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1. Roviditések

4HNE 4-hidroxinonenal

5-HT szerotonin (5-hidroxi-triptamin)
AANAT aril-alkil-amin-N-acetil-transzferaz
ACC acetil-Coa-karboxilaz

AHR aril-hidrokarbon receptor

Akt protein kinaz B

ALDH aldehid-dehidrogenaz

AML akut mieloid leukémia

AMP adenozin-monofoszfat

AMPK adenozin-monofoszfat aktivalt protein kinaz
ANOVA variancia-analizis

ArAT aromas-aminosav-aminotranszferaz
AREG amfiregulin

ASMT acetil-szerotonin-metiltranszferaz
ATP adenozin-trifoszfat

BCA bikinolinil-dikarbonsav

BRCAL1/2 emlérak 1/2 gén

BSA szarvasmarha szérum albumin
CAEC karcindma-asszocialt endotél sejt
CAF karcindéma-asszocialt fibroblaszt
CAMP ciklikus adenozin-monofoszfat
CAP katabolit gén aktivator fehérje
CAT katalaz

CD csoportdetermindns fehérjék (cluster of differentiation)
Cyp2E1l citokrom P 450 2. csalad E alcsalad-1
DBD DNS-ko6t6é domén

DNS dezoxiribonukleinsav

DTT ditiotreitol

E2F1 E2F transzkripcids faktor-1
E-cadherin epitelialis cadherin

ECAR extracellularis savasodasi rata



ECM extracellularis matrix

EGF epidermalis novekedési faktor

EGFR epidermalis novekedési faktor receptor
EMT epitelialis-mezenchimalis tranzicid

ER Osztrogén receptor

ErbB/HER human epidermalis ndvekedési faktor receptor
EREG epiregulin

FBS fotalis marha szérum

FGF fibroblaszt ndvekedési faktor

Fgfbpl fibroblaszt novekedési faktor kot protein-1
FITC fluoreszcein-izotiocianat

FIDH fenil-laktat-dehidrogenaz

FN fibronektin

FOXO1 forkhead box O1 fehérje

GPX2/3 glutation-peroxidaz 2/3

GR glutation-reduktaz

GSH redukalt glutation

GSSG glutation diszulfid

H20> hidrogén-peroxid

HER?2 human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2
1A indol-3-akrilsav

IAA indol-3-ecetsav

IAAId indol-3-acetaldehid

IAld indol-3-aldehid

IAM indol-3-acetamid

IC immunsejt

IDO indolamin-2,3-dioxigenaz

IFN-y interferon-y

IL-10 interleukin-10

ILA indol-3-laktat

ILC invaziv lobularis karcindma

INOS indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz
IPA indolpropéansav/indol-3-propansav
IPYA indol-3-piruvat



IS indoxil szulfat

KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1
LBD ligand-k6t6 domén

log2FC fold change érték kettes alapt logarimusa
MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MD minimal disease

MDA malondialdehid

MET mezenchimalis—epitelidlis tranzicid
MMP matrix metalloproteinaz

MMP9 matrix metalloproteindz 9

mTOR mammalian target of rapamycin

NAC N-acetil-cisztein

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
N-cadherin neuralis cadherin

NF-xB nuklearis faktor kappa-B

NO nitrogén-monoxid

Notchl Notch transzmembran receptor-1

NRF2 eritroid nuklearis faktor 2

NST duktalis karcindma nem specialis tipus
NTyr nitrotirozin

02"~ szuperoxid anion

OCR oxigénfogyasztasi rata

OH- hidroxil gyok

ONOO- peroxinitrit

pACC foszforilalt acetil-Coa-karboxilaz
PAGE poliakrilamid gélelektroforézis
pAMPK foszforilalt adenozin-monofoszfat aktivalt protein kinaz
PBS foszfat-puffer

PCR polimeraz lancreakcio

PDGF trombocita eredetli ndvekedési faktor
PGClo/B peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma koaktivator-1a/p
Pl propidium-jodid

PI3K foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid
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PR progeszteron receptor

PS foszfatidil-szerin

PXR pregnan X-receptor

gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcio
Rb retinoblasztoma

RNI reaktiv nitrogén intermedier

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén szarmazékok

RT reverz transzkripcid

SDF-1 sztromasejt eredetii faktor-1

SDS natrium-dodecil-szulfat

SEM mintakdzép hiba (standard error of mean)
Slug snail csalad transzkripcids represszor-2
Snail snail csalad transzkripcids represszor-1
SOD3 szuperoxid-diszmutaz 3

SPF specifikus patogén mentes

SRB szulforodamin B

SULT1/2 szulfotranszferaz 1A csalad -1/2
TBA tiobarbitursav

TBARS tiobarbitursav-reaktiv termékek
TBS tris pufferelt sooldat

TCA triklor-ecetsav

TDC1 triptofan-dekarboxilaz 1

TDO triptofan-2,3-dioxigenaz

TGFo/p transzformalo novekedési faktor o/
TIL tumor infiltral6 limfocita

TMA szoveti mikroarray

TMO triptofan-monooxigenaz

Tna triptofanaz

TnaA sav indukalhat6 triptofanaz

TnaB triptofan-specifikus transzporter
tnaCAB triptofanaz operon

TNBC tripla negativ emlédaganat

TNF-a tumornekrozis-faktor-o



TP53
TPH1
TRP
Twistl
VEGF-A
Vim
WHO
Whnt
ZEB1/2
Z0-1

[3-catenin

tumor protein 53

triptofan hidroxilaz 1

triptofan

twist csalad transzkripcios faktor-1

vaszkuldris endotelialis ndvekedési faktor A

vimentin

Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organisation)
wingless jelatviteli ut

cink-ujj E-box kot6 homeobox-1/2

zonula occludens-1

catenin beta-1
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2. Bevezetés

Az emberi szervezetben, a kiilsé és belso felszineken szamos baktériumfaj él, mely
szimbidta, kommenzalis és patogén mikroorganizmusok Gsszessége a mikrobidta, kollektiv
genomjara a mikrobiom kifejezést hasznaljuk. Kiilsé és belsd tényezok egyiittesen (€letkor,
étrend, higiénia, genetikai faktorok, immunrendszer, antibiotikumok és xenobiotikumok
szedése stb.) hatdrozzdk meg a mikrobiom Osszetételét. Az emésztérendszeri mikrobiota
szabalyozd szerepe kulcsfontossagii a gazdaszervezet egészségének fenntartisaban és a
betegségek megel6zésében. Az emésztésben, a metabolizmusban, a gyulladasos
korfolyamatokban, az immunreakciéban, a bélrendszer endokrin milkddésében, a
sejtproliferacios és érési folyamatokban, az energiahaztartas szabalyozasaban, a neurologiai
jelatviteli folyamatokban, a patogén flora visszaszoritasaban, a vitaminok és enzimek
szintézisé¢ben, valamint a méregtelenitésben egyarant meghataroz6 szerepet jatszanak a

gasztrointesztinalis rendszert kolonizald mikroorganizmusok [1].

2.1. A mikrobiom szerepe tumorok indukciéjaban és miikodésében

A mikrobiota dinamikus egységet képez a gazdaszervezettel, kétirdny(l interakciokon
keresztiil befolyasolja az egészségligyi allapotot, élettani folyamatokat és patologias korképek
kialakulasat. A normalis mikroflora egyenstlyanak felboruldsa a mikrobiom osszetételének
eltolodasahoz €és milkddésének modosulasdhoz vezet. Az emésztorendszeri mikrobiom
diszbidzisat szamos korkép megjelenésével Osszefiiggésbe hoztak, igy gyulladasos- [2] és
anyagcsere [3] rendellenességekkel, kardiovaszkularis- [4] és neurodegenerativ betegségekkel
[5], tovabba bél- [6], hugyuti-, prosztata- [7] , tiid6- [8], hasnyalmirigy- [9], gége- [10], bor-
[11], méhnyak- [12] és emlédaganatos megbetegedések [13-16] kialakulasaval. Az onkologiai
korképekkel kapcsolatban all6 mikrobialis diszbidzist onkobidzisnak nevezziikk. Az
emésztOrendszeri mikrobiom egyensulyanak zavara patogén folyamatokat indukal, elésegitve
daganatos korképek progressziojat. Ennek ellenére még szamos Osszefliggés és
patomechanizmus tisztazatlan, kevés ismeret all rendelkezésre arr6l, hogy a mikrobiomban

bekdvetkezd valtozasok a karcinogenezis kivalté oka vagy kovetkezménye-e [17].

A neoplasztikus sejtekre jellemzd folyamatokat els6ként Douglas Hanahan és Robert A.
Weinberg foglalta Gssze [18], melyben a rakos sejtek korlatlan proliferacios képességét

eldsegitd biologiai valtozasokat Gsszegezték. Az onkobiom tumorok indukcidjaban betoltott
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szabalyozé szerepe sokrétli. Tobbek k6zott az onkobiozis epitelialis-mezenchimalis tranziciot
(EMT) indukal [19-21], el6segiti a tumorsejt migraciot és invaziot [19], tamogatja a tumor
vaszkularizacigjat [20], korlatozza a daganatellenes immunvalaszt [20, 22], széleskori
metabolikus valtozasokat idéz el6 [19, 20], megvaltoztatja a rakos 6ssejtek differencidlodasat
[19], valamint tartos gyulladast kivaltva DNS-karosodast és genom instabilitast okoz [23, 24],
mely mutéciok felhalmozddasan keresztiil karcinogenezishez vezet. Ezek az onkogén
folyamatok tamogatjak a tumor novekedését, a rakos sejtek beszilirddését a kornyezo szovetekbe

[19, 20], valamint metasztazisok kialakulasat [19, 20, 22, 25].

A mikrobiom diszbidzisaval asszocialt tumorok tobbsége els6sorban a mikrobakkal
direkt kapcsolatban allo szerveket érintik. Ugyanakkor t6bb tanulmany megerdsitette, hogy a
bélrendszerben keletkez6 bakteridlis metabolitok a véraram 1tjan eljutva, az emberi test tavoli
szerveiben is hatast gyakorolhatnak [26]. A révid szénlancu zsirsavak, a litokolsav és a
kadaverin citosztatikus hatasaak emlétumor sejtekre [19, 20, 26, 27]. Tovabba emlédaganatos
megbetegedésekben csokkent fajgazdagsagi mikrobiomot mutattak ki [20, 28], mely a
citosztatikus metabolitok termelésének csokkenésére utalhat. Ertekezésemben a mikrobiom
Osszetételében bekovetkezett valtozasok és az emldrdk kialakuldsa, valamint progresszidja

kozotti Osszefiiggéseket vizsgaltuk.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A human mikrobiom

Az emberi test felszinén és a testiiregekben (tobbek kozott a béron, szajban, orrban,
hiivelyben, belekben) é16 mikroorganizmusok Osszessége altal alkotott 6kologiai rendszer a
mikrobidta, mely elnevezés Joshua Lederberg Nobel-dijas, amerikai molekularis genetikus
nevéhez fiiz6dik. Az emberi mikrobiomot tobb milliard mikroorganizmus alkotja. Ezen
bakterialis kozosség diverzitdsa ¢és funkcidja meghatirozza a szervezet egészséges
anyagcseréjének kialakulasat, a homeosztatikus egyenstly felbomlasa patogén folyamatokat
indithat el. A mikrobiom egyedi Osszetételt mutat az egyes szervekben, valamint individualis
variabilitassal is jellemezhet6, ami az egyedek kozotti kiilonbségekhez vezet [29]. Az utobbi
évtizedekben eldtérbe keriilt a mikrobiom egészségfenntarto és egyes betegségek, mint példaul
malignus tumorok Kkialakulasaban betoltott szerepe. llletve, nagyfoki valtozatossaga

kovetkeztében, a mikrobiom potencialis biomarker lehet [30].

3.1.1. Diszbiézis — onkobidzis

Az emberi gasztrointesztinalis rendszerben nagyszamu, becslések szerint 10
baktérium fordul el6 [29]. A MetaHit mikrobiom tanulmanyban mintegy 3,3 millié mikrobialis
gént irtak le [31], illetve tovabbi metaanalizis vizsgalatok tobb, mint 9,7 millio bakterialis gént
azonositottak egészséges felnbttek székletében [32]. Az emésztérendszer Okoszisztémaja
nagyfoku diverzitassal jellemezhetd, mely a homeosztatikus egyensuly megdrzésében

meghataroz6 faktor.

Molekularis filogenetikai vizsgalatokban azonositottak a bél mikrobiomban dominalo
baktérium torzseket, a legfontosabbak a Gram-negativ Bacteriodes, valamint a Gram-pozitiv
Firmicutes, melyek a bélflora 90%-at reprezentaljak, mig az Actinobacteria, a Fusobacteria, a
Proteobacteria, a Verrucomicrobia, valamint a Tenericutes kevésbé gyakori torzsek. A
legjelent6sebb nemzetségek a kovetkezok: Bacteroides, Alistipes, Prevotella, Staphylococcus,
Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus, Streptococcus Lactobacillus, Eubacterium
Enterococcus, Clostridium, Faecalibacterium, valamint a Bifidobacterium és Streptomyces [33,
34].
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A bélflora szabalyozza a taplalék lebontast, részt vesz az epesavak és a szterolok
metabolizmusaban, az energia homeosztazis szabalyzasaban, Vitaminok ¢és enzimek
eléallitasaban, valamint hatast gyakorol az adipocitak leptin és a maj gliikoz termelésére [1, 35,
36]. A mikrobiom képes neurotranszmitterek és neurotranszmitter-szerii anyagok szintézisére,
melyeken keresztiil befolyasolhatja az idegrendszer miikodését (ugynevezett bél-agy tengely).
tovabba immunfunkcidkat 14t el és segit fenntartani az intesztinalis barrier épségét. A
mikrobidta fontos szerepet jatszik az immunsejtek érésében, allergias reakciok megel6zésében,
illetve a korokozé mikroorganizmusok elleni védelemben [1]. A mikrobialis 6koszisztéma
valtozatos regulatorikus funkciokat 1at el, mely kulcsfontossagh a gazdaszervezet egészségének

fenntartasaban és patoldgias folyamatok prevencidjaban.

Minden szerv eltér6 mikrobialis kozosséggel rendelkezik, mely szervspecifikus
hatasukra utal kronikus betegségek €s onkologiai korképek patomechanizmusaban. Tovabba az
egyéni variabilitas kovetkeztében a személyes mikrobiom Osszetétel szintén hozzajarulhat a

patologias folyamatok kozti egyedi kiilonbségekhez [29].

A béltraktus mikrobidtat kiilsd és belsd faktorok egyarant modulaljak, melyek koziil a
legfontosabbak az életkor, a stressz, genetikai tényezok, higiénia, illetve az életmod, beleértve
a taplalkozast, fizikai aktivitast, és dohanyzast. Emellett probiotikum- és antibiotikum
expozicid, valamint patogének invazidja szintén befolyasolhatja a mikrobiom 6sszetételét [1].
Az emésztOrendszeri mikrobiom valtozatos Osszetételének ¢és stabilitdsdnak abnormalis
megvaltozasa kovetkeztében diszbiozis alakulhat ki. A mikroflora egyenstlyanak zavarai
patologias folyamatokat indukalhatnak, szabalyozatlan sejtmetabolizmus és DNS-karosodast
okozo kronikus gyulladas eléidézésével meghatarozo szereppel bir neuroldgiai betegségekben,
anyagcsere-, sziv- és érrendszeri rendellenességekben, valamint emésztérendszeri korképekben
[37]. Szamos tanulmanyban megfigyelték, hogy a bakterialis diverzitas csokkenése daganatos
korképekkel tarsul (1. tablazat), a neopldziara jellemz6 transzformalt mikrobiomot

onkobiomnak nevezziik (1. abra) [9, 13, 14, 38].
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1. dbra A gazdaszervezet — mikrobiom diszbiézis — onkobidzis kapcsolata

A gazdaszervezet és a mikrobiom kozott dinamikus és kétirany(i kapcsolat all fenn, szamos kiilsé (kérnyezeti
faktorok) és bels6 tényezd (gazdaszervezet individualis sajatossagai) egyarant befolyasolhatja a
gasztrointesztinalis mikrobiomot. A mikrobialis 6sszetétel megvaltozasa és instabilitasa kdvetkeztében diszbidzis
alakulhat ki, mely patologias folyamatok indukcidjan keresztiil, tobbek kozott kronikus gyulladast eldidézve
rosszindulati daganatok kialakulasdhoz vezethet. Az onkologiai korképekkel 6sszefiiggésbe hozhaté mikrobialis

diszbidzist onkobidzisnak nevezziik [39].
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1. tablazat Human metagenomikai vizsgalatokban azonositott mikrobiom diszbiozis és
onkologiai korképek kozotti osszefiiggés

Az els6 oszlop a karcindbma tipusat mutatja, mig a kovetkezOk egyes neoplasztikus
betegségekkel asszocialt mikrobialis Osszetétel valtozast jelolik. Bizonyos baktérium fajok

jelenléte megnovekedett vagy csokkent emlétumoros betegek szovetmintaiban [16, 40-42].

