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Bevezeteés
Az emlédaganatok

Az emlddaganat a vilagon a harmadik leggyakoribb daganatos megbetegedés €és a ndk korében az
elsé helyen all. Az emlddaganatok el6forduldsi ardnya jelentésen eltér a kiilonb6zo foldrajzi és
gazdasagi régiokban, ahol megfigyelhetd, hogy a fejlett orszagokban magasabb a betegség
incidenciaja. Europaban 2012-ben az emlérak életkorral korrigalt éves incidenciaja 100.000 lakosra
vetitve 94,2 volt, amelyhez 23,1/100.000 {6 haldlozési arany tarsult. Magyarorszdgon a Nemzeti
Raékregiszter szerint 2019-ben 8250 0ij emlédaganatos esetet jelentettek. Annak ellenére, hogy az
emlorakos esetek szama folyamatosan emelkedik, a haldlozasi arany csokkenést mutat, elsésorban a
fejlett orszdgokban bevezetett modern szlirOprogramok, a fejlettebb orvosi, sebészeti €és radioldgiai
eljarasok, valamint az Gjabb molekularis biologiai technikédk révén. Az emldrdkos betegek 6téves
tulélési aranya ezeknek a fejlesztéseknek koszonhetéen mar meghaladja a 80%-0t. Szdmos kockéazati
tényez06 novelheti a az emlddaganat kialakuldsat, ilyen példaul az életkor, @ hormonpétld kezelések, a
hormonalis fogamzasgétlok haszndlata, a korai menarche és a kés6i menopauza, valamit a siirii
emlballomany is. Az emlorak familiaris eseteiben gyakran jelen van a BRCA1 és BRCA2 gének
mutacidja, valamint az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és a humén epidermalis
novekedési faktor receptor (HER2) tulzott kifejezddése. Az emloérdk kialakuldsanak kockéazata
csOkkenthetd az altalanos egészségi allapot javitadsdval, rendszeres testmozgassal, kiegyensulyozott

taplalkozassal, valamint a dohanyzas és az alkoholfogyasztas keriilésével.

A hasnyalmirigy adenokarcinoma

A hasnyalmirigy rosszindulati daganatai az emésztorendszeri daganatok tobb mint 10%-at teszik
ki. Kozilik a leggyakoribb tipus a hasnyalmirigy duktéalis adenokarcindméja (PDAC). Ez a tipus a
hasnyalmirigy daganatok tobb mint 90%-at adja. Vilagszerte 2018-ban 458.918 1j PDAC esetet
regisztraltak €s 432.242 halaleset volt kothetd ehhez a betegséghez. A PDAC tulélési esélye
meglehetsen alacsony, az 6téves tulélési arany kevesebb mint 5%. Szamos rizikofaktor noveli a
PDAC el6fordulasanak esélyét, példaul az életkor, a dohanyzés, az alkoholizmus, az elhizds és a
kronikus hasnyalmirigy-gyulladas. A korai felismerést akadalyozza, hogy a betegség tilinetei csak késoi
stadiumban jelentkeznek, igy a diagnodzis csak akkor torténik meg, amikor a betegség mar elérehaladott
¢és gyakran tavoli attéteket is képzett. A PDAC kezelési nehézségei mind genetikai, mind sejtszinten
megmutatkoznak. A tumorokban jelen 1évé mutaciok fokozott géninstabilitdshoz vezetnek, amely
jelentds szerepet jatszik a daganat novekedésében és a kezelésekkel szembeni rezisztencia

kialakulasdban. A jelatviteli utvonalak tobbszords valtozdsai hozzdjarulhatnak a rezisztencia



mechanizmusainak kialakuldsahoz. Annak ellenére, hogy a PDAC bioldgiai hattere még nem teljesen
feltart, bizonyos gének, példaul a KRAS, a CDKN2A/p16, a TP53 és a SMAD4 mutacioi, valamint a
kapcsolodo jelatviteli utvonalak aktivacidja alapvetd szerepet jatszanak a kezelési rezisztencia

kialakulasaban.

A mikrobiom és a daganatok kapcsolata

Az emberi szervezetben szdmos mikroorganizmus taldlhatd, amelyek nélkiilozhetetlenek a
gazdaszervezet homeosztazisahoz. A baktériumok, gombak, protozoak, virusok és azok kollektiv
genomja alkotjak a huméan mikrobiomot. A test kiilonboz6 teriiletein jelen 1évo mikrobiom mennyisége
¢s Osszetétele rendkiviil valtozatos. A gasztrointesztinalis rendszer mikrobiotdja a teljes mikrobiom
90%-at teszi ki, a benne talalhato baktériumok szdma akar 10™ is lehet. A bélfléra szamos alapvetd
funkcioval rendelkezik az emberi szervezetben, ¢és jelentds szerepe van a gazdaszervezet
homeosztazisanak fenntartdsaban. Aktivan részt vesz a tdpanyagok emésztésében és felszivodasaban,
valamint befolyédsolja az energiafelhasznélast és taroldst. Ezen mikrobidlis Okoszisztéma fontos
szabalyoz6 szerepet tolt be az immunrendszer miikodésében, antimikrobidlis anyagokat termelve véd
a koérokozd mikroorganizmusok ellen, illetve gatolja az allergias reakciok kialakulasat. A
bélmikrobiota metabolikus aktivitasa révén eldsegiti kiilonb6z6é vitaminok és enzimek termelését.
Ezen tilmenden olyan ingeriilet atvive anyagokat is termel, amelyek hozzdjarulnak a bél-agy
kommunikécidhoz, és ezzel befolyadsoljak a gazdaszervezet mentalis és neuroldgiai funkcioit.

A diszbidzis a mikrobiom rendellenes megvaltozasat jelenti, amelyet a mikroorganizmusok
abnormalis Osszetétele és miikddése jellemez. A daganatos betegségekhez kapcsolddd megvaltozott
mikrobiomot onkobiomnak nevezziik. Hanahan és Weinberg vezették be a ,,Hallmarks of cancer”
fogalmat, amely azokat a biologiai folyamatokat irja le, amelyek az onkogenezist vezérlik, €és a
daganatos sejtek kontrollalatlan szaporodasat timogatjak. Az onkobiom kozvetleniil vagy kozvetetten
részt vesz ezen biologiai folyamatok kialakitasaban és szabalyozasaban. Az onkobiomnak kiemelt
szerepe van az immunvalasz elkertilésében, a tumort tamogatd gyulladas fokozasaban, az invazio és
metasztazis kialakulasdban, az angiogenezis stimulalasdban, a genom instabilitasdnak és mutacidinak
eléidézésében, valamint a sejtek energetikai szabalyozasanak deregulaciojaban is kozremikodik.
Szdmos tanulmany igazolta, hogy az onkobiotikus transzformacié eldsegiti a daganatsejtek

crer

vaszkularizacidjat a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) expresszidjanak fokozasaval.



Oxidativ/ Nitrozativ stressz

A fiziologiasan termelédé reaktiv oxigén €s nitrogén formak (ROS/RNI) szamos élettani folyamat
nélkiilozhetetlen résztvevoi. Fontos feladatokat latnak el kiilonbozo jelatviteli folyamatokban,
valamint a patogén agensek elimindcidjdban. Normal korilmények kozott a prooxidans és az
antioxidans rendszerek miikkodése egyensulyban van, ami védi a szervezetet a szabad gyokok karosito
hatasaitol. Azonban az emelkedett szabad gyoktermelés és csokkent antioxidans aktivitas miatt ez az
egyensuly megbomlik, ami oxidativ és nitrozativ stressz kialakulasahoz vezet. A felhalmoz6dé szabad
gyokok karosithatjak a sejtekben talalhato fehérje-, lipid-, illetve DNS molekuldkat és ezaltal
apoptotikus vagy nekrotikus folyamatokat idézhetnek eld, amelyek szerepet jatszhatnak szamos
betegség patomechanizmusaban, mint példaul arteriosclerosis, ischaemia/reperfuzios karosodasok,
szivelégtelenség, gyulladasos ¢és neurodegenerativ betegségek, autoimmun betegségek ¢és
cukorbetegség. Emellett kutatdsok igazoltak, hogy a redox egyensuly felborulasa tobbféle daganatos
megbetegedésben is kimutathato.

