorokon
keresztiil valosulnak meg. Eredményeink azt mutatjak, hogy az LCA egy nem toxikus
antineoplasztikus tulajdonsagokkal bird vegyiilet, és ravilagitanak az LCA-ra aktivalodo
nukledris receptorok farmakoldgiai hasznosithatosagara.

Tovabba jelen dolgozatban bemutattuk azt is, hogy a bélbaktériumok altal termelt
masodlagos epesav, az UDCA szintén citosztatikus tulajdonsagokkal rendelkezik
hasnyalmirigy adenokarcindma sejtmodellekben. Az UDCA a huméan szérum referencia
gatolta az EMT folyamatat és indukalta a mitokondrialis oxidaciot. Az UDCA nem befolyasolta
a hasnyalmirigy adenokarcinoma kezelésében alkalmazott kemoterapias szerek hatékonysagat.

Eredményeink aldtdmasztjak azt a tényt, hogy a bakterialis metabolitok fontos szerepet
jatszanak a daganat progresszidban. Vizsgalataink igazoltdk, hogy a kiilonb6z6 daganatokban
nem ugyanazok az epesavak hatdsosak, és ugyanannak az epesavnak a hatasa is eltérd lehet,
ami valdsziniileg a daganatok eltérd receptor repertoarjara vezethetd vissza.

A Dbakterialis metabolitok pontos szerepének megértése felveti ezen vegyiiletek
felhasznalasat a daganatok elleni kiizdelemben. Az azonositott metabolit receptorok akar 1j
gyogyszer célpontok is lehetnek. A metabolitokat termeld bakterialis mintdzat azonositasa Uj

biomarkerek igéretét kinalja a korai felismeréshez és prognozishoz.

30



Targyszavak

Litokolsav, Ursodezoxikolsav, Hasnyalmirigy adenokarcindma, PDAC, Mikrobiom,
Epitelialis-mezenchimalis tranzicio, Oxidativ-nitrozativ stressz, Ossejtszeriiség,
Sejtmetabolizmus, Sejtproliferacio

31



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/225/2025.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Schwarcz Szandra

Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10076111

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Kovacs, P.*, Schwarcz, S.*, Nyerges, P., Birg, T. ., Ujlaki, G., Bai, P., Miké, E.: Anticarcinogenic
effects of ursodeoxycholic acid in pancreatic adenocarcinoma cell models.
Front. Cell. Dev. Biol. 12, 1-14, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fcell.2024.1487685
* Megosztott elsé szerzés kdzlemény.
IF: 4.6 (2023)

2. Schwarcz, S., Kovacs, P., Nyerges, P., Ujlaki, G., Sipos, A., Uray, K., Bai, P., Miké, E.: The
bacterial metabolite, lithochalic acid, has antineoplastic effects in pancreatic
adenocarcinoma.

Cell Death Discov. 10 (1), 1-12, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41420-024-02023-1
IF: 6.1 (2023)

Tovabbi kozlemények

3. Sipos, A., Kerekes, E., Szeécs, D., Szarvas, F., Schwarcz, S., Téth, E., Ujlaki, G., Miké, E., Bai,
P.: Ursodeoxycholic acid prompts glycolytic dominance, reductive stress and epithelial-to-
mesenchymal transition in ovarian cancer cells through NRF2 activation.

Cell Death Discov. 11 (1), 1-10, 2025. /’."—T‘ -
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41420-025-02398-9 Q@‘“
IF: 6.1 (2023) [* A

4. Schwarcz, S., Nyerges, P., Biro, T. |., Janka, E. A, Bai, P., Miké, E.: Cytostatic Eééierial é‘,’:f
Metabolites Interfere with 5-Fluorouracil, Doxorubicin and Paclitaxel Efficienc\y;’m 4T1\ r
Cancer Cells. X »‘m: “er_:ri\;“f/
Molecules. 29 (13), 1-16, 2024. -

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/molecules29133073

IF: 4.2 (2023)

32



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Ujlaki, G., Kovacs, T., Vida, A., Kokai, E., Rauch, B., Schwarcz, S., Miko, E., Janka, E. A., Sipos,

A., HegedUs, C., Uray, K., Nagy, P., Bai, P.: Identification of bacterial metabolites modulating
breast cancer cell proliferation and epithelial-mesenchymal transition.
Molecules. 28 (15), 1-18, 2023.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/molecules28155898
IF: 4.2

6. Schwarcz, S., Kovacs, P., Kovacs, T., Ujlaki, G., Nyerges, P., Uray, K., Bai, P., Miko, E.: The pro-
and antineoplastic effects of deoxycholic acid in pancreatic adenocarcinoma cell models.
Mol. Biol. Rep. 50 (6), 5273-5282, 2023.

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s11033-023-08453-x
IF: 2.6

A kozl6 folyobiratok dsszesitett impakt faktora: 27,8

A kozl6 folyoiratok Osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kdzleményekre):
10,7

A DEENK a Jeldlt altal a Tudostérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a
tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2025.05.14.

33



34