Rosszindulatu elvaltozas Diszbiozis-onkobiozis
tipusa Megnovekedett baktériumfajok Csokkent baktériumfajok
Streptococcus Helicobacter pylori
Nyel6eso Prevotella
Veillonella
Fusobacterium Lactobacillus
Kolorektalis Selenomonas Microbacterium
Leptotrichia Roseburia
Fusobacterium Streptococcus
Fej- és nyak Prevotella Rothia
Gemella
Propionibacterium acnes
Prosztata
Enterobacteriaceae
Hasnyalmirigy Pseudomonadaceae
Moraxellaceae
Enterococcaceae
Alistipes
Emls Sphingomonas

Methylobacterium

Escherichia coli
Streptococcus

Egyes bakterialis korokozok etiologiai tényezoként karcinogenezist valthatnak Ki [43],
mint a Helicobacter pylori fert6zés esetében, mely gyomorhurutot, fekélyt, végiil gyomorrak
kialakulasat eredményezi [44, 45]. Epeholyag rakkal asszocialtak bizonyos Salmonella torzsek
okozta kronikus infekciot [46]. Metagenom vizsgalatok jellegzetes mikrobialis eltéréseket
mutattak szamos rosszindulata elvaltozasban, melyet elsdsorban az intenziven kolonizalt bél-
és urogenitalis traktus, valamint tidokarcindbmak esetében figyeltek meg, Szemben az
egészséges kontroll csoporttal [40]. A mikrobiom tumorgenezisben betoltott funkcionalis

jelentésegét allatkisérletekben is igazoltak. Csiramentes egereken végzett vizsgalatokban
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megerdsitették a mikrobidlis diszbiozis tumor-promotald szerepét bor, vastagbél, maj, tiido és

emlddaganatok esetében is [38].

Mikrobialis diszbidzist elsdsorban a bakterialis kozosséggel kozvetlen kapcsolatban allo
szervekkel asszocialt onkologiai korképekben irtak le. Azonban a bakteridlis metabolitok a
keringéssel tavoli szervekbe is eljuthatnak, ahol kifejthetik hatasukat [26]. Az ismert onkogén
bakterialis metabolitok egy része a mikrobak modositatlan intermedier metabolizmus

koztitermékei, mig azonositottak a gazdaszervezet altal tovabb modositott metabolitokat is.

3.1.2. Az onkobiom kapcsolata az eml6daganatos megbetegedésekkel

Szamos neoplasztikus betegséggel, koztiik az emlérak kialakuldsaval is Osszefliggésbe
hoztdk a mikrobidlis kozosség Osszetételének megvaltozasat. Jelentds kiilonbséget talaltak a
gasztrointesztinalis traktus [13, 14, 28, 47-51], az eml6 [15, 42, 52, 53], valamint a szajiiregi-

¢és hugyuti mikrobiom Osszetételében emldédaganatos betegeknél [53] (2. tablazat).

2. tablazat Az emésztérendszer, az emlészovet, a szajiiregi- és a hhgyihti mikrobiom

dominans baktérium torzsei [15, 33, 34, 54-56]

Mikrobiom osszetétel

Bél legjelentdsebb | Emlé leggyakoribb | Szajiireg leggyakoribb | Hugyut leggyakoribb

baktérium torzsei baktérium torzsei baktérium torzsei baktérium torzsei
Bacteriodes Bacteriodes Bacteriodes Bacteriodes
Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes
Actinobacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinobacteria
Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria
Fusobacteria Fusobacteria Fusobacteria

Verrucomicrobia

Tenericutes

Spirochaetes

A mikrobiom valtozasok elsésorban a bakteridlis kozosség sokféleségének ¢és
diverzitasanak csokkenését okoztdk emldrakos betegeknél, egészséges kontrollokhoz képest
[13, 14, 28, 48, 50, 57, 58]. Ezen valtozasok Osszefliggést mutattak a mintak foldrajzi
szarmazasaval [42], valamint a molekularis altipussal. A tripla negativ emlérakos esetek
mikrobialis Osszetétele eltér a tobbi tipustol [47, 48], mely korrelal a betegség gradusaval [52]

¢s agresszivitasaval is [15] (3. tablazat).
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3. tablazat A megvaltozott mikrobialis oOsszetétel oOsszefiiggésben all az emlérak

stadiumaval, gradusaval, valamint egyes altipusaival [14, 15, 19, 20, 48, 52, 59, 60]

Mikrobiom osszetétel valtozas emlédaganatokban

Megnovekedett mennyiségii Csokkent mennyiségii ,
baktériumfajok baktériumfajok Megfigyelés
Dorea Posztmenopauzas emldrakos noknél

Clostridiacea
Ruminococcaceae
Faecalibacterium

Lachnospiracea

Osszetétele egészségeges n6khoz képest.

megvaltozott a széklet mikrobiom

Az eml6tumor agresszivitasa korrelal

Fusobacterium

Atopobium
Gluconacetobacter baktériumfajainak fokozott
Hydrogenophaga eléfordulasaval.
Lactobacillus
Bacteroidaceae

az eml6 mikrobiom kevésbé gyakori

Propionibacteriaceae
Micrococcaceae
Caulobacteraceae
Rhodobacteraceae
Nocardioidaceae
Methylobacteriaceae
Microbacteriaceae

A mikrobiom Ssszetétele megvaltozik
rosszindulati emlédaganatokban, mely

Osszefliggést mutat a szovettani gradussal.

Brevundimonas diminuta
Arcanobacterium haemolyticum
Peptoniphilus indolicus
Prevotella nigrescens
Propiniobacterium jensenii
Capnocytophaga canimorsus

Tripla negativ emldrakos esetekben
egyedi mikrobidlis dsszetételt mutattak ki.

CsoOkkent bakterialis diverzitas,

Clostridium sordelli
Pseudomas putida
Staphylococcus aureus

elsdsorban korai klinikai stadiumu
betegek székletmintaiban.

Jelentds diverzitas csokkenés, mely

Escherichia coli
Enterobacter cloacea
Hafnia alvei

0. és L. klinikai stadiumu emlérakos esetek
székletmintaiban a legkifejezettebb.
Egyes baktériumfajok szignifikansan

Bacteroidetes
Clostridium coccoides
Clostridium leptum
Faecalibacterium prausnitzii
Blautia sp.

magasabb mennyisége I1./I11. klinikai
stadiumu emlédaganatos betegekben,
Osszevetve 0. és 1. stadiumu esetekkel.

Citrobacter koseri
Acinetobacter
Enterococcus gallinarum
Shewanella putrefaciens
Erwinia amylovora

Actinomyces sp.
Salmonella enterica

Eubacterium rightsens
Roseburia inulinivorans

Fokozott emésztérendszeri mikrobiom
fajgazdagsag posztmenopauzas emlérakos
betegeknél egészséges kontrollokhoz
képest.

Fusobacterium nucleatum
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Tobb bizonyiték utal arra, hogy a mikrobiom valtozasoknak valds patologiai szerepe
lehet az emlé adenokarcindmaban. Az antibiotikumok hasznalata csokkenti a mikrobialis
diverzitést és ezzel parhuzamosan noveli az emlorak kialakulasanak és kiujuldsanak kockazatat,
amit allatmodellekben [61-63] és human epidemioldgiai vizsgalatokban is kimutattak [63-65].
Allatokban a Cephalosporin antibiotikum alkalmazasa soran csokkent a bakterialis kozosség
sokfélesége, fokozva az emldtumor kialakuldsanak esélyét. Emlétumor sejtekkel graftolt
egérmodellben a Vancomycin, a Neomycin, a Metronidazole, az Amphotericin és az Ampicillin
kombinalt terapia elGsegitette a tumor progresszidjat [61], ugyanakkor a probiotikumok
csokkentették az emlérak el6fordulasanak kockazatat [66, 67]. Ezen megfigyelések arra

utalnak, hogy az onkobidzis kdzponti szerepet jatszik az emlérak patomechanizmuséaban.

3.2. Az eml6 rosszindulatu daganatai

3.2.1. Epidemioldgia

A rosszindulatii tumor t6bbszordsen Osszetett sejtélettani €s genomidlis mdodosuldsok
eredményeként kialakulo szisztémas betegség [68, 69], mely hazankban is egyre sulyosbodd
egészségligyi problémat jelent. A Magyar Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan 2017-ben tobb,
mint 100 000 4j daganatos beteget azonositottak, melyb6l 8981 esetben az eml6 rosszindulati

daganatat regisztraltak [70].

Fejlett orszagokban a legnagyobb prevalencidji malignus megbetegedés az emldrak,
mely a méasodik leggyakoribb halaloknak tekinthetd a nék kérében [71]. Evente megkozelitéleg
egy millié beteget diagnosztizalnak, az életkorral korrigalt becsiilt éves mortalitas 23,1 haldleset
100 000 lakosra nézve Eurdpaban [72]. Az American Cancer Society altal kozétett 2019-es
emlérak jelentés alapjan 2012 és 2016 kozott évente 0,3 % -al nétt az emlérak incidenciaja [73],
ugyanakkor a halalozasi arany jelentdsen csokkent az elmult évtizedekben a rendszeres sziirés
elterjedésével [74]. Az Egyesiilt Allamokban az Gjonnan diagnosztizalt invaziv emlérakos
esetek szama 2020-ban 276 480 6 volt, mig a becslések szerint 48 530 in situ esetet rogzitettek.
A statisztikai adatok alapjan, 2020-ban varhatéoan 42 170 né fog emlérak kovetkeztében
elhunyni az Egyesiilt Allamokban [75]. Jelentés foldrajzi és gazdasagi megoszlast mutat az
emlordk incidencidja, a fejlett orszagokban magasabb eléfordulasi kockazatot figyeltek meg

[76] (2. abra). Azonban a szlréprogramok népszerlsitése és kovetkezményesen a korai
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felismerés miatt az emlérak 6téves talélési aranya meghaladhatja a 80% -ot a fejlett vilagban

[77].

Incidencia Mortalitas
Ausztralia és Uj-Zéland 94.2 12.6
Nyugat-Eurépa 92.6 155
Eszak-Eurépa 90.1 14.1
Eszak-Amerika 84.8 12.6
Dél-Eurdépa 80.3 13.3
Polinézia 21.6
Dél-Amerika 13.4
Kozép- és Kelet-Eurdpa 15.5
Karib-térség 18.1
Melanézia 255
Eszak-Afrika 48.9 18.4
Vilag 463 13.0
Dél-Afrika 46.2 15.6
Nyugat-Azsia 45.3 13.6
Mikronézia 42.5 16.3
Kelet-Azsia 39.2 8.6
Kozép-Amerika 38.3 10.1
Délkelet-Azsia 38.1 14.1
Nyugat-Afrika 37.3 17.8
Kelet-Afrika 79.9 15.4
Kozép-Afrika 27.9 15.8
Délkozép-Azsia 25.9 13.6
T T T 1
150 100 50 0 50 100 150

Eletkorral korrigalt incidencia és mortalitas rata / 100 000 6

2. abra Emléradk statisztikai adatok 2019-ben
A Global Cancer Observatory szabadon hozzaférheté adatbazis alapjan késziilt oszlopdiagram, mely az életkorral

korrigalt emlérak incidencia és mortalitas aranyat mutatja 100 000 n6i lakosra vonatkoztatva, 2019-ben vilagszerte
[78].

A rosszindulati emlddaganatoknak szamos kockazati faktora ismert, ennek ellenére az
esetek jelentds részének az oka tisztazatlan marad [79]. A betegség kialakulasanak elsddleges
riziko faktorai a nem, az életkor €és a genetikai hattér. Az emldrak eléfordulasi gyakorisaga
jelent6sen megemelkedik az életkorral, a betegség elsésorban a posztmenopauzalis ndket érinti.
Tart6s hormon expozicid, mint példaul oralis fogamzasgatlok szedése, hormonpotlo terapiak,

valamint korai menarche vagy a kés6i menopauza szintén ndveli az emldrak kockazatat [79].
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Genetikai és epigenetikai faktorok, koztiik a BRCA1 és BRCA2 génmutaciok, magas
epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR), human epidermalis ndvekedési faktor receptor
(HER?2) kifejez6dés, valamint pozitiv csaladi anamnézis vagy egyéb neoplasztikus elvaltozasok
a kortorténetben hozzajarulhatnak az emldrak kialakulasahoz. Tovabba az obezitas, rendszeres
dohanyzas ¢és alkoholfogyasztas fokozott kockazatnak minésiil [80]. Végil a siirh
emléallomanyt szintén az emldrak fiiggetlen kockazati tényezdjeként azonositottak [72, 81].
Ezzel szemben a terhesség, szoptatas, rendszeres fizikai aktivitas és karos szenvedélyektdl

mentes egészséges ¢letmodd csokkentheti az emlérakra vald fogékonysagot [82].

3.2.2. Emlodaganat osztalyozasi rendszerek

Az emldrak nagymértékil heterogenitdst mutatd betegség, ezért a hatékony osztalyozasi
rendszerek alkalmazésa, beleértve a szovettani tipus, Nottingham-gradus, TNM stadium, illetve
a receptor statusz meghatarozasa kiemelt jelentéségii. A prediktiv és a prognosztikus markerek

ismerete kulcsfontossagu a megfeleld terapia beallitasahoz.

A rosszindulati emlédaganatok sejteredetiik szerint két f6 csoportba sorolhatoak,
megkiilonboztetnek ham eredeti karcindmat, valamint mezenchimabol kiinduld szarkomat.
Hisztopatologiai osztalyozasukat az Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organisation
- WHO) altal el6irt kritériumrendszer alapjan végzik [83]. Az eml6 rosszindulati elvaltozasai
elsésorban ham eredetliek, tobbségiikben duktalis vagy lobularis karcinomak in situ vagy
invaziv formai. Az in situ karcinomak jellegzetessége, hogy a malignus sejtek csak az emld
duktuszokon beliil helyezkednek el és nem infiltraljak a bazalis membrant. Ezzel ellentétben az
invaziv daganatok képesek a bazalis membranon attérni, majd a nyirok- €s vérkeringésbe jutva
tavoli metasztazisokat képezni [84]. Az invaziv emlddaganatok jelentds része duktalis
karcinoma, a WHO altal meghatarozott beosztds alapjdn nem specidlis tipusként (NST)
azonositott daganattipus [83]. A rossz prognozist emld szarkoma el6fordulasa kevésbé gyakori
[85].

A szovettani gradus a daganatsejtek differencialtsagi fokat jellemzd prognosztikai
faktor. A Nottingham-gradus értékeli a tubulus formalasi tendenciat, figyelembe veszi a
nukledris pleomorfizmust (sejtmag alak, méret, magvacskak szama), a mitotikus aktivitast
(mitdzis index), valamint a nyirok- és érbetdrést. Ezek alapjan az 1-es gradusu tumorok jol
differencialt rakos sejteket tartalmaznak, kis mértékben besziirddnek a sztroméba, valamint

nem mutatnak mitotikus aktivitast. A 2-es gradust tumorok kdzepesen differencialt daganatok,
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a rakos sejtek a mirigyallomanyban is megjelennek, illetve mérsékelt mitotikus sebességgel
jellemezhetéek. A rosszul differencialt tumorokat a 3-as gradusba soroljak, melynél a
daganattomeget amorf neoplasztikus sejtek alkotjak, s jelentds nuklearis atypiat és magas

mitotikus ratat mutatnak, tovabba kifejezetten rossz prognoézissal tarsulnak [86].

A betegség varhato lefolyasanak megitéléséhez elsddleges a daganat TNM stadiumanak
meghatarozasa, a primer tumor mérete, a regionalis nyirokcsomodk érintettsége €és a tavoli
attétek jelenléte alapjan [87]. A 0. stadium rakmegel6z6 allapotot vagy in situ karcinomat
(duktalis vagy lobularis) jelent, mig az 1-3. staddiumot a primer tumor mérete és a
nyirokcsomodba torténd besziirddés determinalja, ugyanakkor attétek nem fedezhetdek fel. A
metasztatikus emlérakot 4. stadiummal jelolik, melyet kedvezodtlen prognozis €s talélési arany

jellemez [88].