A sejtek redox egyensulya egy finoman szabalyozott folyamat, melyben az NRF2 (nuclear factor,
erythroid 2-like 2) fontos szerepet jatszik. Az NRF2 egy transzkripcios faktor, amely az antioxidans
gének expresszidjanak szabalyozasaban jatszik szerepet, ezaltal kulcsfontossagi a sejtek redox
egyensulyanak fenntartdsaban. Az NRF2 {6 feladata, hogy megvédje a sejteket az oxidativ stressz
okozta kiils6 ¢és bels6é karosodasoktol, amelyek érinthetik a sejten beliili lipideket, fehérjéket,
nukleinsavakat és szénhidratokat. Az NRF2 aktivitasat a KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein
1), egy citoplazmaban talalhatd represszor fehérje szabalyozza. Az NRF2 tobb mint 1000 gén
expressziojat szabalyozza, koztik a SOD, CAT és GPX géneket is. Az NRF2 daganatellenes és
citoprotektiv hatdsa révén elOsegitheti a tumorsejtek novekedését, metasztazisok kialakulasat,

valamint hozzajarulhat a terapias rezisztencia kialakulasahoz.

Epitelialis-mezenchimalis tranzicio

Az epitelidlis mezenchimalis tranzicio (EMT) olyan sejtfejlédési folyamat, amelynek soran az
epitelialis sejtek elvesztik jellemvondsaikat és mezenchimalis sejtekké alakulnak at. Ennek soran a
sejtek elvesztik sejt-sejt kapcsolataikat, apikalis-bazalis polaritasukat és a bazalis membrannal vald
kapcsolatukat, és orsoszerii morfologia lesz rajuk jellemz6, mik6zben invaziv tulajdonsagokra tesznek
szert. Bar az EMT-t indukal6 jelatviteli utvonalak teljes spektruma még nem teljesen ismert, eml6- és
hasnyalmirigyrakban tobb transzkripcids faktort azonositottak, amelyek az EMT-t tdmogatjak, és
hozzajarulnak az Ossejtszerli allapot kialakulasahoz. Ezek kozé tartoznak a SNAIL (snail csalad

transzkripcios represszor-1), SLUG (snail csalad transzkripcios represszor-2), ZEB1 (cink-ujj E-box



kot homeobox-1) és TWIST (twist csalad BHLH transzkripcios faktor 1) fehérjék. Ezek a
transzkripcios faktorok kiilonb6z6 jelatviteli utvonalakon keresztiil képesek hatast gyakorolni a -
CATENIN, a ZO-1 (zona occludens 1), a CLAUDIN-1 ¢és az E-CADHERIN markerfehérjékre és

ezaltal szabalyozni az EMT folyamatait.

Daganatéssejtek

A daganatos szovetek heterogén sejtpopulaciokbdl épiilnek fel. A daganatban két f6 sejtpopulacio
kiilonboztethetd meg: egy nagyobb csoportot képeznek a differencialt sejtek, amelyek korlatozott
proliferacids képességgel rendelkeznek, mig egy kisebb populacio, a daganatdssejtek, folyamatos
osztodasra képesek. A daganatOssejteket tartjak felelésnek a daganatok kialakuldsaért, a metasztazisok
megjelenéséért, a terapids kezelésekkel szembeni rezisztencidért, valamint a tumorok kitjulésaért. A
daganatdssejtek anyagcseréjére a fokozott mitokondrialis foszforilacio és metabolikus rugalmassag
jellemz6, ami segiti a tumorprogressziot, valamit ez is a tulajdonsag is tamogatja a
gyogyszerrezisztencia kialakuldsat. A daganatdssejtek azonositdsa gyakran specifikus markerek
alapjan torténik. Emlé- és hasnyalmirigyrdk esetében az egyik leggyakrabban haszndlt marker az
aldehid-dehidrogenaz-1 (ALDH1) enzim. A daganatdssejtekben az antioxidans gének emelkedett
expresszioja miatt, joval alacsonyabb a szabadgyokok mennyisége Ennek oka, hogy a normal sejtekkel
ellentétben a daganatos sejtek joval szenzitivebbek a magas ROS szintre. Az ALDHI1 aktivitasa
hozz4jarul a daganatsejtek tuléléséhez azaltal, hogy csokkenti a ROS mennyiségét. Ebbdl fakadoan az
oxidativ stressz folyamatainak a fokozéasa a tumorsejtekben alkalmas lehet a daganatos sejtek szelektiv

elpusztitasara.

Masodlagos epesavak

Az elsddleges epesavak foként a maj hepatocita sejtjeiben koleszterinbdl szintetizalodnak. Ezeket
az epesavakat a m4aj glicinnel vagy taurinnal konjugalja, majd az epével az epehdlyagba
szekretalodnak. Etkezés utan a nyombélbe aramlanak, ahol fontos szerepet jatszanak a lipidek és a
lipidben oldod6 tapanyagok emulgealasaban és felszivodasaban, valamint a koleszterinszint
szabalyozasaban. Az epesavak ezutan a disztalis ileum enterocitain keresztiil visszaszivodnak és a
portalis keringésen keresztiil a majba jutnak tjra felhaszndlasra. Ezt nevezziik enterohepatikus
korforgasnak. Annak ellenére, hogy az epesok visszaszivasa rendkiviil hatékony, igy is naponta 400—
800 mg epesav hagyja el a korforgast, amelyek ezutan a vastagbélben €16 mikrobidtak szubsztratjava
valnak és masodlagos epesavakka alakulnak. Az epesavak atalakitdsaért a bakterialis epesav hidrolaz
(BSH) és hidroxiszteroid dehidrogenaz (HSDH) enzimek feleldsek. Az emberi szervezetben a

legfontosabb masodlagos epesavak a litokolsav (LCA), a dezoxikélsav (DCA) és az urzodezoxikdlsav



(UDCA). A CA 7a-dehidroxilaciojat kovetben DCA, mig a CDCA 7a-dehidroxilacidja LCA
képzodését eredményezi. Az epesavak atalakitasaért felelds enzimek a nagyfoku konzervaltsagot
mutatd epesav-indukalt (bai) operon Osszetett gén organizacios rendszerbe tomoriilnek.

Az epesavak tobb receptoron keresztiil fejtik ki hatasukat, ideértve a magreceptorok koziil a
vitamin-D-receptort (VDR), farnezoid-X-receptort (FXR), konstitutiv androsztan receptort (CAR),
pregnan-X-receptort (PXR), maj-X-receptort (LXR), illetve a Takeda G-fehérje kapcsolt receptor
(TGRS) membranreceptort. A periféridasan megjelend masodlagos epesavak ezeken a receptorokon
keresztiil hormonszer(i hatasok kifejtésére képesek. Tobbek kozt befolyasolhatjdk a sejtek redox
allapotat, az immunvalaszokat, a gasztrointesztinalis nyalkahartya barrier funkcigjat, valamint a

daganatok kialakulasat és progressziojat.



Celkitlizés
A bélmikrobidta altal termelt bakterialis metabolitok, jelentds szerepet jatszanak a gazdaszervezet
homeosztazisdnak a fenntartdsdban ¢€s szamos ¢életviteli folyamatanak a szabalyozasdban. A
bélmikrobiota altal szintetizalt méasodlagos epesavak, az LCA és a DCA, a keringési rendszeren
keresztiil képesek eljutni a tavoli daganatsejtekhez €s befolyasolni a daganatos sejtek viselkedését. A
disszertaciom alapjat képezd tanulményokban a mikrobiom ¢és az emlddaganatok, valamint a
mikrobiom és hasnyalmirigy adenokarcindma kozotti szoros kapcsolatra kivantunk ravilagitani.

Vizsgalataink {6 céljainak a kovetkezoket tliztiik ki:
Az emlédaganatos sejtek vizsgalata soran a kovetkezo kérdésekre keretiik a valaszt.

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

e Az LCA mely receptoron keresztiil fejti ki a hatésait.

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

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

e Van-e Osszefiiggés az emlddaganatos betegek tilélése ¢s az LCA indukalt oxidativ-nitrozativ

stressz markerek expresszioja kozott.
A hasnyalmirigy-daganatos sejtek vizsgalata soran a kovetkezo kérdésekre keretiik a valaszt.

o Képes-e befolydsolni a DCA sejtek redox-homeosztazisat.
e Hogyan hat a DCA az epitelidlis-mezenchimalis tranzici6 folyamatara.
e Milyen hatadssal van a DCA az Gssejtszertiségre.

e Befolyasolja-e a DCA a sejtek energiahaztartasat.



Anyagok és mddszerek
Alkalmazott sejtvonalak

A sejtkulturdkat 5% szén-dioxid tartalmt, 37°C hémérsékletii termosztatban tenyésztettiik.
Munkank sordan 4TIl egér emldkarcinoma, MCF7 human emlékarcindbma, SKBR human
emlokarcinoma, CAPAN-2 human hasnyalmirigy adenokarcinéma, BxPC-3 human hasnyalmirigy
adenokarcinoma és human primer fibroblaszt alkalmaztunk. A tenyésztdémédiumok Osszetételét a 1.

tablazat tartalmazza.