Az emlordk diagnosztikaja sordn a betegség prognozisanak megitéléséhez, valamint az
adjuvans kezelések alkalmassaganak és hatékonysaganak megallapitdsdhoz nélkiilozhetetlenek
az immunhisztokémiai moddszerek. Az emlétumor sejtek felszinén a hormonreceptorok
kifejezédése, mint példaul a HER2 (EGFR2), az 6sztrogén vagy a progeszteron receptorok
terapias prediktiv értékli informaciot adnak, meghatarozzak a kezelési tervet. Az 6sztrogén
receptor (ER+) és progeszteron receptor (PR+) pozitiv daganatokat dsszességében kedvezdbb
kimenetel jellemzi, szemben a HER2 gén fokozott expresszioja negativ prognosztikus marker
[72]. A rosszindulati emlddaganatok adjuvans kezelése soran ezen receptorok targetként
szolgaltak az elsd célzott terapiak kifejlesztéséhez [89]. Ellenben a tripla negativ (ER-, PR-,
HER2-) esetek célzott kezelési modalitas hianyaban jelent6sen rosszabb prognozissal
jellemezhetéek [90]. Az emlétumorok immunfenotipusuk alapjan a kovetkezé molekularis

altipusokba sorolhatoak [91]:

* Luminalis A: ER +, PR +, HER2-, alacsony proliferacids aktivitas

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

* Luminalis B (HER2 +): ER +, PR +, HER2 +, alacsony/magas proliferacios aktivitas
* HER2 +: ER- vagy PR-, HER2 +

* Bazalis tipus (tripla negativ): ER-, PR-, HER2-, gyakori BRCA1 génmutécio
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3.2.3. Tumor mikrokornyezet

A daganatokat nem csak homogén malignus sejtek alkotjak. A rosszindulata daganatok
Osszetett abnormalis szervek, melyek komplexitasa a normal egészséges szovetekének felel
meg. A tumoros mikrokdrnyezet nagyfoku heterogenitast mutat, a nem malignus sejteknek is
meghataroz6 szerepet tulajdonitanak a tumor progresszioban és a terapias hatékonysagban [92].
A tumorok bioldgiai viselkedését a daganatot felépitd sejtek és a szoveti kornyezet egylittes

tanulmanyozasaval interpretalhatjuk [93].

A rosszindulati és a nem transzformalt szoveti sejtek kozotti kétiranyu kolcsonhatasok
hozzék létre a tumor mikrokdrnyezetét. A rakos sejtek képesek befolydsolni az egészséges
szoveti sejtek miikodését, valamint a talélést, a proliferaciot és a tumor progresszidjat eldsegito
folyamatokat indukalnak benntik. A szolid tumorok két kiilonallo, ugyanakkor egymastol fiiggd
részbdl, a rakos sejteket €s a rakos Ossejteket magaba foglald parenchimabdl, és a sztromabol
allnak [94]. A tumor sztromat alkotdo leggyakoribb sejttipusok a karcinoma-asszocialt
fibroblasztok (CAF), a pericitak, a karcindma-asszocialt endotél sejtek (CAEC), az
immunsejtek (IC) és a sztroma 3s- és progenitor sejtek, mig a parenchima magas proliferacios

aktivitasa invaziv tumorsejteket tartalmaz (3. abra) [68].
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3. dbra A primer tumor mikrokornyezet

A rosszindulatl tumor egy Osszetett, heterogén rendszer, mely rakos sejteken és rakos Gssejteken kiviil kiilonféle
sztromasejteket tartalmaz. Szamos sejttipus megjelenik a primer daganatokban, melyek hozzajarulnak a daganat
biologiai viselkedéséhez, valamint szabalyozzak a tumormetabolizmust. Az abra Koontongkaew és munkatarsai

kozleménye alapjan késziilt [95].

A karcinogenezis soran a malignus sejtek kezdetben homogén sejtpopulaciot alkotnak,
majd egészséges szoveti sejtek toborzasaval és milkodésiik megvaltoztatdsdval erdsen
proliferald, klonalisan heterogén alpopulaciokat hoznak 1étre. A dinamikus tumor-promoétald

kapcsolat az egyes sejttipusok kozott citokinek, kemokinek, novekedési faktorok, gyulladasi

crer

meg [96].

A daganatGOssejteket els6ként Bonnet és Dick mutattak ki akut mieloid leukémiaban

(AML), mely sejtek fenotipusa abban a tekintetben megegyezik a normal 6ssejtekkel, hogy
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korlatlan onmegujulasra képesek [97]. Sokaig ugy vélték, hogy csak a hematopoetikus
rendellenességekben jarulnak hozza a daganatOssejtek a karcinogenezishez [98], azonban
szamos tumortipusban azonositottak tavoli attétek kialakulasat indukaléo daganatdssejteket,
tobbek kozott rosszindulati emlédaganatokban is [99]. A daganatdssejtek ellenallobbak a
kemo- és sugarterapias kezeléssekkel szemben a daganat sztromasejtekhez képest [100]. Fontos

megemliteni, hogy normal éssejtek az EMT ttjan daganatos dssejtekké alakulhatnak [101].

A reaktiv, tumorsegitd mikrokornyezetben esszencialis a CAF sejtek jelenléte. A CAF-
ok csontvel6i eredetti sejtekbél, vagy normal fibroblasztok atalakulasabol szarmaztathatoéak
angiogenezis stimulalasiban, valamint tavoli attétek kialakitasaban [103]. Ujabb
tanulmanyokban a rdkos sejtek és a CAF-ok kozott metabolikus kapcsolatot, tigynevezett
,forditott Warburg hatast” irtak le. A malignus sejtek hidrogén-peroxidot szekretalnak, amely
oxidativ stresszt indukal a CAF-ban. Az oxidativ stressz hatasara a CAF-0k az aerob glikolizis
soran keletkezett piruvatot, laktatot, ketontesteket és zsirsavakat szecernaljak, melyet a
daganatos sejtek felvesznek és ATP termelésre forditanak, elésegitve a tumor novekedését és
az angiogenezist [104]. Tovabba a CAF-ok sztromasejt eredetii faktor-1 (SDF-1) és
transzformald novekedései faktor-f (TGF-B) jelatviteli utak stimulalasan keresztiil

hozzajarulnak a daganat progressziojahoz [105].

A normal endotél sejtek TGF-B jelenlétében EMT-n mennek keresztiil, mely soran
jellegzetes génexpresszios profillal, sejtfelszini markerekkel és morfoldgiaval jellemezhetd
CAEC-k jonnek létre. Ezen sejtek alkotjak az erek belsé rétegét a szolid tumorokban, valamint
biztositjak a tumor-asszocialt angiogenezist és vaszkularizaciot a fejlodé tumorszévet szamara
[106]. A CAEC-k abnormalis morfologiaja talélési elényt biztosit a daganatsejteknek, a
szivargd érrendszer, a magas intersticialis folyadéknyomas és csokkent véraramlés eldsegiti a
tumorsejtek heterogenitasat, valamint hatraltatja az antitumor hatast gyogyszerek szallitasat,

mely rezisztencia kialakulasahoz vezet [107].

A pericitak specialis mezenchimalis sejtek, amelyek kiviilrdl boritjak a kapillarisokat,
részt vesznek angiogenezis folyamataban [108], a bazalis membran remodellalasaban, a

tumorgenezisben [109], valamint az immunsejtek szabalyozasaban [107].

A daganat immunaktivitdsanak karakterizalasat az infiltralé immunsejtek azonositdsa
segiti. A tumor vagy a tumor-asszocialt sztréma altal eldallitott kemokinek és gyulladasi
mediatorok hatasara nagy mennyiségli immunsejt jelenik meg a tumor mikrokdrnyezetében,
melyek tamogathatjak vagy antagonizalhatjadk a tumor progresszidjat. Gyakran jellemzik a
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neoplasztikus elvaltozasokat ,,nem gyogyulé sebként”, mely hatterében a gyulladasos
kornyezet folyamatos jelenléte all [110]. Cirkulaldé immunsejtek, koztiik a neutrofil
granulocitdk, a makrofagok és a B- és a T-limfocitdk a gyulladasos allapotot eldidézo
szignalmolekuldkat (tumor novekedési faktor, angiogén novekedési faktor, citokinek é&s
kemokinek) szabaditanak fel. Tovabba az extracellularis matrix proteolitikus bontasaban fontos
matrix metalloproteinazokat (MMP), példaul matrix metalloproteinaz 9-et (MMP9)
szekretalhatnak, mely folyamat a malignus sejtek metasztazis képzését tamogatja [111].
Ugyanakkor az immunsejtek reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelésén keresztiil
apoptozist indukalhatnak, illetve a reaktiv oxigéngyokok aktivalhatjak a citotoxikus T-sejteket,
természetes Olosejteket vagy B-limfocitakat. Az immunsejtek gatolhatjak a tumorgenezist,
ugyanakkor immunmedidtorok felszabaditdsaval kedvezO kornyezetet teremthetnek a
angiogenezist, valamint metasztazisok kialakulasat [112, 113]. A tumor sztromat infiltrald
limfoctak (TIL) aranya prognosztikus jelent6ségii marker, meghatarozza az emldrak
neoadjuvans kezelésre adott valaszat. A magasabb TIL arany korrelal a jobb terapias
hatékonysaggal, valamint daganatellenes immunitas kozvetitésén keresztiill kedvezobb

prognozist jelez [114].

Ezen sztromalis valtozasok, és a reaktiv tumor-promoétald mikrokornyezet kialakulasa
hozzéjarulnak a tumorgenezishez, a talélési és antiapoptotikus szignalok stimulalasaval,
valamint az angiogenezis, a migracio és az invazid tdmogatasan keresztiil optimalis kornyezetet
biztositanak a tumor novekedéséhez és metasztazisok képz6déséhez. A malignus sejtek
anyagcseréjét elsésorban a tumor mikrokdrnyezete szabalyozza. A mikrobiom a tumor
mikrokornyezetének fontos részét képzi, mely az egészséges barrier funkciok fenntartasaval,
gyulladds eldidézésével, valamint kiilonféle genotoxinok ¢és bakteridlis metabolitok

termelésével befolyasolja a daganatsejtek metabolizmusat [19].
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3.2.4. A neoplasztikus sejtekre jellemzo6 folyamatok

A rakos sejtek mitkodése tobb tekintetben kiilonbozik a normal sejtekétdl. A daganatos
szovet egy komplex, heterogén rendszer, melyben a folyamatosan proliferalé6 malignus sejtek
¢s a kilonféle sejttipusokat magaba foglald tumor mikrokdérnyezet kozott dinamikus

heterotipusos kdlcsonhatas all fenn [68].

A nem transzformalt szovetek normal szerkezetiik, metabolizmusuk és funkcidjuk
fenntartasa céljabol szigortian szabalyozzak a novekedési faktorok felszabaditasat. Ellenben a
neoplasztikus sejtekben kulcsfontossagi gének szomatikus mutacidja és amplifikacidja
kovetkeztében, tobbek kozott a MAPK (mitogén-aktivalt protein kindz) titvonalat [115], PI3K
(foszfatidil-inozitol-3-kindz) vagy az Akt (szerin/treonin kinaz B) szignalizaciot érintd
modosulasuk [116], valamint ,,negativ feedback” szabalyoz6 mechanizmust kozvetit6 mTOR
(mammalian target of rapamycin) miikodési zavara [117], konstitutiv modon biztositjak a
proliferacios szigndalokat. Ezen gyakori génmutaciok Kkorldtlan osztodasi képességet
biztositanak a malignus sejteknek [118], mely a hagyomanyos terapidkkal szembeni

rezisztenciat és kedvezotlen prognozist eredményez szamos raktipus esetében [119].

A névekedést szabalyozo mechanizmusok elvesztése lehetdvé teszi a neoplasztikus
sejtek szamara, hogy korlatlan replikdcidos képességet szerezzenek, ¢és elkeriiljék a
tumorszuppresszorok altal torténd novekedés gatlasat és eliminaciot. A tumor protein 53
(TP53) és retinoblasztoma (Rb) kulcsfontossagi tumorszuppresszor gének [120], melyek
apoptozist indukalnak. Szolid tumorokban azonositott leggyakoribb genetikai mutaciok ezen
tumorszuppresszor gének elvesztése, a rosszindulati daganatok tobb, mint 70%-aban

megfigyelhetd, mely folyamatos és korlatlan daganat novekedést idéz el6 [121].

A malignus sejtek kiilonféle mechanizmusokat alkalmaznak az apoptozis korlatozasara
vagy elkeriilésére [122]. Az apoptotikus enzim kaszkad (kaszpazok) expresszidja az E2F
transzkripcids faktor 1 (E2F1) vagy a TP53 gének transzkripcids szabalyozasa alatt all,
funkcidvesztéses mutaciojuk védelmet nyujt apoptotikus szignalokkal szemben, ezaltal a rdkos

sejtek talélését eredményezve [123].

Szomatikus sejtekben az eukaridta kromoszomavégeken 1évd telomerek biztositjak a
genomialis integritast. A replikacid soran torténd progressziv telomer-er6zi6 kromoszoma

instabilitast valt ki, mely a sejt 6regedéséhez €s osztddasanak leallasdhoz vezet. A rakos sejtek
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tobbségénél az optimalis telomer hossz fenntartasat és a tumor ndovekedését a telomeraz enzim
fokozott aktivitasa indokolja, ezaltal kulcsfontossagli szerepet jatszva a tumorgenezisben,

valamint a korlatlan replikativ potencial megszerzésében [124].

Az érrendszer altal biztositott folyamatos oxigén- és tapanyagellatas, valamint az
anyagcsere végtermékek eliminacidja mind a normal, mind a daganatos sejtek szempontjabol
donté jelentdségii [125]. Fiziologias koriilmények kozott az angiogenezis szigorian
szabalyozott folyamat, mely fontos szerepet tolt be az embriogenezisben, a sebgyogyulasban és
a menstruacios ciklusban. A normal szovetekben a neovaszkularizacié folyamatat szamos
novekedési faktor stimulator és inhibitor kontrollalja, mely egyensulynak a felborulasa fokozott
angiogenezist, és ezaltal kontrollalatlan tumor ndvekedést eredményez. Szamtalan angiogén
faktort leirtak, koziilik az egyik legfontosabb a vaszkularis endotelialis novekedési faktor A
(VEGF-A), mely funkcidja normal és patologias folyamatokban is ismert. Tovabba a
trombocita eredeti novekedési faktor (PDGF) -B és -C, valamint a fibroblaszt novekedési

az angiogenezis soran [126].

A rosszindulatu daganatok jelentds részénél figyelhetd meg a rakos sejtek invdzidja
kornyez6 szovetekbe, tovabba a daganatos betegek tobb, mint 90%-anal a halal elsédleges
okaként tdvoli metasztazisok jelenlétét irjak le [127]. A neoplasztikus sejtek jellegzetes
morfologiai jegyeket, valamint az ECM-ben bekdvetkezett sejtadhézids valtozasokat mutatnak.
A legjobban karakterizalt valtozas a sejt-sejt és a sejt-felszin kapcsolatok kialakitasaban
esszencialis E-cadherin csokkent expresszidja, mely a malignus sejtek invaziojat és
metasztazisok képzodését is gatolja [128]. Ezzel szemben az embriogenezis és a gyulladasos
folyamatok sordn végbemend fiziologids sejtmigracidval Osszefiiggésbe hozhatd adhézios

molekulak kifejez6dése emelkedett az invaziv karcindma sejtekben. Tobbek kozott a migrald

neuronokra és a mezenchimalis sejtekre jellemz6 N-cadherinnek fokozott a kifejezodése, mely

crer

A malignus sejtek fokozott érzékenységet mutatnak mutagén szerekkel szemben,
novelve a mutaciok kialakulasanak lehetdségét és sebességét [130]. A rosszindulatu daganatok
patogenezisében kulcsfontossagiak a genomialis instabilitast el6idézé onkogén mutéaciok és a
tumorszuppresszorok inaktivalasa [131]. Habar a genom instabilitds dnmagaban nem nyujt
funkcionalis elényt a rakos sejteknek, azonban lehetdvé teszi a neoplasztikus folyamatokra

jellemzd bioldgiai valtozasok hozzaférhetdségét, elosegitve a tumor progresszidjat [130].
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Szamos tanulmanyban igazoltak, hogy tumor mikrokdrnyezetében fennalld kronikus
gvulladas hozzéjarulhat a malignus sejtek proliferaciojahoz, tuléléséhez, angiogenezist és
metasztazisok kialakulasat indukalja, EMT-t idéz el6 a tumorsejtekben, valamint az adaptiv

immunitas modositasaval csokkenti a terapias valaszkészségét [132].

A daganat sejtekben megvaltozott metabolizmust elséként Otto Warburg ismerte fel.
Fokozott energiatermelés céljabol a sejtek megnovekedett glikolitikus ratat és fokozott laktat
szintézist mutatnak oxigén ellatottsagtol fiiggetleniil, ez az ugynevezett ,,Warburg hatas” a
neoplasztikus sejtek tobbségében megfigyelhetd jelenség [133]. Mindemellett twjabb
vizsgalatokban beszamoltak arrél, hogy a szolid tumorok képesek elkeriilni az immunrendszer

altal torténd felismerést vagy korlatozzak az immunsejtek effektor funkcioit, mely 0j antitumor

terapiak potencialis célpontjaul szolgal (4. abra) [68, 134].

Metabolizmus
atprogramozéisa

Tumorszuppresszorok
elkeriilése

Korlatlan replikativ
potencial

Invazio és metasztazisok Immunvalaszokkal szemben

képzése ellenallas
Malignus sejtek
és
tumor mikrokornyezet
Fokozott Tumor-asszoicalt
angiogenezis gyulladas

Apoptdzis Proliferacios szignalok
elkertilése fenntartasa

Genom instabilitis
és mutaciok

4. dbra Neoplasztikus sejtekre jellemzd folyamatok

A malignus sejtek korlatlan proliferacids képességét eldsegité bioldgiai valtozasokat elséként Douglas Hanahan
¢és Robert A. Weinberg 0sszegezte. A rakos sejtek és mikrokornyezetiik kozott fennallé dinamikus kdlesonhatdsok

hozzajarulnak a tumorsejtek novekedéséhez, tiléléséhez és metasztazisok kialakulasahoz [68, 135].
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3.3. Antitumor hatasok

3.3.1. Reaktiv intermedierek és antioxidansok

A sejtek redox-homeosztazisanak szigoru szabalyozasa, a megfeleld pro- és antioxidans
arany fenntartasa kulcsfontossagu élettani folyamatokban. Szamos daganatos megbetegedésnél

megfigyelhet6 a redox-egyenstily megbomlasa [136-139].