1. tablazat A sejttenyészté médiumok Osszetétele.

Sejtvonal | Médium | Forgalmazé | FBs | _ Pencillin/ L | piruvat | HEPES
Streptomycin | glutamin

Sigma-

4T1 R | Aldrich, | 10% 1% omM | 1% i
R5886
Sigma-

BxPC-3 Rl'DG'X'O" Aldrich, | 10% 1% 2mM - -
R5886
Sigma-

MCF7 MEM Aldrich, 10% 1% 2 mM - -
R8042
Sigma-

CAPAN-2 MEM Aldrich, 10% 1% 2 mM - -
R8042
Primer DMEM Sigma-

fibroblaszt low Aldrich, 10% 1% 2 mM - -
glucose D5523
DMEM Sigma-

SKBR low Aldrich, 20% 1% 2 mM - 10 mM

glucose D5523

Alkalmazott anyagok

A kisérleteinkhez hasznalt anyagokat és azok kezelésekhez alkalmazott koncentracioit a 2. tablazat

tartalmazza.



2. tablazat A kezelésekhez hasznalt anyagok listaja

Anyag Katalogusszam Gyarto Koncentracio
CA C1129 Sigma-Aldrich 0,01-10 uM
CDCA C9377 Sigma-Aldrich 0,01-10 uM
CINPA1 HY-110249 MedChemExpress 5 uM
DCA D2510 Sigma-Aldrich 0,7 uM
DY268 HY-110267 MedChemExpress 5 uM
GSH G4251 Sigma-Aldrich 5 mM
GSK?2033 HY-108688 Sigma-Aldrich 5uM
LCA L6250 Sigma-Aldrich 0,1-1 uM
MG-132 474790 Calbiochem 50, 100 mM
NAC A7250 Sigma-Aldrich 5 mM
NF449 480420 Sigma-Aldrich 5 uM
RA839 5707 Tocris Bioscience 5,10 uM
#1 519369
SiCAR #2 519370 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#3 519368
SINEG 4390843 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#1 59493
SINRF2 #2 9492 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#3 59491
SiPXR 516910 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#1 5195791
SiITGR5 #2 s45559 Thermo Fisher Scientific 30 nM
#3 s45558
siVDR s14777 Thermo Fisher Scientific 30 nM
tBHQ 112941 Sigma-Aldrich 5,10 uM

Sejtproliferacio vizsgalat

crer

alkalmaztunk. A sejteket 96-lyuka tenyésztéedénybe (4T1-1500 sejt/lyuk) raktuk egy éjszakan
keresztiil. Ezutan a sejteket 48 oran at kezeltiik, majd triklor-ecetsavval (TCA; Sigma-Aldrich, T6399)
fixaltuk 10% végkoncentracidban 1 6ran keresztiil 4°C-on. Ezutan a lyukakat 6tszor mostuk desztillalt
vizzel és 1%-0s ecetsavban oldott 0,4%-0s (m/V) SRB festékkel festettiik a sejteket 10 percig. Ezt
kovetden a sejteket Otszor egymas utdn mostuk 1%-os ecetsavval, hogy a nem kotédott festéket
eltavolitsuk. A kotott festéket 10 mM-o0s Tris-BASE oldatban oldottuk fel. Az abszorbancia értéket
spektrofotométer (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) segitségével 540 nm

hullamhosszon rogzitettiik.

SDS-PAGE és Western blot

A fehérje izolalas folyamatat végig jégen végeztiik a fehérjék mindségének megdrzése érdekében.

A kezelések letelte utan a sejteket 1x PBS oldattal mostuk. A sejtek feltarasa hideg RIPA pufferben



(50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5% natrium-deoxikolat, 1 mM EDTA, 1
mM Na3V0O4, | mM PMSF, 1 mM NaF, proteaz inhibitor koktél) tortént, mely kozben a mintainkat a
megfeleld feltaras érdekében jégen hiitve, haromszor 10 mp-ig, 2-es fokozaton, szonikaltuk (Qsonica
Q125 Sonicator, Newtown, Connecticut, USA). A mintdk fehérje koncentraciojat PierceTM BCA
protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 23225) segitségével mértiik. A
mintakhoz ezutan 5x SDS mintapuffert (50% glicerol, 10% SDS, 310 mM Tris-HCI, pH 6.8, 100 mM
DTT, 0.01% brémfenol kék) és B-merkapto-etanolt adtunk.

10%) végeztiik el. A szeparalt mintakat ezutan nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A nitrocelluloz
membran aspecifikus kotéhelyeit 5%-0s 1x TBS-Tween pufferben oldott BSA-val blokkoltuk 1 6ran
keresztiil szobahémérsékleten. Az elsddleges antitesteket 2,5%-0s BSA (1x TBS-Tween-ben készitve)
oldatban higitottuk és a membrant ezzel inkubaltuk egy ¢jszakan keresztiil. Ezt kovetden a membrant
haromszor 10 percig mostuk 1x TBS-Tween pufferben. A peroxidazzal jelolt masodlagos antitesteket
2,5%-0s BSA (1x TBS-Tween-ben készitve) oldatban higitva, 1 dran keresztiil hagytuk a membranon.
A membranokat ezutdn haromszor 10 percig mostuk 1x TBS-Tween pufferben. Az antitestekkel jelolt
fehérje sdvokat kemilumineszcens reakcio segitségével (SuperSignal West Pico Solutions, Thermo
Fisher Scientific, 35060) tettiik lathatova. A detektalas ChemiDoc Touch Imaging géldokumentécios
rendszer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével tortént. A savok denzitometralasara Image Lab
6.1 szoftvert (Bio-Rad) hasznaltunk. A vizsgalatokhoz alkalmazott antitesteket a 3. tablazat

tartalmazza.



3. tablazat A Western blot modszerhez alkalmazott antitestek

Antitest Higitas Forgalmazo/ katalogusszam
4HNE 1: 1000 Abcam (ab46545)
ALDH1 1: 1000 Abcam (ab227948)
Q?g'xieféezr;eggft 1: 2000 Sigma-Aldrich (A2044)
CAR 1: 1000 Abcam (ab186869)
CLAUDIN-1 1: 1000 Cell Signaling (13255)
E-CADHERIN 1: 1000 Cell Signaling (3195)
GPX3 1: 1000 Abcam (ab104448)
iINOS 1: 1000 Novus (NB300-605)
KEAP1 1: 1000 Cell Signaling (8047)
Nitrotirozin 1: 1000 Millipore (06-284)
Nitrotirozin 1: 1000 Thermo Fisher (A21285)
NRF2 1: 1000 Abcam (ab31163)
NRF2 1: 1000 Novus (NBP1-32822)
SLUG 1: 1000 Cell Signaling (9585)
SNAIL 1: 1000 Cell Signaling (3879)
TGR5/GPBAR1 1: 1000 Novus (NBP2-23669)
Z0-1 1: 1000 Cell Signaling (8193)
B-actin 1:20000 Sigma-Aldrich (A3854)
B-CATENIN 1: 1000 Cell Signaling (8480)
Géncsendesités

Az MCF7 sejteket 24 lyukt tenyésztéedényben (50.000 sejt/lyuk) tenyésztettiik egy éjszakéan
keresztlil. Ezutan a sejteket siRNS-el transzfektaltuk 30 nM végkoncentracioban, Lipofectamine
RNAIMAX transzfekcids reagens (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA, 13778150)
segitségével 48 oran keresztiil LCA (0,3 uM) jelenlétében. Kontrollként DMSO kezelést €és negativ
siRNS-t is alkalmaztunk.

RNS izolalas, reverz transzkripcio és RT-qPCR

Az RNS izoldlds folyamatat veégig jégen végeztik a nukleinsav mindségének megorzése
érdekében. A sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben (CAPAN-2 —10.000 sejt/lyuk, 4T1 —5.000 sejt/lyuk)
tenyésztettiik egy €jszakan keresztiil. A kezelések 48 6ran keresztiil tartottak, majd a sejtekbdl TRIzol
reagens (Invitrogen Corporation, 15596026) segitségével total RNS-t izolaltunk a gyartoi utasitdsnak
megfeleléen. Az allatkisérletek soran eltavolitott primer daganatokbdl szarmazd szévetmintakat
goly6s homogenizatorral (Qiagen Tissuelyser II; Qiagen, Mexikovaros, Mexikd) folyamatos hiités
mellet TRIzol reagensben roncsoltuk. Az RNS mintadkbol a DNS szennyezddést DNéaz kezeléssel
tavolitottuk el (Sigma-Aldrich, 10104159001). A mintdk koncentracidjat és mindségét NanoDrop1000
késziilékkel (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) allapitottuk meg. Reverz



transzkripcio soran High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA, 4368814) alkalmazva a gyartoi utasitasoknak megfeleléen 2 ug RNS mintat cDNS-sé
irtunk at. A qPCR reakciot 10 pl végtérfogatban végeztiik el. A reakcidelegy 0,5 uM primereket, 20
ng cDNS mintat és qPCRBIO SyGreen Lo-ROX Supermixet (PCR Biosystems Ltd., London, Egyesiilt
Kiralysag, PB20.11-01) tartalmazott. A valds idejii kvantitativ PCR-t LightCycler 480 II késziiléken
(Roche Applied Science, Bazel, Svajc) mértiik. Normalizalasra a 36B4 ¢és cyclophilin haztartasi gének
Cp értékeinek mértani kdzépértékébdl szamolt normalizald faktort alkalmaztuk. A vizsgélt gének

2-AACP

relativ expresszidjat a mintakban modszer segitségével hataroztuk meg. A valos ideji

kvantitativ PCR-hoz alkalmazott primerek szekvenciait a 4. tdblazat tartalmazza.



4, tablazat A valos idejl kvantitativ PCR-hoz alkalmazott primerek szekvenciai

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
iINOS GAAGTGCAAAGTCTCAGACATGG | GATTCTGGAACATTCTGTGCTGTC
NOX4 GCAGATTTACTCTGTGTGTTGCAT TCCCATCTGTTTGACTGAGGT
NQO1 AGCGTTCGGTATTACGATCC AGTACAATCAGGGCTCTTCTCG
NRF2 CATCAGGCCCAGTCCCTCAAT CAGCGGTAGTATACAGCCAGCT
SOD1 CCATCAGTATGGGGACAATACA GGTCTCCAACATGCCTCTCT
SOD2 TGCTCTAATCAGGACCCATTG GTAGTAAGCGTGCTCCCACAC
SOD3 CTCTTGGGAGAGCCTGACA GCCAGTAGCAAGCCGTAGAA
Human primerek
Gén neve Forward primer (5'-3") Reverz primer (5'-3")
CCATTG AAATCCTGA GTG GTC GAA CAC CTG CTG GAT GAC
3684 ATGTG
CYCLOPH| GTCTCCTTTGAGCTGTTT GCA CTT GCC ACC AGT GCC ATT ATG
ILIN GAC
SNAIL GCT GCA GGACTCTAATCC AGA ATC TCC GGA GGT GGG ATG
ACG TAC AGC AAT GAA CAC GGC GAT AGT GGG TAATAC GG
TCF7L2 TTCAC
GGG CCG GAG ACC TAG ATG TTT CCAAGA AAATCTTTG
TWIST1 GCATA
WNT5B CGG GAG CGA GAG AAGAACT CGT CTG CCATCT TAT ACA CAGC
B- TGT TAAATT CTT GGC TAT CCA CCACTA GCC AGT ATG ATGA
CATENIN TACGACA

Sejtinvazio vizsgalata

A sejtinvazids vizsgalatokat 8 pm vastagsag PET membrannal ellatott, Corning BioCoat
Matrigel Invazios Kamra (Corning, NY, USA 354480, 354481) alkalmazasaval végeztiik el. A fels6
kamraban a CAPAN-2 sejteket (20.000 sejt/lyuk) egy éjszakan keresztiil szérummentes médiumban
tenyésztettiik. Masnap a sejteket a fels6 kamraban DCA-val (0,7 uM) kezeltik szérummentes
médiumban, mig az als6 kamrdkba 10% FBS-t, DCA-t (0,7 uM) és sztrémasejt eredetli faktor-1
(SDF1-0) kemoattraktanst (végkoncentracio: 100 ng/ml, Sigma-Aldrich; SRP4388) tartalmazo
médiumot raktunk. 48 6ra eltelte utan a membran felsd részén maradt, nem migralt sejteket vattaval és
tObbszori PBS-es mosassal eltavolitottuk. A membran alsé részére atjutott sejteket 100%-0s metanollal
fixaltuk. Szaritas utan a sejtmagokat 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) festékkel festettiik és a

membrant targylemezre helyeztiik. A migralt sejtek magjait Opera Phoenix High Content Screening



System segitségével szamoltuk, a képek elemzése pedig Harmony 4.6 szoftver segitségével tortént. A
matrigélt tartalmazo membranon keresztiil atjut6 sejtek és a kontroll membranon keresztiil atjuté sejtek
aranyabol invazios indexet szamoltunk az alabbiak szerint:
e Invazié6 % = (a matrigél tartalmu membranon keresztiil atjutd sejtek atlaga / a kontroll
membranon keresztiil atjuté sejtek atlaga) *100

e Invazios index = Invazio % kezelt sejtek / Invazid % kontroll (kezeletlen) sejtek

Lipidperoxidacio vizsgalata

Az emelkedett oxidativ- €s nitrozativ stressz hatasara felhalmozodott reaktiv gyokok (ROS/ RNI)
a sejtekben talalhato tobbszorosen telitetlen lipidek peroxidaciojat indukaljak, ami reaktiv elektrofil
aldehidek kialakulasat eredményezi, mint a 4-hidroxinonenal (4HNE) vagy a malondialdehid (MDA).
Ezek a reaktiv molekuldk stabil kovalens kotések kialakitasara képesek a fehérjék lizin, cisztein és
hisztidin oldallancaival és ezéltal j6 biomarkerként szolgédlnak a sejtekben zajlo oxidativ folyamatok
kimutataséara. Vizsgalataink sordn a lipidperoxidacidé mértékét a 4HNE-fehérje adduktumok Western
blot analizisével és a tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) szintjének a vizsgélataval hataroztuk
meg. Az MDA tiobarbitursavval (TBA) reagalva szines reakcidterméket eredményez, mellyel jol
vizsgalhatd a lipidperoxidiacid6 mértéke. A TBARS vizsgdlathoz a 4T1 sejteket T150-es
tenyésztdflaskaban ndvesztettiik egy éjszakan keresztiil. A 48 dras kezelések letelte utan a sejteket 1x
PBS-el mostuk és Eppendorf csdvekbe gytlijtottiik. Centrifugalas utan a sejtpellethez 8,1% SDS-t, 20%
ecetsavat, 0,8% TBA-t (Sigma-Aldrich, T5500) és desztillalt vizet adtunk, majd 1 6ran keresztiil 96°C-
on inkubaltuk. Centrifugdlas utan a feliilisz6 abszorbancidjat spektrofotométer (Thermo Labsystems

Multiskan MS) segitségével, 540 nm hullamhosszon mértiik.

Aldehid-dehidrogenaz pozitivitas vizsgalat

Az aldehid-dehidrogenaz-1 (ALDHI1) pozitiv sejtek mennyiségének a mérését a kezelések
hatasara Aldefluor dssejt kit (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada, 01700) segitségével
veégeztiik. A CAPAN-2 sejteket 6 lyuku tenyésztdedényben (100.000 sejt/lyuk) egy éjszakan keresztiil
tenyésztettiik. Ezutan 48 6ran keresztiil DCA-val (0,7 uM) kezeltiik. A kezelés letelte utan a sejteket
0,5 ml ALDH1 szubsztrat tartalmu (5 pl/ml) Aldefluor assay pufferben 45 percig 37 °C-on inkubaltuk.
A negativ kontrollként alkalmazott sejteket az ALDHI inhibitoraként ismert dietil-amino
benzaldehiddel (DEAB; 50 mmol/l) kezeltiik. A mintdkban 1évé ALDHI pozitiv sejtek aranyat
aramlasi citométer segitségével hatdroztuk meg. A kapott eredményeket Flowing Software 2.5.1

programmal elemeztiik.



Mitokondrialis oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodasi rata meghatarozasa

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

méréséhez SRB festést alkalmaztunk az elézdekben leirtak szerint.