A molekularis oxigénbdl keletkezé ROS az €16 aerob szervezetben endogén, illetve
exogén modon termelddnek. A ROS magaba foglalja a szuperoxid aniont (O2™) és hidroxil
gyokot (OHe), tovabba a parositatlan elektronnal ugyan nem rendelkez6, de er6sen reaktiv
oxidansok az ugynevezett reaktiv nitrogén intermedierck (RNI), melyek koziil a szuperoxid
anionbol és nitrogén monoxidbol képz6dd nagy reakcidokészséggel jellemezhetd peroxinitrit
(ONQOO-) a legjelentésebb [141]. Az oxidativ hatasokkal szemben az aerob szervezetek
integralt antioxidans védelmi rendszert alakitottak ki, mely enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansokat magéba foglalva meghatarozé szerepet jatszik az oxidacié €s a kontrollalatlan

szabadgyokds lancreakcid megel6zésében [142].

Elsédleges antioxidans enzimek a szuperoxid-diszmutaz (SOD), a katalaz (CAT), a
glutation peroxidazok (GPX) és a glutation-S-transzferaz (GST), melyek egymassal
egylittmiikodve a ROS/RNI eliminald reakciokat katalizalnak. A SOD a szuperoxid anion
hidrogén-peroxidda és oxigénné torténd atalakuldsat katalizalja. Mig a keletkezett hidrogén-
peroxidot a CAT és a GPX vizzé és oxigénné alakitja [137]. A GPX a redukalo er6t a
gyokfogoként is ismert redukalt glutationrol (GSH) nyeri, mig az oxidalt glutationt a glutation-
reduktaz (GR) enzim regeneralja (5. abra). Tovabba az elektrofil és toxikus vegyliletek

semlegesitését a glutation-S-transzferaz katalizalja kofaktora, a GSH részvételével [142, 143].
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Lreakei6 | O,e- + Oy + 2H' > 0, + H,0,
CAT

2.reakcio HQOE + H_’_:_IOE > ZHQO + 02

3.reakci6 H,0O, + 2GSH > 2H,0 + GSSG

5. abra Enzimatikus antioxiddns védelmi rendszer

Az aerob é16 szervezetekben elsédleges antioxidans enzimek, a szuperoxid-diszmutaz (SOD), a katalaz (CAT), a
glutation peroxidazok (GPX) és a glutation-reduktaz (GR) altal katalizalt reakciok a szabadgyokok és a hirdogén-
peroxid (H20>) eltavolitasa céljabol [144].

A kis molekulatomegii, nem enzimatikus antioxidansok a reaktiv oxigén és nitrogén
szarmazékokkal kolcsonhatasba 1épve terminaljak a szabadgyokos lancreakciokat. Ezen
antioxidansok kozé tartoznak az endogén termelt fehérjék és metabolitok, a tiol-reduktansok
(tioredoxin, glutation, N-acetil-cisztein), bilirubin, nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
(NADPH), valamint az exogén vitaminok: A és C vitamin, a-tokoferol (E-vitamin), B-karotin
szelén és higysav [137, 143].

3.3.1.1. Oxidativ és nitrozativ stressz

A reaktiv oxigén é€s nitrogén szarmazekok fiziologias korilmények kozott is
termelddnek kiilonféle biokémiai reakciok soran, jelentds élettani funkciokat latnak el, részt
vesznek tobbek kozott a patogén flora visszaszoritasban és a jelatvitelben, igy a sejtek célja

nem a teljes eliminacid, hanem a megfelelé prooxidans és reduktans egyensuly fenntartasa
[139].

Fokozott szabadgyok és reaktiv metabolit termel6dés, valamint csokkent antioxidans
kapacitas kovetkeztében redox-homeosztazis zavar 1éphet fel, mely oxidativ stresszt indukalhat.
A folyamat soran fontos biomolekulak (fehérjék, lipidek, nukleinsavak) és sejtek

karosodhatnak, sulyos esetben apoptdzis vagy nekrozis mehet végbe, amely potencialis hatast
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gyakorol az egész szervezetre [143, 145, 146]. Az oxidativ stresszt Osszefiiggésbe hoztak
szamos patologias korkép kialakulasaval, beleértve neurologiai rendellenességeket,
ateroszklerdzist, hipertenziot, iszkémiat-reperfuziot, cukorbetegséget, akut 1égzési distressz
szindromat, idiopatias tlidofibrozist, kronikus obstruktiv tiidobetegséget, asztmat ¢&s
neoplasztikus megbetegedéseket is [142]. A tartds gyulladas és az ebbdl kovetkez6 oxidativ
stressz DNS-kéarosodast és genom instabilitdst idézhet eld, ennek kovetkeztében a
felhalmozddott mutaciok karcinogenezist indukalhatnak [23, 147]. Ugyanakkor bizonyos
rosszindulati daganatokban, tobbek k6zo6tt emldrakban, a fokozott oxidativ stressz citosztatikus
hatasat allapitottak meg [24, 138, 148].

A redox-egyensuly fenntartasaban 1étfontossagu az eritroid nuklearis faktor 2 (NRF2)
transzkripcids faktor, amely dontd szerepet jatszik az antioxidans gének expresszidjanak
szabalyozasaban. Az NRF2 védelmet biztosit a sejteknek az exogén és endogén oxidativ stressz
indukalta hatasokkal szemben, igy kikiiszobolve az intracellularis lipidperoxidaciot, a fehérjék,
a nukleinsavak ¢és a szénhidratok karosodasat [149]. Tobb, mint ezer NRF2 célgént
azonositottak [150], tobbségiik az antioxidans védelmi rendszer fontos részét képzi, mint a
SOD, a CAT vagy a GPX [151]. Az NRF2 aktivitasat a KEAP1 (Kelch-like ECH-associated

protein 1) represszor szabalyozza, mely az NRF2 ubiquitinalédasat, majd proteoszomalis

cisztein tiol oldalldncai oxidalodhatnak, blokkolva az NRF2 proteoszomalis lebontasat, mely
az aktivacio kulcslépése [154]. Az evoluciosan konzervalt citoprotektiv tulajdonsagia NRF2
altalaban pro-neoplasztikus hatasu [155]. Az NRF2 aktivacio hozzajarul a sejtek tuléléséhez
antiapoptotikus szignalok stimulalasaval, metabolikus valtozasokat indukal, valamint a
migracio ¢és az invazid tamogatasaval kedvez6 kornyezetet teremt a tumorsejtek

crer

rezisztenciahoz vezethet, ami szintén timogatja a tumor progressziot [156] (6. abra).

32



Oxidativ-nitrozativ
stressz

Biolégiai makromolekulik sériilése
(fehérjék, lipidek, nukleinsavak)

Citosztatikus
hatas

Szovetkarosodas

Tumorsejt pusztulas

6. dbra Oxidativ-nitrozativ stressz

Fokozott szabadgyok és reaktiv intermedier termel6dés (reaktiv oxigén szarmazék (ROS) és reaktiv nitrogén
intermedier (RNI)), valamint cs6kkent antioxidans kapacitas kovetkeztében a redox-homeosztazis felborul, mely
oxidativ-nitrozativ stresszt indukalhat. A folyamat soran fontos biomolekulak (fehérjék, lipidek, nukleinsavak) és
sejtek karosodhatnak, valamint tartés gyulladds Iéphet fel, kiilonféle kronikus betegségek kialakulasat

eredményezve. Ugyanakkor a prooxidans hatasoknak lehet citosztatikus vagy antiproliferativ jelentdsége.

3.3.2. Sejtproliferacios kontroll és oxidativ stressz

Az eukaridta sejtek novekedési és osztodasi ciklusa szigortian szabalyozott folyamat,
mitogén hatast proliferacios szignalok kontrollalt termelése és felszabaduldsa biztositja a
szovetek normalis felépitésének és miikddésének fenntartasat. A normalis ndvekedési kontroll

alol kitért sejtek autondm proliferacioja neoplazidk kialakulasdhoz vezet.
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A neoplasztikus sejtek mitogén jelatvitele megvaltozik, amelyben szamos proliferativ
szignalizaciot fenntartdo alternativ Utvonalat azonositottak [68, 157, 158]. Ennek egyik
lehetséges modja, hogy a rakos sejtek novekedési faktor ligandumokat szintetizalnak, tobbek
kozott az epidermalis novekedési faktor (EGF), amfiregulin (AREG), epiregulin (EREG),
trombocita eredetli ndvekedési faktor (PDGF) és a transzformald novekedési faktor o (TGFa)
anormalis szoveti mikrokdrnyezet stimulaciojatol [159]. Ezen mitogének a neoplasztikus sejtek
altal expresszalt sejtfelszini receptorokhoz koétédve ugynevezett ,pozitiv feedback

szignalhurkot” hoznak 1étre, a sejtek autokrin aktivaciojat eredményezve [18, 160].

A receptor jelatvitelben bekovetkezett valtozasok szintén meghatarozd Szerepet
jatszanak a tumor patogenezisében. Az emlbédaganatos sejtek felszinén fokozottabban
fejezddnek ki bizonyos ndvekedési faktor receptorok, példaul a sejtek ndvekedését és fejlodését
szabalyoz6 human epidermalis novekedési faktor receptor (ErbB) tirozin kinaz csaladba tartozo
epidermalis novekedési faktor 1 és 2 (EGFR/HER1 ¢és HER2) [160], melyek a rakos sejtek
hiperreakcigjat valtjak ki, korlatozott mennyiségii mitogén szignal jelenlétében is [68].
Tovabba a receptorok szerkezeti modifikaciojat is megfigyelték emlétumoros betegségekben,
ami elésegiti a sejtproliferacio ligandum fliggetlen aktivaciojat [68, 161]. Megfigyelték, hogy
a ROS medialta citotoxikus hatas a neoplasztikus sejtek apoptdzisat okozva megakadalyozza a
tumor progresszidjat [162]. Tovabba allatkisérletekben is igazoltak, hogy a reaktiv
intermedierek akkumulacidja G1 vagy G2/M fazisban sejtciklus blokkot idéz el6, meggatolva

crer

[163].

3.3.3. Epitelialis-mezenchimalis tranzici6 és az emld rosszindulati daganatai

Tumor progresszio soran a sejtekben végbemend morfologiai és molekularis valtozasok
meghataroz6 szerepet jatszanak az apoptozissal szembeni rezisztencia €s az invaziv fenotipus
kialakuldsaban, eldsegitve a tumorsejtek tulélését és disszeminacigjat a kornyezd szovetekbe
[164]. A folyamat kulcslépése, hogy az epitelialis sejtek elveszitik apiko-bazalis polaritasukat,
valamint a sejtek kozotti- és a bazalis membrannal vald kapcsolatokat és jellegzetes
génexpresszios mintazatot mutatd, migraciora képes mezenchimalis jellegli sejtekké valnak.
Ezen fenotipus konverzio hatterében az epitelialis sejtek molekularis atprogramozasa all, mely

biologiai folyamatot epitelialis-mezenchimalis tranzicionak neveziink [164, 165]. Az EMT
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soran a sejtek citoszkeletalis rendszere atrendezddik [166], a hamsejtekre jellemz6 citokeratin
intermedier filamentum halozat vimentinre (Vim) cserélédik ki, valamint az aktin rendszer
atrendezddik és a sejtmozgast eldsegitd aktin stressz-szalak képzddnek. A sejtek elnyult, orso
alakt fibroblaszt-szerii morfoldgiara tesznek szert [167], valamint a sejtek kozotti szoros
sejtkapcsolatok (zonula occludens, tight junction) felbomlanak és megsziinnek [168]. Tovabba,
az adherens interakciokban résztvevé E-cadherin kifejezdése csokken, ellenben a
mezenchimalis marker, neuralis-cadherin (N-cadherin) expresszidja megemelkedik (7. abra)

[169].
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7. abra Az onkogén epitelidlis-mezenchimdlis tranzicié folyamata

Az apikalis-bazalis polaritast mutato epitelialis sejteket szoros (zonula occludens) és adherens (zonula adherens)
sejtkapcsolatok, valamint dezmoszodmak tartjak dssze, tovabba hemidezmoszomakon keresztiil kotédnek a bazalis
membranhoz. Az epitelialis sejtek jellegzetes molekulakat expresszalnak (epitelidlis markerek), melyek segitenek
fenntartani a sejtek polaritasat. Az epitelialis-mezenchimalis tranzici6 (EMT) soran az EMT-t indukalo
transzkripcios faktorok (ZEB, Snail, Slug és Twist) fokozottan expresszalodnak, melyek gatoljak az epitelilis
marker gének kifejez6dését, ugyanakkor aktivaljak a mezenchimalis markerek transzkripciojat. Ezen
génexpresszios valtozdsok hatdsara a hamsejtek elveszitik apikalis-bazalis polaritasukat, a sejtek kozotti
interakciok felbomlasaval, illetve aktin stressz-szalak képz6désével migraciora képes, mezenchimalis jellemzoket
mutatd invaziv fenotipus alakul ki. Az EMT reverzibilis folyamat, igy a mezenchimalis sejtek a mezenchimalis-
epitelialis tranzicion (MET) keresztiil visszatérhetnek az epitelidlis allapotba. Az EMT és a MET szamos
fiziologias folyamatban kulcsfontossagli (embriogenezis, sebgydgyulas), ugyanakkor a karcinogenezis soran is

meghatarozé szerepet jatszik [170].

Az EMT szamos bioldgiai folyamatban meghatarozd szerepet tolt be, melynek
haromféle tipusat kiilonboztetik meg. Az 1. tipust EMT az embrionalis morfogenezisben és a
szervfejlodésben kulcsfontossagu, hozzajarul 0j szovetek és szervek kialakulasahoz [164]. A
IL. tipus els6sorban gyulladasos stimulussal tarsult szervfibrozis €s szovetregenerdcid soran
figyelhetd meg, mely a sebgydgyulasban eldsegiti a sériilt sebszélek zarddasat. A 1ll. tipus az

ugynevezett onkogén EMT neoplasztikus folyamatokat jellemez, lehet6vé teszi a primer
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daganatsejtek migralasat, melyek a bazalmembranon atjutva (intravazacid) a keringésbe

keriilnek és tavoli metasztazisok kialakulasahoz vezetnek [164, 171].

A tumor mikrokdrnyezettdl fliggéen az EMT kiilonboz6 mértékben mehet végbe, egyes
tumoros sejtek bar mezenchimalis tulajdonsagokat szereznek, ugyanakkor nem teljesen veszitik
el az epitelialis jellegiiket [164]. A metasztazis képzO6dése sordn a metasztazist képzéd
mezenchimalis jellegii sejtekben gyakran lejatszodik az EMT reverz folyamata, az ugynevezett
mezenchimalis-epitelidlis atmenet (MET), amely visszaallitja a neoplasztikus sejtek epitél

jellegét (8. abra) [172, 173].

Normélis hamréteg Diszplazia /adenoma In situ karcinéma
lolofo
000 - LLIk) >

Lokalis invazio

Mikrometasztazis

1 <2 <y

(=) Extravazacio

8. dbra Az emldordk progresszio sordn végbemend folyamatok

Az abra az epitelialis-mezenchimalis tranzicié (EMT) és mezenchimalis-epitelialis tranzicio (MET) eseményeit
mutatja be, melyek az emlérak progresszidjaban és metasztazisok kialakulasaban kulcsfontossagu szerepet
toltenek be. A normal hamsejtek rosszindulati transzformacidja, valamint Klonalis proliferacidja invaziv
karcindma kialakulasahoz vezet. EMT soran a neoplasztikus sejtek migracios képessége fokozodik, lehet6vé téve
lokalis invazidjukat a kdrnyez6é szovetekbe, tovabba indukalja a sztromasejtek matrix metalloproteinaz (MMP)
(intravazacid), ahol cirkulald tumorsejtek maradhatnak vagy extravazacid révén az ér-endotél rétegen attorve
kikeriilnek a keringésbdl, ezaltal képesek lesznek a primer tumortol tdvoli szovetekbe mikrometasztazisok

képzésére vagy MET utjan makrometasztazisokat hoznak létre, elGsegitve az emlérak progressziojat [174, 175].
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Az onkogén EMT jelenségét eml6daganatokban is azonositottak, mely Osszefiigg a
tumor progresszidjaval, kulcsfontossagl a kdrnyez6 szovetek invazidjaban, ugyanakkor tavoli
metasztazisok (csont, agy és tiido) kialakitdsa soran a forditott mechanizmus (MET)

jelentdségét irtak le [174, 176].

Szamos transzkripcios faktor és molekularis esemény szabalyozza az EMT jelenségét
emlddaganatokban. Kiilonbz6 DNS mutaciok, mint az adherens sejtkapcsolatokban
kulcsfontossagl, az epitelialis integritast biztosito E-cadherin elvesztése az EMT egyik
meghataroz6 1épése. Az E-cadherin gén hipermetilaciojat figyelték meg invaziv mell-,
prosztata- és szajiiregi karcinomakban. Az E-cadherin alacsony expresszidja elOsegiti a sejtek
tumor mikrokdrnyezete altal szekretalt proteolitikus MMP-K is jelentOs szerepet jatszanak az
onkogén EMT-ben. Az MMP enzimek sziikségesek a szoveti morfogenetikus folyamatokhoz
¢és sejtmigracios folyamatokhoz. Magas MMP expressziot figyeltek meg tobbek kozott
emlétumor sejtekben, ahol a tumorgenezist eldsegitve stimuldljadk a sejtinvaziot és az

attétkeépzodést [179].

Tobb EMT-ben résztvevé transzkripcids faktor ismert (4. tablazat), koziilik a Snail
(Snail), a Slug (Snai2), a Twistl, a ZEB1 és a ZEB2 aktivacidja indukalja az EMT-t és a
metasztazisok kialakulasat az E-cadherin represszidjan keresztil [167, 180]. Ezen
transzkripcios faktorok kulcsfontossaguak a mezenchimalis jelleg fenntartasaban, valamint az
6ssejt-szerli fenotipus megjelenésében [181], ezzel eldsegitve a metasztazis képzést, a betegség
kigjulasanak kockazatat, illetve a terapids rezisztencia kialakulasat, mely kedvezétlen
progndzist vetit elére [182]. Szamos jelatviteli utvonal, példaul TGFB, Wnt/p-catenin, NF-«B,
Notch, Hedgehog, integrinek és tirozin-kinaz receptorok befolyasolhatjak az EMT folyamatat,
szignalizacios folyamatok kozotti funkcionalis kdlesonhatas szinergista hatasu, eldsegitve az

EMT-t és az attétek kialakulasat [182].

38



4., tablazat Az epitelialis-mezenchimalis tranziciéo (EMT) folyamatat szabalyozé faktorok
és markerek

Az els6 oszlop az epitelidlis illetve mezenchimalis markereket, valamint az EMT folyamatat
szabalyozé transzkripcios faktorokat és szignalizacids utvonalakat foglalja Gssze, mig a jobb
oldali oszlop jel6li azt, hogy epitelialis vagy mezenchimalis sejtekben fejezédnek ki elsésorban,

tovabba a fenotipus kialakulasat elésegité folyamatot [167, 180, 183-186].

EMT marker név Marker
Epitelialis cadherin (E-cadherin)
Zonula occludens-1 (ZO-1)
Neuralis cadherin (N-cadherin)
Vimentin (Vim)

Matrix metalloproteinazok (MMP) mezenchimalis
Catenin beta-1 (B-catenin)
Fibronektin (FN)

EMT-TF transzKkripcios faktorok Marker
Snail csalad transzkripcids represszor-1 (Snail)

epitelialis

Snail csalad transzkripcios represszor-2 (Slug)

Twist csalad transzkripcids faktor-1 (Twistl) EMT indukcid
Cink-ujj E-box koté homeobox-1 (ZEB1) (mezenchimalis)
Cink-ujj E-box ko6t6 homeobox-2 (ZEB2)

Jelatviteli utvonalak/receptorok Marker
Transzformalo ndvekedési faktor- (TGF-B)
Nuklearis faktor kappa-B (NF-«kB)
Whnt/B-catenin

Notch receptor-1 (Notchl) EMT indukcid
Ras fehérje/Extracellularisan regulalt kinaz (RAS/ERK) (mezenchimalis)
Tirozin-kinaz receptorok (RTK)
Hedgehog (Hh)

3.3.4. Az emlédaganatok metabolizmusa

Szamos neoplasztikus folyamat tamogatasan keresztiil az anyagcsere valtozasok
jelentds szerepet toltenek be a tumor patogenezisben, eldsegitik a tumorsejtek fokozott
proliferacios aktivitasat [20, 187], az angiogenezist [188], valamint az EMT-t [189]. Az
emlordk sejtek metabolizmusa jellegzetes patoldgias valtozasokat mutat. Csokkent

mitokondrialis oxidacid, valamint emelkedett glikolitikus fluxus és pentdz-foszfat
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transzformdacio jellemzi az emldrak sejteket, melyet a jelenség leirdja, Otto Warburg utan
Warburg-hatasnak neveznek [190]. A daganatos progressziot tamogatd atrendezédott
anyagcsere folyamatok nemcsak fokozott ,,aerob glikolizisben” nyilvanulnak meg, hanem
szamos anyagcsere Utvonal, mint példaul a glutamin metabolizmus [191], a lipid és a zsirsav
utvonal [192], a fehérje transzlacié vagy a koleszterin metabolizmus is érintett [193, 194]. A
metabolikus valtozasok hatterében tobbek kozott az mTOR [195], a forkhead box O1 fehérje
(FOXO01) [196], az adenozin-monofoszfat aktivalt protein kinaz (AMPK) [197], valamint a
peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma koaktivator-la és f (PGCla és PGCIp)

cellularis energiaszenzor Gtvonal szabalyozoknak a komplex jraprogramozasa allhat [198].

Az mTOR-komplexek (mTORC1 és mTORC?2) indukalodasaval a Warburg-hatasban,
valamint a glutaminolizisben résztvevé gének kifejezodése és aktivitasa fokozodik, mig a
FOXOL1 transzkripcios faktor elsésorban az mTORCI1 gatlasan keresztiil a sejtciklus leallasat
vagy a sejtproliferacios kapacitas csokkenését valtja ki. Ezaltal az mTORCI1 gatlas a FOXO1
tumorszuppressziv hatasanak részét képezheti [199, 200]. Mindemellett emldrakos betegeknél
megfigyelték az ,aerob glikolizist” (Warburg-effektus) negativan szabalyoz6 AMPK
szerin/treonin kinaz alulmiikodését, mely eldsegiti a tumor novekedését [197, 201]. Az
antitumor hatasi AMPK - aktivaciojara az acetil-Coa-karboxilaz (ACC) fehérje fokozott
foszforilacigja utal [197] - kulcsfontossagii szerepet jatszik az energia-homeosztazis
fenntartasaban, valamint a PGCla és PGCI1B szabalyozéasaval stimuldlja a mitokondrialis

biogenezist [198, 202].

Daganatos megbetegedésekben, tobbek kozott az emlérakban is azonositott Warburg-
fele metabolikus valtozasok helyreallitasat, valamint a regulatorikus funkciot ellaté enzimeket
c€lzo terapias eljarasok antiproliferativ hatdstiak, meghatdrozd szerepet toltenek be a jovo

tumoros betegeinek kezelésében [203].

3.3.5. Emlorak ossejtek és oxidativ stressz

Az elmult évek tanulmanyai arra utalnak, hogy létezik az dssejteknek egy specialis
alcsoportja. A daganatdssejtek korlatlan onmegujulasra képesek, melyekbdl az aszimmetrikus
osztodas eredményeképp az dssejttel azonos, tovabbi differencidlodasra elkdtelezett heterogén
tumorsejt populacio 1étrehozasara alkalmas progenitor utodsejtek keletkeznek [204]. Az

emlorak 6ssejtek kritikus jelentdséglieck a tumor-iniciaciojaban, fejlédésében, a metasztazis
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képzbddésben, a gydgyszer rezisztencia kivaltasaban, valamint a betegség relapszusaban [163,

204].

A daganatdssejtek aranya eltéré egyes emldtumor sejtmodellekben, a tumoros
sejttomeg kis hanyadat adjak elsdsorban, ugyanakkor egyes emld adenokarcindémaékban
(példaul SKBR-3 human emlékarcinoma sejtvonal) magasabb szamban vannak jelen [205,
206]. Egy 2003-as tanulmanyban immunszupprimalt egereket (NOD/scid) xenograftoltak
primer emlétumorbol izolalt sejtekkel, és megallapitottdk, hogy csak a sejtek kis
szubpopulacioja képes emlédaganatot inicialni [99]. Ezen Ossejtek jellegzetes génexpresszios
mintazatot (CD44+/CD24-) mutatnak [207, 208]. A tumoréssejtek is képesek az EMT-re, igy
magas invazivitassal jellemezhetd emlddaganat Ossejtek johetnek létre, melyek fokozott
disszeminacioval és kedvez6tlen tumor progresszidval tarsulnak [209]. A neoplasztikus sejtek
tobbségével ellentétben a daganatéssejteknek alacsony a proliferacios kapacitasa, s joval
ellenallobbak az apoptotikus szignalokkal szemben, ugyanakkor aktivabb DNS hibajavitdssal

jellemezhetdek, ami a hagyomanyos kemo- és radioterapia hatékonysagat csokkenti [210].

A tumor asszocialt sztromasejtek metabolizmusa Warburg atrendez6dést mutat, foként
a glikolizist részesitik elényben. Az emldrakos 6ssejtek metabolizmusat elsésorban fokozott
mitokondrialis oxidacio és jelentés metabolikus flexibilitas jellemzi [188, 211], ami el6segiti a

tumor progressziojat, valamint hozzajarul a kemorezisztencia kialakulasahoz (9. abra) [212].
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9. dbra A daganatdssejtek metabolikus jellemzoi

A magas proliferativ kapacitast tumorsejtek metabolizmusa elsGsorban a glikolizist részesiti elényben (Warburg-
hatas), ezaltal elésegitve a tumor novekedését. Ellenben a tumordssejtek anyagcesere folyamatait nagyfoka
plaszticitas jellemzi, mely az onkogén hatasokra, mikrokornyezeti vagy az energiasziikséglet valtozasaira konnyen
reagal. A daganatOssejteknek kétféle metabolikus fenotipusardl szamoltak be, mely szerint a mitokondrialis
oxidaciora tamaszkodd fenotipus gyakran kombinalodhat magas glikolitikus fluxussal, ezzel biztositva a

sejtmigracidhoz és metasztazisok kialakulasdhoz az energiaforrasokat [213].

Az emlérak Ossejteknek két formajat kiilonitjiik el, a mezenchima-szerti dssejtek CD44
sejtfelszini markert expresszalnak (CD44+/CD24-), mig az epitelidlis fenotipusuak aldehid-
dehidrogenaz-1 (ALDHI) pozitivitast mutatnak [26]. Az emlétumor &ssejtek azonositasahoz
gyakran alkalmazott eljards a nem transzformalt emldszovetben is jelenlévd aldehid-
dehidrogenaz enzimaktivitas detektalasa. Ginestier és munkatarsai alatamasztottak, hogy
human emlédaganatokbol izolalt ALDHI pozitiv sejtek daganatdssejtek, melyek NOD/scid
egerekben tumorigén hatasuak, képesek tumorok kialakulasat indukalni, szemben az ALDH1
negativ sejtekkel [214], ezaltal expresszidjuk erds Osszefliggésben all a daganat kiujulas

kockazataval, valamint a talélés roviditésével [164, 173].
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Nemrégiben felismerték, hogy mind az egér és human emlddaganat Ossejtek, illetve
mind a korai progenitorok alacsonyabb ROS-szinttel jellemezhetdek, mint a tumorigén
potenciallal nem rendelkezd sejtek. Az alacsony ROS képzoédés kritikusnak bizonyult az
6ssejtek miikodésének fenntartasaban. Az emldrak Ossejtek alacsonyabb ROS tartalma a
szabadgyokoket eltavolito antioxidans gének fokozott expresszidjaval jar. Ha az oxidativ
stressz megemelkedik, az csokkenti az Ossejtek klonogenitasat, és radioszenzitizaciot
eredményez [163, 215]. A neoplasztikus sejtek a nem transzformalt sejtekhez képest
érzékenyebben reagilnak a ROS akkumulédciora, mely kihasznalhaté a terapia soran.
Kovetkezésképpen az oxidativ stressz indukcidja igéretes megkdzelitésnek tliinik a rakos sejtek,
beleértve a daganatdssejtek szelektiv eliminaldsahoz, a normal sejtek mitkodésének minimalis

karositasa mellett [216, 217].

3.4. Triptofan eredetii bakterialis metabolitok

A triptofan egyike annak a kilenc tgynevezett esszencidlis aminosavnak, amelyet az
emberi szervezet nem tud eldallitani, igy megfeleld taplalkozassal sziikséges a bevitelrol
gondoskodni. A triptofan fehérjegazdag élelmiszerekben, tobbek kozott vords htsokban,
tojasban, halakban, sajt és diofélékben talalhatd meg [218]. A taplalékfehérjék emésztése a
vékonybélben triptofan felszabaduldshoz vezet, mely a bélhdmon keresztiil felszivodva a
véraramba juthat [219]. Mas aminosavaktol eltéréen a vérben cirkulalo triptofan elsdsorban
albuminhoz kotodik, s mindossze 10-20%-a marad szabad formaban, mely a szervezet
fehérjeszintéziséhez jarul hozza [220]. Ugyanakkor a vastagbélbe 1ép6 triptofan frakciot (4-6
%) kommenzalis mikrobak tovabb alakitjak kiilonféle indol szarmazékokat hozva létre [221].
Habar a bakterialis fehérje katabolizmus termékeket gyakran karos hatasokkal asszocialtak, az
utdbbi években a mikrobidlis triptofan metabolitok pozitiv hatdsait mutattdk ki a szervezet

fiziologias funkciodira [218].

A bakterialis triptofdn metabolizmus jelentds mértékii, csiramentes egerekben a szérum
triptofan mennyisége megemelkedik [221, 222]. Az elégtelen taplalék eredeti triptofan bevitel
befolyasolja a bél mikrobiom Osszetételét és az egerek intesztinalis immunitasat [223], ami
megerdsiti a bélflora és a triptofdn metabolizmus kozti funkcionalis kapcsolatokat. Bar tobb,
triptofan - indol konverziora képes baktériumot is azonositottak, a human mikrobiom triptofan

metabolizmusban részt vevé komponensei koziil szamos még ismeretlen [222].
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A triptofan bakterilis anyagcseréje tobb elagazassal rendelkezik az alabbiak szerint (10.

abra) [221, 224]:
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10. dabra A triptofan metabolizmus harom fé titvonala
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A taplalék eredetli triptofan esszencidlis aminosav, szamos bioaktiv molekula prekurzoraként szolgal, amelyek

kozil a kék nyillal jeloltek bakterialis fehérje katabolizmus eredményeként keletkeznek. A szervezetbe keriild

triptofan kisebb hanyada szerotoninna (5-hidroxi-triptamin (5-HT)) és a melatoninna alakul a triptofan hidroxilaz

(TPH) katalizalta metoxi-indol utvonalon, ugyanakkor a triptofan jelent6s részét az indolamin-2,3-dioxigenaz

(IDO) enzim metabolizalja a kinurenin Gtvonalon. A triptofan direkt transzformacidja soran a kommenzalis

baktériumok altal kifejezett triptofanaz (TnaA) az indol szarmazékok képzodését katalizalja, mig a mikrobialis

triptofan-dekarboxilaz 1 (TDC1) a szerotoninhoz hasonld szerkezetli monoamint, a triptamint allitja elé [225].

Roviditések: ASMT (Acetil-szerotonin-metiltranszferaz), AANAT (Aril-alkil-amin-N-acetil-transzferaz), TPH

(triptofan hidroxilaz), IDO (indolamin-2,3-dioxigenaz), TnaA (triptofanaz), TDC1 (triptofan-dekarboxilaz 1),

TRP (triptofan)

- A triptofan dekarboxilezése soran kommenzalis baktériumok triptofan-dekarboxilaz 1

(TDC1) enzime triptamint, a szerotoninhoz hasonl6 szerkezetii monoamint allit eld

[226]. Vad tipust egerekhez képest, a csiramentes egerekben csokkent triptamin szintet

allapitottak meg az emésztorendszerben [227], Osszhangban a vérkeringésben

megnovekedett triptofan mennyiséggel [228]. Az emberi populacio legalabb 10%-a

tartalmaz minimum egy TDC1 ko6dold baktériumot bélkdzosségiikben. ElsGsorban a

Clostridium, a Ruminococcus, a Blautia és a Lactobacillus baktériumfajokat
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azonositottak, amelyek képesek a triptofant TDC-fiiggd modon triptaminna alakitani
[229].

Az emésztorendszeri mikrobiom a triptofant metabolizalhatja indol- és szdrmazékaiva,
melyek koziil élettanilag a legfontosabbak az indol-3-ecetsav (IAA), az indol-3-aldehid
(IAld), és az indol-3-propansav (IPA) [230]. Az indol képzbédést a triptofanaz (TnaA)
enzim katalizélja, amelyet szamos Gram-negativ ¢és Gram-pozitiv baktériumfaj,
beleértve az Escherichia coli, a Clostridium, illetve Bacteroides fajok is kifejeznek
[219, 231]. A TnaA dezaminalja a triptofant indol-3-piruvatta (IPYA), mely ezt
kovetden indolla metabolizalodik. Az indol tovabbi oxidacioja, valamint szulfattal

torténd konjugalasa indoxil szulfatot (IS) eredményez [232].