Allatkisérletek

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga altal elfogadott és
regisztralt engedély alapjan (engedélyszam: 1/2015/DEMAB) végeztiik. A 3R elvének megfelelden
korabbi kisérleteinkbdl szarmazo6 primer daganatokbol izolaltunk total RNS-t. A kisérlet soran 4T1
emldtumorsejteket ndstény Balb/c egerekbe oltottunk és vizsgaltuk az LCA hatasat a kialakult tumor
novekedésére és viselkedésére. Az egereket a Debreceni Egyetem Elettudomanyi Kozpont Kisérleti
Allathaz ,,SPF” (specifikus korokozomentes) mindsitésii részlegén szaporitottdk. Kezeléseinket
ugyanezen allathdz ,MD” (minimal disease) részlegén végeztilk. Az egereket a szabalyozasoknak
megfeleld, standard méretli ketrecekben (65 x 207 x 140 mm, teriilete 530 cm2; Techniplast, 1284 L
Eurostandard Type II. L) helyeztiik el Lignocel Select Fine (J. Rettenmaier und Sohne) alom
hasznalataval. Egy ketrecben legfeljebb hat allat tartézkodott. Az egerek korlatlan hozzaféréssel
rendelkeztek ¢€lelemhez és ivovizhez (sterilizalt csapviz). A vilagos €s sotét ciklusok 12 ordnként
valtottak egymast. Az allathdz hémérséklete 22 + 1 °C volt. Az allatok hetente kaptak tiszta ketrecet
¢és almot. Minden 4llat az iranyelveknek megfelel6 huméanus banasmodban részesiilt, gondozasukat
allatorvosi feliigyelet mellett, szakképzett személyzet végezte el. Ehhez a tanulméanyhoz 6sszesen 10
allatot hasznaltunk fel. A kisérleteinkhez 8-10 hetes (20-25 g) néstény Balb/c egereket hasznaltunk.

A xenograftok kialakitdsahoz a 4T1 sejteket hideg PBS-ben szuszpendaltuk (2 x 106/ ml) majd a
sejtszuszpenziobol és hideg matrigel-bdl (Sigma-Aldrich; E1270) 1:1 aranya szuszpenziot
készitettlink. Az egerek ebbdl a szuszpenziobdl injekcids tiivel a masodik inguinalis emlébimbojuk ala

kaptak 50 pl térfogati injekciot (105 sejt/oltasi hely). Az egerek allapotat és a tumorok névekedési



iitemét naponta ellendriztiik. A kezeléshez hasznalt LCA-t 96%-os etanolban 7,5 mM koncentracioban
-20°C-on taroltuk. A kezeléshez hasznalt mennyiséget és a kontroll mintaként alkalmazott
vehikulumot minden nap 1x PBS-ben higitottuk a megfelel6 koncentraciora (200 ul/ 30 ttg). Az egerek
minden nap 8:00 és 10:00 6ra kozott ,,per 0s” kaptak a kezeléseket. Az oltast kovetd 18. napon az

crer

valamint az esetleges attéteket.

Teljes antioxidans képesség meghatarozasa

A teljes antioxidans képesség meghatarozasanak egyik modszere a 2,2’-azinobis-3-etil-
benzothiazolin-6-szulfonat (ABTS) vegyiilet oxidacidjan alapul. Az ABTS-bdl kalium-perszulfattal
eléallitott zold szinli ABTS-kation gydk a mintaban 1év6 antioxidansokkal reagalva elszintelenedik.
Az celszintelenedés mértéke egyenesen aranyos az elreagalt gyokok mennyiségével és igy
megallapithatd a minta antioxidans tartalma. Az ABTS gyokok generalasahoz a vizsgalatot megel6z6
este az ABTS-oldathoz (7,4 mM) 10% kalium-perszulfat oldatot (24,5 mM) adtunk. A kisérlet el6tt az
ABTS-oldat abszorbancigjat 50 mM-os, pH=4,5 Gly-HCI oldattal 1,2-re allitottuk be. Az ABTS-
oldatbdl 50 pl-t adtunk 5 pl vizsgaland6é mintdhoz. Az elegyet ezutan 30 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk. A mintdk abszorbancidjat Tecan Spark multi-label reader segitségével 405 nm
hullamhosszon rogzitettilk. Az antioxidans aktivitast a kontroll mintak szdzalé¢kiban fejeztiik ki.

Pozitiv kontrollként aszkorbinsav-koncentraciosorozatot alkalmaztunk.

Szoveti mikroarray és immunhisztokémia

A tumorszdveten beliil megfigyelhetd 4HNE, iNOS és TGRS expresszid vizsgalatdhoz szoveti
mikroarrayt (tissue microarray, TMA) végeztiink 88 emlddaganatos beteg archivalt szovetblokkjanak
a felhasznalasaval, melyeken immunhisztokémiai vizsgéalatok torténtek. Az emlédaganatos szovetek
sebészeti eltavolitasukat kovetden formalinnal lettek fixalva és paraffinba lettek agyazva. A
vizsgalathoz ezek a szoveti mikroblokkok lettek felhasznalva. A vizsgalathoz szoveti blokkonként
harom technikai parhuzamos késziilt. Az immunhisztokémidhoz a Leica Bond Max™ protokolljat
hasznaltuk. Az immunhisztokémidhoz alkalmazott antitesteket és koriilményeket az 5. tablazat foglalja
Ossze. A metszetek immunhisztokémiai festés utan ,,H-score” pontrendszer alkalmazéasaval lettek

pontozva, amely figyelembe veszi a festddés intenzitdsat és szazalékos ardnyat.



5. tablazat Az immunhisztokémiahoz alkalmazott antitestek

Antitest Forgalmazo Antigén feltaras Higitas Detektalasi mod
Thermo Fisher \lﬁeLn_It_eglz /BR%Z%ZMCZrIII( UltraView Universal
iNOS Scientific (PA5- o 1:100 DAB Detection
16855) Conditioning 1 (CC1) Kit/Roche
20 perc, 95°C
Ventana BenchMark . .
UltraView Universal
AHNE | Abcam (ab46545) ULTRA/Roche Cell 1:1000 DAB Detection
Conditioning 1 (CC1) Kit/Roche
20 perc, 95°C
) EnVision Flex
TGRS (G('EI'(;?f(;-OEO);@ pressure cooker (AUl | 1:1000 | (8000, Dako, Santa
P P Clara, CA, USA)

In silico vizsgalatok

rrrrr

KEAPI, iNOS, nNOS(a), nNOS(b), NOX4) kifejez6dése kdzotti sszefiiggést a Kaplan-Meier plotter

adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) felhasznéalasaval elemeztiik.

Statisztikai analizis

Minden kisérletet legalabb harom fiiggetlen alkalommal végeztiink el. Az adatok statisztikai
értékeléséhez GraphPad Prism 8.0.1 programot hasznaltunk. A normal eloszlas elérése érdekében a
fold change adatokat log2 transzformaltuk. Két csoport Gsszehasonlitasahoz Student-féle t-probat
hasznaltunk. A tobb csoport dsszehasonlitasa esetén egyutas ANOVA statisztikai tesztet hasznaltunk,
melyeket Tukey-féle poszthoc teszt vagy Dunnett posthoc teszt kdvetett. Az adatok az atlag + SEM
értekeket jelzik. A statisztikai analiziseink sordn a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikans
kiilonbségnek. A korrelacidos vizsgalatokat Pearson-korrelacidos tesztel és linearis regresszid
segitségével végeztiik. Analizis eldtt a mitotikus indexet log2 transzformaltuk. A szamitasok R projekt

(3.5.2 verzid) segitségével torténtek.



Eredmények
A litokolsav hatasa emléodaganatban
A litokolsav antiproliferativ hatasa az NRF2 gatlasan keresztiil valosul meg

Kisérleteinkben el6szor azt vizsgaltuk meg, hogy az LCA befolyasolja-e az NRF2/ KEAP1
antioxidans utvonal kulcsfontossagu elemeinek expresszidjat. A kisérleteinkben alkalmazott LCA
koncentraciok megfeleltek az emberi emlészdvetben mért normal human LCA koncentracionak (0,1—
1 uM). Kimutattuk, hogy a 4T1 egér emlddaganat sejtekben az LCA kezelés csokkentette az NRF2
fehérje szintjét, ezzel parhuzamosan pedig emelte az NRF2-t gatlo KEAP1 fehérje kifejezOdését.

crer

crer

Kivancsiak voltunk arra, hogy az LCA proliferaciot gatlo hatdsa visszafordithato-e az NRF2
farmakologiai aktivalasaval. A 4T1 sejteket LCA-val és egy NRF2 aktivatorral, az RA839-el
kombinaltan kezeltiik, és azt talaltuk, hogy az NRF2 aktivacidja megsziintette az LCA antiproliferativ
hatasat. Az RA839 hatékonysagat az NRF2 célgének mRNS expressziojanak a mérésével ellendriztiik.
Az RAB39 kezelés emelte a NAD(P)H kinon-dehidrogenaz 1 (NQOI), a glutamat-cisztein ligdz
katalitikus alegység (GCLC), a kataldz (CAT) és a hemoxigendz 1 (HMOXI1) gének mRNS

expressziojat.