Az 1AA indol-3-acetamidbol (IAM) keletkezik, amelyet Clostridium, Bacteroides és
Bifidobacterium fajok altal expresszalt triptofan-monooxigenaz (TMO) allit el6
triptofanbol [218, 219], ezt kovetden elsdsorban a Lactobacillus nemzetségbe tartozo
fajok indol-3-aldehiddé (IAld) alakitjak. Az IAA dekarboxilezése soran a sertéshus
mellékizét okozd 3-metil-indol, méas néven szkatol keletkezhet Bacteroides és

Clostridium baktériumfajok révén [218].

Tovabba a triptofanbdl két eltérd reakciduton triptamin és indol-3-piruvat képzddhet,
melyek, dekarboxilacion illetve oxidacion keresztiil indol-3-acetaldehiddé (IAAld)
konvergalnak. A keletkez6 IAAIld reverzibilis mddon triptofolla (indol-3-etanol)
redukalhat6 [233], mig az aldehid-dehidrogenaz (ALDH) enzim IAA-va alakithatja
[234].

Aromas-aminosav-aminotranszferaz  (ArAT), valamint fenil-laktat-dehidrogenaz
(FIDH) fuggé utvonalon keresztiil a triptofanbol néhany Lactobacillus és
Bifidobacterium nemzetségbe tartozod baktériumfaj indol-3-laktatot (ILA) termelhet,
mely dehidratalasa indol-3-akrilsavat (I1A) eredményez [23, 219]. Tovabba beszamoltak

arrol, hogy egyes baktériumok, koztik a Clostridium sporogenes, illetve a
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Peptostreptococcus fajok az ILA-ot redukalva IPA-va alakitjak (11. abra) [218, 229,

235].
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11. abra A triptofian bakteridlis metabolizmusdnak dttekintése az emésztérendszerben

A triptofan Osszetett anyagcserével rendelkez6 esszencidlis aminosav, mely jelentds része (4—6%) a mikrobialis
katabolizmus sordn szamos bioaktiv indoltartalmi metabolit prekurzoraként hasznosul. A human
gasztrointesztinalis traktusban leggyakrabban eléforduld indol szarmazékok zold szinnel jeloltek [218, 221, 236,
2371].

Az enterdlis baktériumok triptofanbol indol szintézisét katalizaljdk TnaA
enzimaktivitasuk révén, mely a triptofant hidrolizélva indolt, piruvatot és ammoniat hoz 1étre
[238]. A reakcio reverzibilitasat figyelték meg, igy az enzim indolbol és szerinbdl triptofant
allithat el6 [239]. Szamos Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumfajbol izolaltak a TnaA
enzimet [240, 241], mely tobbek kozott az IPA és az IS bakterialis metabolitok képzodését
modulalja [218].

A legszélesebb korben az Escherichia colibol szarmazo triptofanaz operont (tnaCAB)
tanulmanyoztak [241], mely két f6 szerkezeti génbdl és egy regulator génbdl all. A TnaA gén

az enzimaktivitasért felelds, mig a TnaB alacsony affinitasti, nagy kapacitasu triptofan-
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specifikus transzportert kodol [242]. A tnaCAB operont transzkripcidjat katabolit represszio
szabalyozza. A funkciondlis gének expresszidjat ciklikus AMP (cAMP) és katabolit gén
aktivator fehérje (CAP) komplex valtja ki [243, 244]. Mindemellett az E. coli triptofan
metabolizmusat a mikrokérnyezet homérséklete, pH-ja, valamint antibiotikumok jelenléte is
befolyasolja [238]. Ugyanakkor azonositottak néhany olyan baktériumfajt korabbi
vizsgalatokban, melyek nem indukalhat6 modon, hanem konstitutivan termelik az enzimet
[240].

3.4.1. Az indolpropansav és az indoxil szulfat élettani szerepe

Az emésztérendszeri mikrobiom szamos indoltartalmi metabolit eldallitasara képes,
amelyek szisztémasan kiilonféle molekuldris mechanizmusok révén befolydsolhatjadk a
szervezet funkcioit. Az IPA taplalék eredetii triptofan dezaminacidja soran keletkezd,
vérkeringésben ¢€s cerebrospinalis folyadékban egyarant kimutathat6é specifikus mikrobialis
termék, mely képz6déséért a bakterialis TnaA enzim felel [218, 245]. Az emberi szervezet IPA
termelését elsésorban Clostridium sporogenes jelenléte hatarozza meg, azonban tobb
kommenzalis baktérium, példaul a Peptostreptococcus spp. koztik a P. russellii, a P.
anaerobius ¢és a P. stomatis, valamint a Clostridium cadaveris és a Clostridium botulinum
esetében ismert, hogy a triptofant IA-va, majd IPA-va konvertaljak [218, 246]. Az IPA szérum
koncentracioja az egészséges felndttekben 0.291-1.095 uM [218, 236, 247].

A bioaktiv indoltartalmu metabolitok szamtalan molekularis mechanizmus révén hatést
gyakorolnak az élettani folyamatokra. Az IPA modulalja a pro- és antiinflammatorikus gének
kifejez6dését a bél hamsejtekben [248], jelentésen fokozza az IL-10 gyulladascsokkentd
interleukin termelését, valamint csokkenti a gyulladasos citokinek tumornekrozis-faktor-o
(TNF-a) és IFN-y felszabadulasat, hozzajarulva az emésztérendszeri mikrobiom gyulladasgatlo
hatasahoz [219, 221]. Tovabba megfigyelték, hogy colitis ulcerosaval diagnosztizalt
betegekben, illetve colitis ulcerosa egérmodellben, a szérumban csokken az IPA mennyisége,
ami arra utal, hogy az oralisan adagolt IPA protektiv tulajdonsagu lehet ebben a betegségben
[230]. Az IPA nemcsak a gasztrointesztinalis traktusban expresszalodik, hanem a kdzponti
idegrendszer sejtjeiben is, beleértve az idegsejteket, asztrocitakat, és mikroglia sejteket, ahol

crer

neuroprotektiv hatassal rendelkezik [219, 236].
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Az IS szintén triptofan eredetli bioaktiv indol szarmazék [218, 246], mely a triptofan
mikrobialis metabolizmusa soran keletkezik. A bakterialis TnaA katalizalta reakcidban a
triptofan IPY A intermedieren keresztiil indolla alakul, majd a szisztémas keringésen at belép a
majba, ahol az indolt Cyp2E1 (citokrom P450 2E1) hidroxilalja, valaminta SULT1 és a SULT2
(szulfotranszferaz) enzimek szulfattal konjugalva 1S-t hoznak Iétre [218, 222]. Ezt kovet6en a

keletkez6 1S ismét a véraramba valasztodik Ki, végiil a vesén keresztiil iiriil (12. abra) [221,
222].

Taplalék eredetii Véraram
triptofan

12. abra Az indolpropdnsay és az indoxil szulfat bakteridlis metabolizmusa

A bioaktiv indoltartalmt metabolitok, tobbek kozott az indolpropansav (IPA) és az indoxil szulfat (IS) képzodését
a bakterialis triptofanaz (TnaA) enzim katalizalja, mely a taplalék eredeti triptofant dezaminalva indol-3-piruvat
intermedieren keresztiil indolt allit el6. Az indolgytiriit az emésztérendszeri mikrobiom, elsdsorban Clostridium
sporogenes altal tovabb metabolizalhatja aromas-aminosav-aminotranszferaz (ArAT), valamint fenil-laktat-
dehidrogenaz (FIDH) fliggé utvonalon keresztiil indolpropansavva. Tovabba a keletkez6 indol a vérkeringésen at
a majba jutva Cyp2El enzim altal hidroxilalodhat, majd szulfotranszferaz enzimek szulfattal konjugalva indoxil
szulfatot hoznak létre. A mikrobialis fehérje katabolizmus soran 1étrejové indol szarmazékok a vérkeringésbe
kivalasztddva szamos molekularis mechanizmus révén befolyasolhatjak a szervezet fiziologias miikodését [218,
232, 246].

Roviditések: IPA (indolpropansav), TnaA (triptofanaz), SULT (szulfotranszferaz), Cyp2E1 (citokrém P450 2E1)

Az IS képzddését determinalja a kommenzalis baktériumflora, ezaltal csiramentes
egerekben nem mutathatdo ki [246]. Az IS atlagos szérum koncentracidja az egészséges
szervezetben 2 uM koriil mozog [218, 249, 250]. Magas koncentracioban citotoxikus hatast

lehet, kronikus veseelégtelenséggel és vaszkularis betegségekkel is Osszefiiggésbe hoztik,
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valamint endotelialis proliferaci6 és migracio gatlast figyeltek meg, ugyanakkor a pontos
patomechanizmus még tisztazatlan [221, 251]. Egyes kozlemények beszamoltak az IS oxidativ
stresszben betdltott szerepérdl, in vitro koriilmények kozott fokozza a ROS termelddését [248,

251], mely potencialis hatassal lehet az emlétumor progresszidjara.

Az indol szarmazékok, koztik az IPA ¢és az IS Aril-Hidrokarbon Receptor (AHR)
ligandumok, tovabba kotédhetnek a Pregnan X-Receptorhoz (PXR) is [218, 252, 253]. Ezen
magreceptorok szdmos molekuldris mechanizmus révén szabalyozhatjdk a biologiai
folyamatokban, beleértve a sejtproliferacioban, differenciacioban és metabolizmusban
résztvevo gének transzkripciojat. A magreceptorokat a plazmamembranon athatol6 kiilonféle
hormonok (szteroidok, retinoidok és pajzsmirigyhormonok) és lipofil molekulak aktivalhatjak,
melyek meghatarozott DNS-szakaszokhoz kotddve aktivalhatjak vagy gatolhatjak a
szabalyozott gének expresszidjat. Evoliicidsan konzervalt, jellegzetes szerkezeti és funkcionalis
egységekbdl allnak. Az aminoterminalis régid hordozza a varidbilis transzaktivacids egységet,
az ugynevezett A/B domént, mig a centralis DNS-k6t6 domén (DBD) két cink-ujj egységet
tartalmaz és biztositja a specifikus DNS-szekvenciahoz és valaszadd elemekhez vald kotédést.
A ligand-dependens aktivitasért a karboxiterminalis ligand-k6té domén (LBD) felel6s, mely

eldsegiti a lipidoldékony molekulak specifikus felismerését és megkotését [254, 255].

Az AHR a xenobiotikumok metabolizmusaban és a vaszkularis fejlédésben jelentds
szerepet jatszo, a magreceptorok kozé tartozo citoszolikus ligand-aktivalt transzkripcios faktor
[256]. Az AHR aktivacié kulcsfontossagi az immunrendszer szabalyozasaban, ligand-
specifikus modon befolyasolhatja a velesziiletett és adaptiv immunvalaszt [221], valamint
szabalyozza a nyalkahartya immunitast. Az elégtelen triptofan bevitel AHR-dependens
immunszuppressziv hatast [218, 257]. Az AHR tumorgenezisben betoltott funkcionalis
jelentdsége napjainkban még nem tisztazott, azonban egyes tanulmanyokban az AHR agonistak

hatasosnak bizonyultak a sejtproliferacios- és a migracios potencial csokkentésében [258].

A magreceptor szupercsalad fontos tagja a PXR. Aktivacidjat szamos endogén és
exogén ligandum kivalthatja, tobbek kozott a szteroidok, antibiotikumok, antimikotikumok €s
epesavak [259], mely kovetkeztében kulcsfontossaghi a detoxifikacido szabalyozasaban, a
gyulladasos immunvalaszban, a sejtproliferacioban, a gliikoz, a koleszterin €s a lipid anyagcsere
folyamatokban, valamint az endokrin homeosztazis fenntartaisaban [260]. A PXR
tumorszuppresszor funkcidji transzkripciés faktor, azonban az dltala kozvetitett
tumorszuppressziv hatasok molekularis hattere nem pontosan ismer [261]. Emlédaganat

sejtekben apoptozist €s sejteiklus leallast valtott ki INOS indukciojan keresztiil [262].

49



4. Célkitiizések

Az emberi testben a gazdaszervezettel szoros kapcsolatban nagyszamu baktériumfaj é1.
Kiilsé és belso tényezok (étrend, higiénia, genetikai tényezék, immunrendszer antibiotikumok
¢s xenobiotikumok szedése stb.) befolyasolhatjdk a mikrobiom Osszetételét. Az
emésztorendszeri mikrobiom diszbiozisa szamos betegséggel, tobbek kozott az emldtumor
kialakuldsaval is Osszefliggésbe hozhatd. Feltételezziik, hogy a bélrendszerben keletkezd
triptofan eredetli bakterialis metabolitok, az IPA és az IS a vérarammal eljutnak az emlétumor
sejtekhez és megvaltoztathatjak a tumorsejtek jelatviteli utvonalait, ezaltal befolyasolhatjak a
rakos sejtek milkodését. Feltételezziik tovabba, hogy megvaltozik ezen metabolitok

bioszintézise emlddaganatban.

Ezek alapjan vizsgélataink fobb céljai és megvalaszoland6 kérdései a kovetkezok voltak:

o Az IPA és az IS bioldgiai és citosztatikus hatasainak vizsgalata in vivo emlétumor
sejtekkel oltott egérmodellben.

e Meghatarozni a folyamatokat, amelyeken keresztil az indol szarmazékok
daganatellenes hatdst gyakorolnak az emld adenokarcindma sejtvonalakra.

o Osszefiiggéseket azonositani az emlédaganatos betegek thlélése és az antitumor
hatasokat kozvetitd receptorok, valamint az IS bioszintézist reguldlé enzimek
kifejezddése kozott in silico elemzések soran.

e Az indol szdrmazékok hatédsaiért felelds receptorok intratumoralis expresszidjanak
karakterizalasa emldrakos betegek szovetblokkjain.

e Az indol bioszintézisben résztvevd baktériumok €és bakterialis enzimek mennyiségének

meghatarozasa human emlddaganatos mintakban.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Reagensek

A felhasznalt anyagokat, tobbek kozott az IPA-t (57400) és az IS-t (13875), a GSH-t
(G4251), N-acetil-ciszteint (NAC) (A7250), MitoTEMPO-t (SMLO0737) és ketokonazolt
(K1003) Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, MO, USA) szereztiik be. Kisérleteink soran IPA és IS
bakteridlis metabolitokat a human referencia szérumkoncentracionak (IPA 0,4 és 0,8 uM; IS 2

¢és 4 uM) megfelel koncentraciotartomanyban alkalmaztuk [218, 236, 247, 249, 250, 263]. Az

crer

crer

MedChemExpress cégtél (MCE, Monmouth Junction, NJ, USA, HY-12684) beszerzett AHR
inhibitort (CH223191) 10 uM végkoncentracioban hasznaltuk.

5.2. Sejtvonalak és sejttenyésztés

Az egér emlétumor 4T1 és human emld adenokarcindma ZR75-1 sejtvonalakat RPMI-
1640; (Sigma-Aldrich, R5886) sejttenyészté médiumban, 10% hdinaktivalt fotalis marha
szérum (FBS) (Sigma-Aldrich, F2442), 1% penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, P4333),
1% glutamin (Sigma-Aldrich, G7513) és 1% piruvat (Sigma-Aldrich, S8636) jelenlétében 37

°C-on, 5 % szén-dioxid tartalmu inkubatorban tenyésztettiik.

Az SKBR-3 és MDA-MB-231 human emldé adenokarcindma sejteket Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, 1000 mg/1 gliikoz, D5546) tapfolyadékban
tartottuk fenn, kiegészitve 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin és 1% glutamin keverékkel.

Az MCF7 human emlé adenokarcindma sejtvonalat a kovetkezd tapkozegben
novesztettilk: Minimum Essential Médium (MEM; Sigma-Aldrich, R8042), 10% FBS, 1%

penicillin/streptomycin és glutamin koktél.

Human primer fibroblaszt sejteket 20% FBS, 1% penicillin/streptomycin és glutamin
tartalmtt DMEM (Sigma-Aldrich, 1000 mg/1 gliikkoz, D5546) tapfolyadékban tartottuk fenn 5%
szén-dioxid jelenlétében, 37 °C-on.
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5.3. In vitro sejtproliferaciés vizsgalatok

5.3.1. Szulforodamin B teszt

A sejtek proliferacidjat szulforodamin B (SRB) (Sigma-Aldrich, 230162) festéssel
vizsgaltuk. Triklor-ecetsavval (TCA) (Sigma-Aldrich, T6399) fixalt mintakban az SRB festék
a fehérjék bazikus aminosav oldallancaihoz pH-fliggd modon elektrosztatikusan kotodik.
Lugos kozegben a festék felszabadul és mennyisége spektrofotometrias modszerrel hatarozhatd
meg. A sejteket 96-1yuka lemezen (4T1-1500 sejt/lyuk; ZR75-1 — 3000 sejt/lyuk; SKBR-3 —
5000 sejt/lyuk; MDA-MB-231-3000 sejt/lyuk; MCF7—4000 sejt/lyuk; human fibroblaszt - 7500
sejt/lyuk) tenyésztettiik és kiilonboz6é koncentracioja IPA-val (0,1 uM; 0,2 uM; 0,4 uM; 0,8
uM; ) vagy IS-sel (0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 4 uM ) kezeltiik 24 oran keresztiil. Ezt
kovetden a sejteket 50%-0s TCA-ban fixaltuk (végkoncentracid: 10%), és 1 oran at 4 °C-on
inkubaltuk. A sejttenyészt6 lemezeket desztillalt vizzel mostuk 5 alkalommal, majd 0,4% (m/V)
1 %-o0s ecetsavas SRB oldattal festettiik 10 percig. A nem kot6dott festéket 1%-0s ecetsavval,
OtszOr ismételt mosassal tavolitottuk el. A kotott festéket 10 mM-os Tris bazisban oldottuk fel,
majd az abszorbanciat 540 nm hullamhosszon detektaltuk spektrofotométerrel (Thermo

Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) [203].