A litokolsav az NRF2 gatlasan keresztiil oxidativ stresszt indukal, mely citosztazishoz vezet

Az antioxidansok és a prooxidansok vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy egy masik antioxidans,
a glutation peroxidaz 3 (GPX3) fehérje szintje is csokkent, mig a prooxidans NADPH oxidaz 4
(NOX4) mRNS expresszidja, valamint az indukéalhato6 nitrogén-monoxid szintdz (iNOS) fehérje szintje
emelkedett az LCA kezelés hatasara. Ezenkiviil az LCA fokozta a lipidperoxidaciot a 4T1 sejtekben,
amit a tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) és 4HNE-adduktumok emelkedett szintje jelzett.
Tovabba kimutattuk, hogy az LCA-val kezelt 4T1 sejtekben megemelkedik a nitrotirozin szintje, ami
fokozott nitrozativ stresszre utal.
Kivancsiak voltunk arra, hogy az LCA okozta oxidativ-nitrozativ stressz NRF2 fliggé modon valosul-
e meg. Kimutattuk, hogy az NRF2 farmakologiai aktivacioja megakadalyozta mind a TBARS, a
4HNE, valamint az iNOS fehérje szintjének ndvekedését LCA-val kombinalt kezelésben.
A 4T1 sejteket LCA jelenlétében tiol-antioxidansokkal kezeltiik, hogy megtudjuk, az LCA-indukalta
oxidativ stressz szerepet jatszik-e az LCA antiproliferativ hatasdnak kialakitasdban. Azt tapasztaltuk,

hogy mind a glutation (GSH) és az N-acetil-cisztein (NAC) gatoltak az LCA altal kivaltott



antiproliferativ hatast. Tovabba kimutattuk azt is, hogy az LCA-nak 6nmagaban nincs gyokfogo hatasa
a vizsgalatunkban hasznalt koncentracioban (0,1-1 uM), illetve magasabb koncentraciéban (300 pM-
ig) sem, ahol az aszkorbinsav antioxidansként hatott. Eredményeinket MCF7 ¢és SKBR-3 human
emlékarcindma sejtekben is igazoltuk. Megfigyeltiik, hogy a nem transzformalt, human fibroblaszt
sejtekben az LCA nem fejt ki hatast, ami azt mutatja, hogy az LCA hatasai emlédaganatra specifikusak.
Ezen eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az LCA az NRF2 gatlasan keresztiil képes fokozni az

oxidativ-nitrozativ stressz folyamatokat, amely citosztazist idéz el6 az emlétumor sejtekben.

A litokolsav okozta oxidativ stresszt a TGRS és CAR receptorok kozvetitik

A kovetkezOkben azonositani szerettiik volna azokat a receptorokat, melyeken keresztiil az LCA
képes kifejteni hatasait. A receptorok gatlasara farmakologiai szereket, valamint siRNS-deplécids
kisérleteket alkalmaztuk LCA-val kombinalt kezelésekben. Eredményeink azt mutattak, hogy az LCA-
indukalta NRF2 fehérje szint csokkenést a TGRS ttvonalat gatlo NF449 és a CAR-t gatlo CINPAL
gatloszerek megakadalyoztdk, mig a LXR-t gatlo GSK2033 és a FXR-t gatlo DY268 inhibitorok
hatastalanok voltak.

Annak érdekében, hogy egy atfogdbb képet kapjunk a TGRS, CAR, VDR ¢és PXR receptorokat siRNS
technikdval csendesitettik MCF7 huméan eml6tumor sejtvonalban. A farmakologiai szerekhez
hasonléan a TGRS és CAR receptorok csendesitése hatékonyan blokkolta az LCA altal indukalt NRF2
fehérje szint csokkenését, valamint mind a TGRS, mind a CAR receptor csendesitése tompitotta az
LCA- okozta emelkedett iNOS fehérje kifejezodést. Ezen eredmények az mutatjak, hogy az LCA a
TGRS és a CAR receptorokon keresztiil fejti ki az oxidativ stresszre gyakorolt hatasait az emlddaganat

sejtekben.

Az LCA gatolta az antioxidans védelmet az emlédaganat egérmodelljében

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk meg, hogy az LCA befolyasolja-e¢ a tumorok redox allapotat in
vivo kornyezetben. 4T1 egér eml6tumor sejtekkel oltott Balb/c ndstény egereket oralisan kezeltiink
naponta 15 nmol LCA-val, majd a vizsgalat végén az egereket felaldoztuk és a tumorokat begyijtottiik.
A kontroll és LCA kezelt egerekb6l szarmazd tumorokban az anti- és pro-oxidans gének mRNS
expressziojat mértiik meg. Az LCA szignifikdnsan csokkentette az antioxidans NRF2, CAT, HMOXI1,
SOD1 és SOD2 gének mRNS szintjét. Tovabba, az LCA-val kezelt egerekben a prooxidans iNOS és
NOX4 expresszioja emelkedett, viszont ez az emelkedés nem volt szignifikans. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az LCA képes befolyasolni a daganatsejtek redox egyensulyat in vivo is, ami

kedvez0 hatassal lehet a betegség kimenetelére.



A litokélsav altal kivaltott daganatellenes utvonal elemei korrelaciot mutattak a betegség

stadiumaval, gradusaval és a receptor statusszal

Szoveti mikroarray (TMA) segitségével vizsgaltuk az LCA-indukalt oxidativ/nitrozativ stressz
markereinek expresszidjat 88 emlérakos beteg tumormintajaban, valamint in silico vizsgaltuk az LCA-
TGRS utvonalban szerepld gének expresszidjanak a hatasat a betegek talélési idejére. Vizsgalataink
soran azt talaltuk, hogy az iNOS ¢és a 4HNE szintje csokkent a II. és III. stadiumu betegekben az I.
stadiumu betegekhez képest, €s tovabb csokkent a I'V. stadiumu betegeknél.

Ezutan a betegeket a betegség patoldgiai gradusa alapjan vald osztalyozasa soran megfigyeltiik, hogy
a 4HNE expresszioja szignifikdnsan csokkent az 2-es és 3-as gradusu betegekben az 1-es gradust
betegekhez képest. Ezzel 6sszhangban a KEAP1 magas expresszioja a 2-es gradusu betegek jobb
tulélésével, mig a CAR magas expresszidja a 3-as gradusu betegek jobb tulélésével korrelalt.

A betegek immunhisztokémiai besorolasa alapjan azt talaltuk, hogy a TGRS, iNOS és a 4HNE
expresszidja csokkent a TNBC esetekben az ER+ esetekhez képest. Ezzel 6sszhangban in silico
vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a CAR, KEAPI1, iNOS, nNOS, NOX4 magas expresszioja ¢és
az NRF2 alacsony expresszioja a betegek jobb tuléléssel jart egylitt, abban az esetben amikor az 6sszes
beteget vagy az ER+ pozitiv eseteket vettiik figyelembe. A TNBC esetekre ez nem volt igaz.

Végiil a betegeket a sejtosztodasi index (mitosis score) alapjan is osztalyoztuk. A szdveti oxidativ
karosodas direkt indikatoranak, a 4HNE-nek a festddése a sejtosztodasi index novekedésével csokkent,
valamint a 4HNE festédés erés negativ korrelaciot mutatott a mitotikus indexszel. Osszeségében
elmondhat6, hogy az LCA-TGR5-oxidativ stressz utvonal elemeinek overexpresszidja jobb tulélést
biztositott az emlddaganatos betegek esetében. Az LCA-TGRb5-oxidativ stressz utvonal protektiv
funkcidval birhat az emlédaganatban, ezen Utvonal génjeinek elvesztése rossz klinikai prognozissal

tarsul.

A dezoxikolsav hatasa hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekre

A dezoxikolsav csokkenti az EMT folyamatban szerepet jatszo gének expresszigjat és a sejtek
invazios képességét

A DCA hatasainak a vizsgalata soran eldszor az EMT folyamatban szerepet jatszé epitelialis €s
mezenchimalis markergének mRNS ¢és fehérje szintli kifejez0dését vizsgaltuk meg a DCA kezelés
hatasara. A DCA kezelés csokkentette a mezenchimalis gének, TCF7L2, WNTS5B, B-CATENIN,
TWIST1 és SNAIL mRNS expressziojat. A DCA hatésara szignifikdnsan csokkent a SLUG fehérje

szintje a BXPC-3 human hasnyalmirigy adenokarcindma sejtvonalban. Az epitelialis markerek



vizsgélata soran az talaltuk, hogy a DCA kezelés szignifikdnsan emelte a ZO1 és E-CADHERIN
fehérje szintjét a BxPC-3 sejtekben, tovabba a CLAUDIN-1 epitelialis adhéziés fehérje, amelynek
expresszios csokkenése jobb tuléléssel parosul, csokkent expressziot mutatott DCA kezelés hatdsara
CAPAN-2 sejtekben.

DCA kezelés szignifikansan csokkentette a CAPAN-2 sejtek invazios képességét a kontroll mintdhoz
képest. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DCA gatolhatja az EMT folyamatat a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben az EMT folyamatban kulcsfontossag gének expresszidjanak ¢és a sejtek

invazids képességének a csokkentésén keresztiil.

A dezoxikolsav oxidativ-nitrozativ stresszt indukal a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben

A sejtek redox allapotanak tanulmanyozasahoz az oxidativ-nitrozativ stressz markereinek
kifejezodését kovettiik nyomon. A nitrogén-monoxid termelésért felelés iNOS fehérje szintje
emelkedett a CAPAN-2 és BxPC-3 sejtekben a DCA kezelést kovetden. Emellett a DCA kezelés
hatasara emelkedett nitrotirozin, valamint 4HNE szintet figyeltiink meg. Ezen eredmények alapjan ugy
gondoljuk, hogy a DCA fokozza az oxidativ és nitrozativ stressz szintjét a hasnyalmirigy

daganatokban, amelyet emelkedett lipidperoxidacio jelez.

A dezoxikoélsav emeli a mitokondrialis aktivitast a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben

Seahorse analizis soran egyidejlileg megtudtuk hatarozni a mitokondrialis oxidéacio és glikolizis
mértékét a CAPAN-2 sejtekben. Kimutattuk, hogy a DCA kezelés egyidejileg fokozta a
mitokondrialis oxidacido (OCR) és a glikolizis (ECAR) mértékét. Ezzel egyidejliileg az OCR/ECAR

arany nem valtozott, ami arra utal, hogy a sejtek a DCA kezelést kovetden hipermetabolikussa valnak.

A dezoxikolsav csokkenti az dssejtszeriiséget

Az ALDHI1 egy 0ssejt marker szamos daganatban, beleértve a hasnyalmirigy adenokarcinomat is.
DCA kezelést kovetden Aldefluor assay segitségével megmértiik az ALDH1 aktivitasat €s azt talaltuk,
hogy a DCA szignifikansan csokkentette az ALDHI1 pozitiv CAPAN-2 sejtek szamat. Tovabba,
kimutattuk, hogy a DCA csokkenti az ALDHI1 fehérje szintjét is a sejtekben. Ezek az eredmények arra

utalnak, hogy a DCA csokkentheti a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtek dssejtszertiségeét.



Megbeszélés

Ma mar nagy mennyiségli adattal rendelkeziink, arrol, hogy a mikrobiom diszbidzisa soran
jelentkezd koéros folyamatok kapcsolatban dallnak a tumoros korképek kialakuldsaval és a
tumorprogressziéval. A mikrobiom kozvetlen immunogén hatdsa mellett szamos daganatos
megbetegedés esetében, koztlik az emld- és hasnyalmirigy adenokarcindmaban is leirtak a mikrobiom
endokrinszerti funkcidjanak a jelentdségét. A gasztrointesztinalis régioban elhelyezkedd mikrobiom
az anyagcseréje soran mikrobialis metabolitotokat allit eld, amelyek képesek befolyasolni az eml6- és
hasnyalmirigy daganatsejtekre jellemz6 tulajdonsagokat. Szamos metabolitot azonositottak, amelyek
képesek pro- vagy antikarcinogén hatasok kifejtésével befolydsolni a tumorsejtek tulajdonsagait.
Emlddaganatok esetében tobb tanulméany kimutatta, hogy az LCA, a kadaverin, az indoxil szulfat, és
az indolpropdnsav, mint bakteridlis metabolitok képesek voltak antineoplasztikus hatasok
indukalasara. Emellett a hasnyalmirigy adenokarcinoma ¢s a mikrobialis metabolitok kapcsolatat célzo
vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a mikrobiom anyagcseréje soran képzddé masodlagos epesavak,
mint az LCA, DCA, valamint az UDCA citosztatikus hatdsuak voltak a hasnyalmirigy
adenokarcinoméban. Ezen megfigyelések alapjan a mikrobiom diverzitdsanak a megvaltozasa

kapcsolatban allhat az eml6- és hasnyalmirigy daganatok kialakuldsaval és progresszidjaval.

A litokdélsav szerepe emlédaganatokban

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy az LCA é&ltal indukélt oxidativ stressz az NRF2
expressziojanak a csokkenésén, valamint kiilonb6zd prooxidans fehérjék expresszigjanak a
fokozodasan keresztiil valosul meg. Mas szoval, az LCA altal kivaltott oxidativ és nitrozativ stressz
novekedése a prooxidans és antioxidans rendszerek kozotti egyensuly eltolodasabol fakad. A ROS és
lassitasdban. Az emlddaganatokban mar leirtdk, hogy az oxidativ stressz altal medialt Gitvonalakon
keresztiil képes az LCA gatolni az EMT folyamatat, valamint befolydsolni a daganatsejtek
metabolizmusat.

Sajat kisérleteinkben igazoltuk, hogy az LCA-okozta emelkedett oxidativ stressz vezet az
emlddaganatsejtek novekedésének gatlasahoz, viszont nem tudtuk igazolni azt, hogy az emelkedett
oxidativ stressz EMT gatlasahoz és a metabolikus folyamatok atrendezddéséhez vezet. Ennek egyik
lehetséges oka, hogy az altalunk hasznalt modellben a szabadgyokok mennyiségének a novekedése
elmaradt az emlitett tanulméanyban leirtakhoz képest. Kimutattuk, hogy az LCA altal kivaltott oxidativ

stressz valaszokat a TGRS és a CAR receptorok kozvetitik az emlédaganatban.



Az oxidativ stressz szerepe az emldrakban Osszetett, mivel a tartés fokozott oxidativ stressz
prokarcinogén, mig a mérsékelt oxidativ stressz citosztatikus hatast fejt ki. Vizsgalatunkban az
oxidativ stressz markerek és a prooxidans gének magasabb expresszidja alacsony stadiumu, alacsony
gradusu, valamint a nem TNBC esetekkel voltak tarsithatéak. Ugyanakkor a késébbi stadiumba,
magasabb gradusba sorolt, illetve a TNBC esetekben a prooxidans gének és az oxidativ stressz
markerek kifejezodése csokkenést mutatott. Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy az LCA-
TGR5-oxidativ stressz utvonal protektiv funkcidval bir az emlédaganatban, ezen tvonal génjeinek
elvesztése rossz klinikai prognoézissal tarsul. Ezzel a megfigyeléssel megegyezden a fokozott CAR
expresszio jobb tuléléssel parosult, ami a TNBC esetekben nem jelentkezett. Eredményeink
alatdmasztjak az oxidativ stressz jotékony, citosztatikus hatasat. Sajat eredményeink jol korrelalnak
egy masik vizsgalat eredményével, ami megallapitotta, hogy a DNS-karosodds és az ennek
eredményeként felhalmozodé mutaciok miatt fokozo6do oxidativ stressz az emlérak kialakulasanak
kockazati tényezdjét jelenti, addig a fokozott lipidperoxidacié hosszabb tuléléssel korrelal.
Emldédaganatos betegek esetében az NRF2 magas expresszidja kedvezdtlen prognosztikai tényezd a
daganat kitijuldsanak és a betegségmentes tulélésnek a tekintetében. Az NRF2 és a KEAP1 génekben
vannak olyan nukleotid polimorfizmusok, amelyek befolyasolhatjdk a fehérje expresszidjat. A
magasabb NRF2 vagy alacsonyabb KEAPI expresszioval jar6 polimorfizmusok rosszabb klinikai
kimenetellel jarnak egyiitt, tovabba az alacsony NRF2 expresszids szint bizonyitottan erdsiti a
kemoterapids szerek hatékonysagat.

Az altalunk elemzett adatokbol kideriil, hogy az 6sztrogén és HER2 4ltali jelatvitel befolyasolja
az LCA altal indukalt Gtvonalak aktivitasat. Az ER+/HER2, valamint HER 2 esetekben magasabb
TGRS, iNOS ¢és 4HNE expresszios szintet figyeltiink meg a TNBC esetekhez képest. Ez a tendencia
hasonl6 a kadaverin receptoraként azonositott trace-amin kapcsolt receptorok (TAAR) soran tett
megallapitasokhoz. Bar az ER+/HER?2 tipust daganatokban nem sikeriilt tisztdzni az LCA fokozott
hatékonysaganak molekularis mechanizmusat, mas tanulmanyok aldtdmasztottdk a HER?2 jelatviteli
utvonal fontossagat, példaul annak a ténynek a megéllapitasaval, hogy a HER2 jelatvitel indukalja az
INOS expressziot és csokkenti a sejtproliferaciot.