5.3.2. Kolonia formalas vizsgalat

A sejtek kolonia formalo képességének vizsgalatdhoz 6-lyuka lemezeken szélesztettiik
a sejteket (4T1-500 sejt/lyuk; MCF7-1000 sejt/lyuk; SKBR-3-1500 sejt/lyuk) teljes taptalajban,
majd IPA és IS bakteridlis metabolitokkal kezeltikk 7 napon at. Kezeléseket kovetden a
kolonidkat kétszer mostuk PBS-ben, majd 15 percen keresztiil metanolban fixaltuk, levegén
szaritottuk, végiil May-Griinwald-Giemsa oldattal 20 percig festettiik. A kolonidk szamat

Image J szoftver segitségével hataroztuk meg.

52



5.4. Citotoxicitas meghatarozasa

Az IPA és IS kezelések altal kivaltott sejtpusztulast propidium-jodid (PI; Biotium,
Fremont, CA, USA, 40016) felvétellel vizsgaltuk. A sejteket 6-lyuka lemezen szélesztettiik
(4T1-75000 sejt/lyuk; MCF7-150000 sejt/lyuk; SKBR-3-200000 sejt/lyuk; human fibroblaszt
- 200000 sejt/lyuk) és kezeltiik [PA-val és IS-sel 24 oran keresztiil. A sejteket 100 pg/ml Pl
oldattal jeloltiik 37 °C-on 30 percig, majd PBS mosast kdvetéen aramlasi citométerrel (FACS

Calibur, BD Biosciences) analizaltuk a mintakat.

5.5. Apoptozis vizsgalata AnnexinV-FITC-propidium-jodid kettos jeloléssel

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyanak meghatidrozasahoz AnnexinV-FITC-
propidium-jodid (Invitrogen, OR, USA, V13242) kett6s festést végeztiink. Az apoptotikus
sejtek korai markere a citoplazmamembran belsé oldalan lokalizalodo foszfatidil-szerin (PS)
athelyezddése a kiils6 membranra, melyet fluoreszcens festékkel (FITC) konjugélt AnnexinV
molekula kotédésével detektaltunk. A nekrotikus sejtek elkiilonitéséhez PI jelolést
alkalmaztunk. A sejteket 6-lyukt lemezeken (4T1-75000 sejt/lyuk; MCF7-150000 sejt/lyuk;
SKBR-3-200000 sejt/lyuk; human fibroblaszt - 200000 sejt/lyuk) szélesztettiik, majd 24 oras
IPA és IS kezelés utan 10° szamu sejtet 100 pg/ml P1 oldattal és 5 pl AnnexinV-FITC festékkel
jeloltiik, a gyartoi utasitast kovetve. Az apoptotikus €s a nekrotikus sejtek szamat aramlasi

citometridaval, Flowing Software 2.5.1. segitségével elemeztiik.

5.6. Impedancia alapu sejtanalizis

Impedancia alapt sejtadhéziés méréseket ECIS Z® késziiléken (ECIS Z modell,
Applied BioPhysics Inc. Troy, NY, USA) végeztik sejt-sejt és sejt-felszin kapcsolatok
meghatarozasdhoz. A 4T 1 sejteket (40000 sejt/lyuk) specidlis, aranyelektrodas 8W10E 8-lyuku
kamraban ndvesztettiik 20 6ran keresztiil, majd IPA és IS kezeléseket kovetden a letapadt sejtek
impedancia spektrumat 24 6ran at folyamatosan mértiikk. Valtakozo fesziiltségli méréseket a
kovetkezod frekvenciak mellett: 62,5, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000, 16 000, 32 000 és
64 000 Hz végeztiik. A referenciaként sejt nélkiili tapfolyadékot hasznaltunk [20].

53



5.7. Immuncitokémia

Az immuncitokémiai vizsgalatokat hasonloan végeztiikk el, mint [20]. A konfokalis
mikroszkoppal végzett mérésekhez a 4T1 sejteket feddlemezek felszinére ndvesztettiik, majd
24 oran at IPA vagy IS megadott koncentracidival kezeltiik. A sejteket PBS mosast kovetden
4%-os paraformaldehiddel fixaltuk 15 percig, majd 1%-0s Triton X-100-PBS oldatban 5 percig
permeabilizaltuk szobahémérsékleten. Ezutan 1% BSA-PBS oldatban blokkoltuk az
aspecifikus kotéhelyeket 1 6ran at, majd TexasRed-X Phalloidin festékkel (1: 150, Invitrogen,
Oregon, USA, T7471, 1 ¢6ra, 4 °C) jeloltiik a citoszkeletalis aktint a mintdkban. A sejtmagokat
DAPI (1:10, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA, R37606) festéssel
vizualizaltuk. Haromszori PBS mosast kovetden a feddlemezeken 1€v6 sejteket Mowiol/Dabco
oldatban targylemezre forditottuk. A mikroszkopos felvételeket Leica TCS SP8 konfokalis
mikroszkoppal készitettiik, és LAS AFv3.1.3 szoftverrel dolgoztuk fel.

5.8. Sejtmigracios teszt

A 4T1 sejteken Boyden-kamraban (Corning BioCoat Matrigel invazios kamra; Corning,
NY, USA 354480, 354481) migracios teszteket végeztiink hasonléan, mint [19]. A migracios
kamrakban a sejteket Matrigéllel eldkezelt membranokon (50000 sejt/lyuk) szérummentes
tapkozegben tenyésztettiik, majd 24 6ran keresztiil 2 uM IS-sel kezeltiik. A migracio kivaltasara
a kamra alsé része szérummal kiegészitett tapfolyadékot és 100 ng/ml SDF-1a (Sigma-Aldrich,
SRP4388) kemoattraktanst tartalmazott. A nem migraldo 4T1 sejteket PBS oldatban tortént
mosassal eltavolitottuk a membran felszinérdl, ezutan a migracidt mutatod, az als6 membranhoz
kotodott sejteket a gyartd utasitasainak megfeleléen fixaltuk, hematoxilin-eozin (VWR, PA,
USA, 95057-844) festékkel festettiik, majd targylemezre helyeztiik a membrant (13. édbra). A
mintakrol Opera Phoenix nagy ateresztoképességii konfokalis képalkotd berendezéssel készitett
felvételeket Harmony 4.6 szoftver segitségével analizaltuk. A migracido meghatarozasahoz a

Matrigél kontroll membranon keresztiil migralt sejtek szdzalékos aranyat hasznaltuk.
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migralt sejtek a membranon

szérummentes médium
A migralt sejteket a membrannal egydtt eltavolitjak,

/ 4T1 sejtszuszpenzid nem migralt sejtek festik, majd targylemezre helyezik. @
— — ﬁH | [ — ®
24 ora \ l /

/ membran eltavolitasa

teljes médium + SDF 1a o . migralt sejtek
membran migralt sejtek

matrigél

13. abra A sejtmigrdcios teszt sematikus osszefoglaldsa

A 4T1 sejteket szérummentes kdzegben a Boyden-kamra fels6 részében tenyésztettiik €s 24 oran at 2 uM indoxil
szulfattal kezeltiik, mig a kamra alsé felében 1év6 szérummal és kemoattraktanssal kiegészitett médium elésegitette
a sejtek vandorlasat. 24 ora elteltével, a nem atvandorolt sejteket eltavolitottuk, majd az als6 membranhoz kotott

atvandorolt sejteket hematoxilin-eozin festékkel jeloltiik és targylemezre helyeztiik.

5.9. Az emlédaganat ossejtek vizsgalata

5.9.1. Oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodas mérés

A 4T1 sejtek oxigénfogyasztisat (oxygen consumption rate (OCR, a mitokondrialis
oxidaciora jellemzd értek) €s a pH valtozasokat, az ugynevezett extracellularis savasodasi
mértékét (extracellular acidification rate (ECAR), a glikolizis mérése) XF96 oximéterrel
(Seahorse Biosciences, North Billerica, MA, USA) hataroztuk meg. A 4T1 sejteket 96-lyuku
XF96 lemezeken tenyésztettiik (2000 sejt/lyuk) és kezeltiik 2 uM és 4 uM koncentracioju IS-
sel 24 6ran at. Az OCR és ECAR értékeket 30 percenként rogzitettiik, majd az adatokat SRB

teszt segitségével a fehérjetartalomra normalizalva dbrazoltuk.

5.9.2. Aldehid-dehidrogenaz (ALDH) pozitivitas mérés

Az eml6tumor 6ssejtek azonositdsahoz az ALDH1 pozitiv sejtek aranyat a populacidban
Aldefluor festés (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada, 01700) segitségével hataroztuk
meg. A 4T1 sejteket 6-lyuku lemezeken ndvesztettiik (100000 sejt/lyuk), és 24 oran at kezeltiik
IPA (0.8 uM) és IS (4 uM) adott koncentracioval. Pozitiv kontrollként SKBR-3 sejtvonalat
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hasznaltunk. A gyartéi utasitas alapjan eldkészitett és festett mintdk ALDHI sejtarany
valtozasat aramlasi citométerrel detektaltuk, az eredményeket a Flowing Software 2.5.1

hasznalataval értékeltiik. A méréseket a hasonléan végeztiik, mint [19].

5.10. A lipidperoxidacio vizsgalat

Az oxidativ-nitrozativ stressz soran keletkezd ROS és RNI, elsdsorban a tobbszordsen
telitetlen lipidek peroxidaciojat eldidézve, reaktiv elektrofil aldehidek (4-hidroxinonenal
(4HNE) ¢és malondialdehid (MDA)) keletkezését indukalja [264]. Ezen bioaktiv markerek a
fehérjék lizin, cisztein és hisztidin oldallancaihoz kovalensen kotédve stabil protein adduktot
képeznek [265], meghatarozasuk kulcsfontossagi az oxidativ folyamatok intenzitasanak
monitorozasdhoz. A lipidperoxidaciét a tiobarbitursav-reaktiv termékek (TBARS)
meghatarozasaval [266], valamint a 4HNE-modositott fehérjék Western blot technikaval tortént
kimutatisaval jellemeztik [138]. A 4T1 sejteket 75 cm?-es sejttenyésztd flaskakban
novesztettiik, majd 24 oran keresztiil kezeltiik IPA (0.4 uM vagy 0.8 uM) vagy IS (2 uM vagy
4 uM) metabolitokkal. Tovabbi kisérletekben 0.8 uM IPA és GSH/NAC antioxidans (5 mM)
kombinaciokkal, valamint IS (2 uM vagy 4 uM) és AHR (10 uM) vagy PXR (25 uM) receptor
inhibitorokkal kezeltik a sejteket. A PBS oldatban mosott és centrifugalassal iilepitett
sejtpellethez hozzaadtunk 8,1% SDS-t, 20% ecetsavat, 0,8% tiobarbitursavat (TBA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA, T5500) és desztillalt vizet, majd 96 °C-on 1 6ran at melegitettiik.
A mintdk hiitését és centrifugaldsat kovetden a sejtfeliiliszd abszorbancidjat 540 nm

hullamhosszon mértik.

5.11. mRNS izolalas, reverz transzkripcié és RT-qPCR

A reverz transzkripciot kovetd PCR reakciot (RT-qPCR) hasonléan végeztiik [267]. A
sejtekbdl total RNS-t TRIzol reagens (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA, 15596026)
alkalmazésaval izolaltuk, a gyartdi utasitasnak megfelelden. A mintdk tisztasagat ¢és
koncentraciojat NanoDrop1000 késziilékkel (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman,
MA, USA) ellendriztiik.

A reverz transzkriptaz (RT) reakci6 soran a gyartd leirasat kovettiik (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA, 4368814) és 2 pug RNS-t hasznaltunk fel. Az RT reakciot
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kovetden nyert cDNS mintéakat tizszeresére higitottuk és valds idejii kvantitativ PCR (QPCR)
reakciot végeztiink, az amplifikdciohoz qPCRBIO syGreen Lo-ROX Supermixet (PCR
Biosystems Ltd., London, Egyesiilt Kiralysdg, PB20.11-01), valamint a vizsgalandé gének

primerparjait hasznaltuk.

A kvantitativ PCR soran hasznalt primereket Primer3 v0.4.0 szoftverrel

(https://primer3.ut.ee/) terveztiik és az ellenérzésiiket Oligo Analyser v1.0.2 programmal

végeztiik. A primerparok specificitasat blastn programmal

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) ellenériztiik. A génexpresszids vizsgalatokat Light-

Cycler 480 II késziilékkel (Roche Applied Science, Bazel, Svajc) végeztilk. Minden minta
esetében harom technikai parhuzamossal dolgoztunk, valamint nukleazmentes viz kontrollt
alkalmaztunk. Az adatokat haztartdsi gének (36B4, ciklofillin) geometriai atlagahoz
normalizaltuk. A vizsgalt gének relativ expresszidjat a mintdkban AACP mddszerrel

allapitottuk meg. A felhasznalt primerek szekvenciai az 5. tablazatban olvashatoak.

5. tablazat RT-qPCR reakciokban alkalmazott egér és human primerparok

Gén név Egér forward primer (5°-3°) Egér reverz primer (5°-3°)
36B4 AGATTCGGGATATGCTGTTGG AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC
CAT CCTTCAAGTTGGTTAATGCAGA CAAGTTTTTGATGCCCTGGT

Ciklofillin TGGAGAGCACCAAGACAGACA TGCCGGAGTCGACAATGAT

Fofbpl CAAGGTCCAAGAAGCTGTCTCCA | AGCTCCAAGATTCCCCACAGAAC
GPX2 GTTCTCGGCTTCCCTTGC TTCAGGATCTCCTCGTTCTGA
GPX3 GGCTTCCCTTCCAACCAA CCCACCTGGTCGAACATACT
MMP9 CATTCGCGTGGATAAGGAGT ACCTGGTTCACCTCATGGTC
SOD3 CTCTTGGGAGAGCCTGACA GCCAGTAGCAAGCCGTAGAA
Tgfb3 GGCGTCTCAAGAAGCAAAAGGAT | CCTTAGGTTCGTGGACCCATTTC
Vim CTCCAGAGAGAGGAAGCCGAAAG | CCTGGATCTCTTCATCGTGCAGT

Gén név Human forward primer (5°-3”) Human reverz primer (5°-3%)
36B4 CCATTGAAATCCTGAGTGATGTG GTCGAACACCTGCTGGATGAC
AHR TTGAACCATCCCCATACCCCAC | GAGGTTCTGGCTGGCACTGATA

Ciklofillin GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC CTTGCCACCAGTGCCATTATG
PXR AGTGAAGGTTCCCGAGGACATG TTGTCACAGAGCATACCCAGCA
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5.12. Fehérje extrakcio és Western blot

A fehérje mintak tisztitasat, elvalasztasat és analizisét [20] alapjan végeztiik. A 4T1
sejteket RIPA pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5%
natrium-deoxikolat, | mM EDTA, 1 mM NasVOs, | mM PSMF, 1 mM NaF, protedz inhibitor
koktél) lizaltuk. A mintak fehérjetartalmat Pierce BCA reagenssel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA, 23225) mértiik. A fehérje lizatumok (20-50 pg) molekulatomeg szerinti
elvalasztasat 10%-os SDS poliakrilamid gélen végeztiikk molekulastly marker mellett (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 26619), majd nitrocellul6z membranokra (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA, 1620097) blottoltuk a fehérjesavokat. Ezutan a membran szabad
kotohelyeit 5%-0s BSA-t tartalmazd 1xTBS-Tween pufferben blokkoltuk 1 o6ran at
szobahdmérsékleten, majd a vizsgalt fehérjék ellen termeltetett elsddleges antitestekkel jeloltiik
egy ¢éjszakan at 4 °C-on (6. tablazat). A membranokat 1x TBS-Tween oldattal torténd ismételt
mosasa utdn 1 o6rdn keresztlil szobahOmérsékleten, az elsddleges antitestnek megfeleld
peroxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel (1: 2000, Cell Signaling Technology, Inc.,
Beverly, MA, USA, 7074) jeloltik. Végiil a membranokat kétszer 10 percig TBS-Tween
pufferben, és egyszer 10 percig TBS-ben mostuk. Az antitestekkel jelolt savokat
kemilumineszcens reakcioval (SuperSignal West Pico Solutions, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, IL, USA, 35060), ChemiDoc Touch Imaging géldokumentacios rendszerrel (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) detektaltuk. A savok intenzitasat Image J szoftverrel hataroztuk meg
[268].
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6. tablazat A Western blot vizsgalatokhoz hasznalt antitestek és azok higitasai