A gasztrointesztinalis mikrobiom diverzitasa és ezzel parhuzamosan a citosztatikus hatasu LCA
szérumban mért szintje is csokkenést mutat emlddaganatos megbetegedések esetében. Az LCA
alacsony szérum koncentracidja jol korreldl a daganatos sejtek magasabb proliferacios ratajaval.
Emellett kimutattuk, hogy az elsddleges epesavak, mint a CA ¢és CDCA kevésbé hatékonyan
indukaltak citosztazist emlddaganatban, mint az LCA. A fenti adatok alapjan elmondhato, hogy a
mikrobiom biomasszajanak a cs6kkenése az LCA mennyiségének a csokkenését vonja maga utan, igy

csokkentve az LCA 4ltal kifejtett citosztatikus folyamatok hatékonyséagat.



Korabbi tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az LCA a TGRS receptoron keresztiil csokkenti az
emlddaganatsejtek agresszivitasat. Jelen vizsgalataink soran megéallapitottuk, hogy az LCA egészséges
egyénekben a TGRS fizioldgias ligandja, valamint azt, hogy emlddaganatos betegek esetében a TGRS
expresszioja és aktivacidja protektiv tényezd lehet. Emellett az LCA hatasait kdzvetitd alternativ
receptorként azonositottuk a CAR receptort. A TGRS magas expresszios szintjéhez hasonléan a CAR
emelkedett expresszidja is kedvezobb talélési esélyekkel tarsult.

Jelen eredményeink alapjan sikeriilt kimutatunk, hogy a mikrobiom metabolitja, az LCA
masodlagos epesav oxidativ €s nitrozativ stresszt indukal a pro- €s antioxidans rendszerek kozotti
egyensuly megbomléasaval az emlddaganatos betegekben. Az LCA hormonszerii hatasok kifejtésére
képes, mivel a termelddési helyétdl tavol esé emlddaganatok tulajdonsagait képes befolyasolni.
Megallapitottuk, hogy az LCA-TGRS jelatviteli utvonal résztvevdinek alacsonyabb expresszidja €s
aktivitasa az emldrak rosszabb klinikai kimenetelével tarsul. Ezen eredmények alapjan a TGR5/CAR
jelatviteli ut, valamint oxidativ stressz célzott kezelése 1) lehetdséget teremthet az emlédaganatok

gyogyitasaban.

A dezoxikolsav szerepe hasnyalmirigy daganatokban

Disszertaciom masodik részében arra kerestiik a valaszt, hogy a DCA szérum referencia
koncentracioban alkalmazva (0,7 pM), hogyan képes befolydsolni a tumorsejtekre jellemzo
tulajdonsdgokat human hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy
a DCA kezelés gatolja az EMT folyamatait, csokkenti a daganatsejtek Ossejtszeriiségét, fokozza az
oxidativ és nitrozativ stressz szintjét, valamint a daganatsejteket hipermetabolikussa teszi a human
hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben. Ezek a hatasok egyarant magukba foglalnak pro- és
antikarcinogén hatdsokat is. A daganatsejtekre jellemz8 Warburg-tipusi metabolikus atrendezddés
soran a daganatsejtek hipermetabolikussa valnak és még megfeleld mennyiségili oxigén jelenlétében is
a glikolizis alapu energiatermelést részesitik elonyben. A DCA indukalta a mitokondrialis oxidaciot,
beleértve a sejtlégzés valamennyi elemét, mint példaul az oligomycin-érzékeny ¢€s rezisztens 1égzést,
az etomoxir-érzékeny és rezisztens 1égzést, valamint a glikolitikus fluxust. Ennek ellenére
mitokondridlis oxidacio és a glikolizis egymashoz viszonyitott aranya nem valtozott a DCA kezelés
hatdsara, ami arra utal, hogy a sejtek hipermetabolikussa valtak, de sem a mitokondrialis oxidacio, sem
pedig a glikolizis folyamata nem dominéns. A hasnyalmirigy adenokarcinomaban a megndvekedett
mitokondrialis oxidacid és a fokozott glikolitikus aktivitas dsszefliggésbe hozhatd a kemorezisztencia
kialakulasaval, valamint a daganatos sejtek tulélésével.

Tovabbi vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a DCA csokkentette a mezenchimalis morfoldgidra

jellemzd markerek kifejez8dését és ezzel parhuzamosan fokozta az epitelialis morfoldgiara jellemzd



markerek expresszios szintjét. Ezzel 0sszefiiggésben megallapitottuk, hogy az ALDH1 daganatdssejt
marker csokkent expressziot mutat DCA kezelést kovetden. Ezen eredményekbdl arra kovetkezettiink,
hogy a DCA képes gatolni az EMT folyamatait, valamint csokkenteni az &ssejtszeriiséget a
hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben.

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

Kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a DCA pro- és antineoplasztikus hatasok kivaltasara
egyarant képes. Tovabba megallapitottuk, hogy a DCA szubmikromoldaris koncentracidban is megorzi
bioldgiai aktivitasat, bar a hatasok kisebbek a korabbi vizsgalatok altal kimutatott magas mikromolaris
koncentraciok hatasaihoz képest. Az elézdekben leirtak alapjan ugy gondoljuk, hogy a mikrobiom
metabolitja a DCA képes modulalni a daganatos sejtekre jellemz6 tulajdonsidgokat és ezaltal
befolyasolhatja a hasnyalmirigy adenokarcindma progressziojat, igy teremtve lehetdséget 01 terapids

eljarasok kialakitasaban.



Osszefoglalas

Az emberi testben nagy mennyiségli mikroorganizmus talalhatd, melynek genomkészletét human
mikrobiomnak neveziink. A mikrobiom diverzitasat nagy mértékben befolyasoljak kiilonbozo kiilsé
(taplalkozas, higiénia, stressz) és belsd (életkor, genetika) tényezok. Ugyanakkor mikrobiom az
anyagcseréje soran szamos metabolitot szintetizal, amelyek hatassal lehetnek a gazdaszervezet
energiahaztartasara, valamit az immunrendszerének a mukodésére. A mikrobiom Osszetételében
bekovetkezd valtozasok dsszefliggést mutatnak szamos patologids folyamattal, koztiik a neoplasztikus
betegségek kialakulasaval.

A gasztrointesztinalis mikrobiom hatdsara kialakulé masodlagos epesavak, mint mikrobialis
metabolitok a szisztémas keringésen keresztiill képesek eljutni a szervezet tavoli pontjaira és
hormonszert hatasokkal moduldlni a tumoros sejtek tulajdonséagait. Ezéltal a masodlagos epesavak
képesek megteremteni a kapcsolatot a mikrobiom és a daganatok kozott.

A litokoélsav (LCA) masodlagos epesav hatdsait vizsgalva emlétumor sejtekben megallapitottuk,
hogy az LCA a hatasait a TGRS illetve CAR altal kozvetitett szignalizacios Gtvonalakon keresztiil
képes tumorsejteket modulald hatasainak a kdzvetitésére. Kimutattuk, hogy az LCA az NRF2 gatlasan
keresztiil fokozta az oxidativ nitrozativ stressz szintjét az emlétumor sejtekben. TMA vizsgalatok
soran megfigyeltiik, hogy az emlédaganat korai szakaszaban 1év0 betegekben fokozottabb volt az LCA
indukalt TGRS5-NRF2-oxidativ/nitrozativ stressz utvonal résztvevdinek a kifejez6dése a késdi
fazisokhoz képest, amely esetek rosszabb progndzissal tarsulnak.

A dezoxikoélsav (DCA) masodlagos epesav hatasait vizsgalva hasnyalmirigy-daganatsejtekben
megallapitottuk, hogy hogy a DCA a mezenchimalis markergének expresszidjanak a csokkentésével,
valamint az epitelidlis markergének expresszidjdnak a fokozasaval gatolta az EMT folyamatat,
valamint a DCA hatésara csokkent a daganatsejtek migracios képessége. A DCA emellett csokkentette
az ALDHI1 &ssejtmarker kifejez6dését, valamint a DCA hatasara a hasnyalmirigy-daganatsejtek
hipermetabolikussa valtak.

Eddigi megfigyeléseink sordn megallapitottuk, hogy a kiilonb6zd masodlagos epesavak
masképpen hatnak az egyes daganatokban. Az LCA antineoplasztikus hatast fejt ki az emld- és
hasnyalmirigy daganatban, de a hatas kiilonb6z6 receptorokon keresztiil valosul meg. A DCA nem hat

az emlédaganatokban, mig a hasnyalmirigy daganatban kevert hatdsat tudtunk kimutatni.
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