Antitest Alkalmazott higitas Forgalmazé
4HNE 1:1000 Abcam (ab46545)
ACC 1:1000 Cell Signaling (#3676)
AMPKa 1:1000 Cell Signaling (#5832)
Anti-egér IgG, Peroxidaz 1:2000 Sigma-Aldrich (A9044)
antitest
Anti-nyul IgG, HRP-konjugalt 1:2000 Cell Signaling (#7074)
antitest
E-cadherin 1:1000 Cell signaling (#3195)
FOXO1 1:1000 Cell Signaling (#9454)
iINOS 1:1000 Novus (NB300-605)
Nitrotirozin 1:1000 Millipore (06-284)
NRF2 1:1000 Abcam (ab31163)
PGCI1p 1:1000 Abcam (ab176328)
Foszfo-ACC (Ser79) 1:1000 Cell Signaling (#3661)
Foszfo-AMPKa (Thr172) 1:1000 Cell Signaling (#2535)
Snail 1:1000 Cell signaling (#3879)
Vimentin 1:1000 Cell signaling (#5741)
Z0-1 1:1000 Cell signaling (#8193)
B-Aktin 1:20000 Sigma-Aldrich (A3854)
B-Catenin 1:1000 Sigma-Aldrich (C7082)

5.13. Human székletfehérje lizatumok eléallitasa

A székletfehérjéket a leirtak szerint izolaltuk [19, 269]. A 3-as betegcsoportba tartozo
(I. kés6bb) székletmintakat RIPA lizis pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1%
Triton X-100, 0,5% natrium-deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM NazVO4, 1 mM PMSF, 1 mM
NaF, proteaz inhibitor koktél) homogenizaltuk, majd (Qsonica Q125 Sonicator, Newtown,
Connecticut, USA) 3-szor 30 masodperc 50% -os amplitadoja ultrahanggal feltartuk.
Centrifugélast kovetéen 100 pl sejtfeliiliszohoz 8 pl B-merkaptoetanolt és 25 ul 5x SDS
mintapuffert (50% glicerin, 10% SDS, 310 mM Tris HCI, pH 6,8, 100 mM ditiotreitol (DTT),

59



0,01% bromfenolkék) adtunk. Végiil a székletfehérje mintakat 10 percig 96 °C-on melegitettiik,
¢s késobbi feldolgozésig -70 °C-on taroltuk.

5.14. E. coli TnaA meghatarozasa

Az E. coli DH5a sejteket folyékony LB taptalajban tenyésztettiik, és egy éjszakan at 37
°C-on inkubaltuk ovatos razatas mellett. A centrifugélassal iilepitett sejteket RIPA puffer (50
mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5% natrium-dezoxikolat, | mM EDTA,
1 mM NasVOs4, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, proteaz inhibitor koktél) felhasznélasaval lizaltuk.
Ezutan a mintdkat haromszor 30 masodpercig, 50%-os amplituidé mellett ultrahanggal
szonikaltuk (Branson Ultrasonic Sonifier S-250A, Thermo Fisher Scientific Inc. Rockford, IL,
USA). Centrifugalas utan 8 pl B-merkaptoetanolt és 25 pl 5x SDS mintapuffert (50% glicerin,
10% SDS, 310 mM Tris HCI, pH 6,8, 100 mM DTT, 0,01% bromfenolkék) adtunk hozza 100
ul sejtfeliiliszohoz. Ezt kdvetden a mintakat 10 percen keresztiil 96 °C-on melegitettiik, majd
-70 °C-on taroltuk felhasznalasig. A fehérje extraktumokat (40 ul) 8%-0s SDS-PAGE gélen
szeparaltuk és nitrocelluloz membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, 1620097)
transzferaltuk. A membranon elvalasztott fehérjéket Ponceau-voros festékkel (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, P7170) jeloltiik, majd PBS-ben tortént mosasokat kdvetden az aspecifikus
kotohelyeket 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten blokkoltuk 5%-os BSA tartalmt 1x TBS-
Tween pufferben. Ezutdn a membranokat TnaA ellenes elsddleges antitesttel (1:2000,
Assaypro, St. Charles, USA, 35517-05111) inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C hémérsékleten.
Héaromszor 10 perc TBS-Tween oldatban tortént mosds utdn 1 6rdn at peroxidazzal jelolt
masodlagos antitesttel (1: 2000, Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, USA, 7074)
inkubaltuk a membranokat, majd kétszer 10 perc TBS-Tween és 1-szer 10 perc TBS oldattal
mostuk. A kemilumineszcens jelet ChemiDoc Touch Imaging késziilékkel (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) tettiik lathatova. A blottok értekeléséhez Image J szoftvert hasznéltunk, majd
Ponceau-voros festékkel jelolt teljes fehérjetartalomra normalizéltuk. A kisérletben hasznalt

elsddleges ¢és a masodlagos antitesteket az 7. tdblazat tartalmazza.
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7. tablazat Az E. coli TnaA meghatarozasahoz hasznalt elsédleges antitestek és higitasai

Antitest Alkalmazott higitas Forgalmazé
Anti-egér IgG, Peroxidaz 1:2000 Sigma-Aldrich (A9044)
antitest
E. coli TnaA 1:2000 Assaypro (33517-05111)

5.15. Allatkisérletek

5.15.1. Kisérleti allatok

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
(DEMAB) altal jovahagyott és regisztralt engedély alapjan (engedély szama: 1/2015/DEMAB)
végeztik, 6sszhangban a hatalyos 1998. évi XXVIIL. ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl”
sz616 torvény, a 40/2013. , Kormanyrendelet az allatkisérletekr6l” és az Europai Unids
(2010/63/EU Direktiva) ,Iranyelv a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl”

eldirasaival. Allatkisérleteket az ARRIVE irdnyelveknek megfelelden irjuk le.

Munkankhoz 14-16 hetes (20-25 gramm), immunkompetens BALB/c ndstény egereket
véletlenszeriien kivéalasztva kettd, 10-10 fés kisérleti csoportba soroltuk. Osszesen 20-20 egeret,
kisérletenként 10 kontroll és 10 IPA vagy IS kezelt egeret hasznaltunk fel. Az éllatokat a
Debreceni Egyetem Elettudomanyi Kozpont Kisérleti Allathaz ,,MD” (minimal disease)
teriiletén tartottuk, a kisérletek soran a kezeléseket SPF (specifikus korokozomentes)
mindsitésii részlegén végeztiik. Az eldirdsoknak megfelelden naponta almozott, papircsovekkel
kornyezetgazdagitott, standard méretii (65 x 207 x 140 mm, feliilete 530 cm?) ketrecekbe
legfeljebb 6t egeret helyeztiink el. Az allatokat kontrollalt koriilmények kozott 12-12 6ra sotét-
vilagos ciklusokat valtva, egyenletes hdmérsékleten, az ivovizhez és ragesalotaphoz szabad
hozzaférést biztositva tartottuk. Minden allat az iranyelvek szerint humdnus bandsmodban
részesiilt, gondozasukat megfeleld szakképesitésii személyzet, allatorvosi feliigyelet mellett

latta el.
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5.15.2. 4T1 emlétumor xenograft létrehozasa BALB/c egerekben

Kisérleteink soran PBS-ben oldott 2 x 10%/ml szamu 4T1 sejteket megegyezé térfogath
jéghideg Matrigélben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, E1270) szuszpendaltuk, majd 50-
50 ul térfogatu injekcid formajaban néstény BALB/c egerek masodik inguindlis emlébimboja
ala oltottuk mindkét oldalon (10° sejt/injekcid). A tumor ndvekedését és az allatok egészségi

allapotat naponta ellendriztiik (14. abra).

5.15.3. IPA Kkezelés

A kisérlethez 10 kontroll és 10 IPA kezelt egeret hasznaltunk fel. A kezeléseket oralis
szondazassal (,,gavage”) 1 nmol/g (0.18921 mg/ttkg) dozisban, naponta 9 és 11 ora kozott

ugyanabban az id6ben végeztiik el 2 héten keresztiil. A dozis korrelalt az IPA szérum referencia

crcr

crer

ttg terapias dozisban részesiiltek, mig a kontroll egerek sterilizalt csapvizet kaptak ,,per 0s”. Az
oltast kovetd 14. napon nyaki diszlokacidval tortént az allatok terminalasa, mely soran az
elsddleges daganatokat és attéteket eltavolitottuk késdbbi szdvettani elemzés céljabol. A

kisérlet tipusa randomizalt, placebo-kontrollalt kettds-vak vizsgalat volt (14. bra).

5.15.4. IS kezelés

A kisérlet sordn az IS kezelt csoportba véletlenszeriien sorolt 10 egér oralis szondan
keresztiil IS kezelésben részesiilt naponta egyszer, 9 és 11 6ra kozott (2 nmol/g dozis), mig a
kontroll csoporthoz tartozd 10 egér sterilizalt csapvizet kapott. Az alkalmazott dozis az IS
sterilizalt csapvizben készitettiik, s felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. Ezt a tdrzsoldatot
higitottuk a tovabbiakban mindennap a kezelések eldtt sterilizalt csapvizben, melybdl 100 pl/30
ttg dozist kaptak. Az allatokat nyaki diszlokacidval termindltuk az oltastol szamitott 14. napon,

majd szovettani vizsgalatokhoz a primer tumorokat €s metasztazisokat eltdvolitottuk (14. abra).

62



Oltas Kezelés Terminalas

14-16 hetes, néstény BALB/ ¢ egerek

(n=10/10) IPA /IS
VS.
Kontroll |
ey —) —
o
U 14 nap
10° 4T1 sejt /inguinalis emlébimbo
1. nap 14. nap

Primer tumorok eltavolitasa
Tumor infiltracid értékelése
Metasztazisok eltavolitasa

Szovettani feldolgozas

14. abra Az dllatkisérletek dsszefoglaldsa

Nostény BALB/c egerek masodik inguinalis emlébimbdja ala 4T1 emlétumor sejteket oltottunk mindkét oldalon
(200000 sejt/egér). A xenograft oltas az allatok 14-16 hetes koraban (n=10/10) tortént, majd 2 héten keresztiil,
naponta szajon at IPA (1 nmol/g) vagy IS (2 nmol/g) kezelésben részesiiltek, mig a kontroll csoport sterilizalt
csapvizet kapott. Az allatok terminalasa az oltastol szamitott 14. napon tortént, mely utan meghataroztuk a primer
tumorok szamat és méretét, értékeltiik a primer tumorok infiltracios kapacitasat, a kialakult attétek szamat és

tomegét, valamint szovettani feldolgozast is végeztiink.

Roviditések: IPA (indolpropansav), IS (indoxil szulfat)

5.15.5. Tumor infiltracios kapacitas, tumor tomeg és TIL meghatirozasa

Az Aallatok terminalasat kovetd boncolds soran értékeltiik a primer tumorokat

makroszkopos megjelenés és a kdrnyez6 szoveti infiltracié alapjan [19, 20].

crer

emld alloméanyban lokalizalt, s nem sz{irddott be az kornyezd izmokba.

- A, kozepes infiltracioji” tumor esetében a daganat a kornyezo izmokat is érintette,
de nem penetralt a hasfalba.

- ,,Magas infiltracios” kapacitdsu értékelést adtunk, ha a primer tumor az

izomrétegen keresztiil behatolt a hasfalba.
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Boncolas soran a primer €s metasztatikus tumorokat egyarant eltavolitottuk, tomegiiket

analitikai mérlegen hataroztuk meg (14. abra).

A TIL aranyat formalinban fixalt, paraffinba agyazott, majd hematoxilin-eozinnal festett
(VWR, PA, USA, 95057-844) szovettani mintakban hatarozta meg Dr. Csonka Tamas (TIL

szama/100 tumorsejt).
A mitdzis értékelését a kovetkezok alapjan végezte:

e 1 pont: kevesebb, mint 6 mitotikus sejt
e 2 pont: 7-13 mitotikus sejt

e 3 pont: tobb mint 14 mitotikus sejt

5.16. Human mintakon végzett epidemiologiai vizsgalatok

Az indol szarmazékok bakterialis bioszintézis valtozasat, valamint az IPA és IS hatésait

kozvetitd receptorok kifejezddését harom eltérd betegcsoport mintain vizsgaltuk.

5.16.1 Human széklet DNS mintak vizsgalata (Betegcsoport 1.)

Vizsgalataink soran 48 kontroll és 46 eml6tumoros beteg széklet DNS mintait

hasznaltuk fel, melyekbdl meghataroztuk a TnaA-t kodol6 DNS mennyiségét.

A human székletmintakat 50 és 74 év kozotti egészséges onkéntesektdl és emldrakos
betegektdl kollaboracids partnereink az amerikai Nemzeti Rakkutatdé Intézetben (National
Cancer Institute - NCI), a Coloradéi Kaiser Permanente Egészségkutatd Intézetben (Kaiser
Permanente Colorado Institute for Health Research - KPCO IHR), a Marylandi
Orvostudomanyi Egyetem Genomikai és Bioinformatikai Kutatokézpontjaban (University of
Maryland School of Medicine Institute for Genome Sciences — UMSOM IGS), és a Research

Triangle Instituteban gytijtotték. A tanulmany részletei az alabbi tablazatban lathatoak.
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8. tablazat Betegcsoport 1.

Egészséges
Betegcsoport 1. Emlétumoros beteg
onkéntes
46
Létszam 48 0. stadium I. stadium II. stadium 111, stadium
11 23 10 2
Eletkor 50-74 év

A Betegcsoport 1. mintait Goedert és munkatarsai adtak rendelkezésiinkre [14]. A betegek stadiumba osztasa

Howlader és munkatarsai altal leirtaknak megfelelen tortént [270].

A vizsgalati protokollt és mintaanyagot mind a NCI, KPCO és RTI intézetek Intézményi
Feliilvizsgélati Testiiletei (Institutional Review Board — IRB) jovahagytdk (IRB szdm:
11CN235). A tanulmany eredményeit Goedert és munkatarsai publikaltak [14]. A vizsgalatok

elvégzése elott beleegyezd nyilatkozatot irtak ala a résztvevok.

A tanulmany soran hasznalt modszereket a vonatkozo irdnyelveknek és eldirdsoknak
megfelelden hajtottuk végre. A bakterialis TnaA-t kodold6 DNS mennyiségét a Betegcsoport 1.
mintdiban qPCR reakcioval hataroztuk meg, melyhez 10 ng széklet DNS-t hasznaltunk. A

primereket az 9. tablazat tartalmazza.

65



9. tablazat Bakterialis TnaA Kkifejezédésének vizsgalata soran az RT-qPCR reakciokhoz

hasznalt oligonukleotidok szekvenciai

Gén név Forward primer (5°-3°) Reverz primer (5°-3”)
Alistipes GCCTCGAAGACGATCAAGGAGAT | TCGAACATGATGCTGAACGACAT
shabhii

Bacteriodes | AACTGGAAATCCCGTTCAAAGGA | GTACGGGTTTGCCGTATTTGTCA
xylanisolvens
Clostridium GATGGAACGTCCAAACACTTTCG | ATATTTTCCGCCTTCCGGAACTT
sp.
Providencia CGTTTACGTGAGGGAGGGATTTC | ACCGCACGAACACCAGATTCTAA

rettgeri

5.16.2. Az IPA és IS hatasait kozvetito receptorok kifejezédése emlétumoros betegek

szovetmintaiban (Betegcsoport 2.)

Az TPA és IS receptorok intratumoralis expresszidjanak azonositdsahoz szoveti
mikroarray segitségével (tissue microarray - TMA) Dr. Csonka Tamas immunhisztokémiai

vizsgalatokat végzett 88 emlérakos beteg archivalt szovetblokkjainak felhasznalasaval.

Az emldrakos szovetek sebészi kimetszését kovetden, formalinban fixalt és paraffinba
agyazott szoveti mikroblokkok (TMA) késziiltek [271]. A vizsgalat a Debreceni Egyetem

Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsdganak engedélyével valosult meg.

A blokkok immunhisztokémiai festését kovetden a mintak értékelése a festddés
intenzitasat és szazalékos aranyat egyarant figyelembe vevd ,,H-score” pontrendszer alapjan

tortént [272]. Szoveti blokkonként harom technikai parhuzamos késziilt.

A vizsgalatban résztvevd betegek szovettani mintai kiilonbozé szempontok szerint
osztalyozhatoak. A primer daganat mérete, a regionalis nyirokcsomdé érintettsége €s tavoli
attétek jelenléte alapjan (TNM stadium) keriilt meghatdrozasra a miitéti preparatum patologiai
stadiuma [87]. A tumorsejtek differencialtsagi fokat a prognosztikai jelentdségli szovettani
gradus (Nottingham-grade) értékeli, figyelembe véve a nukleéris pleomorfizmust, a mitotikus
aktivitast, valamint a tubulusképzd hajlamot. A szdvettani blokkok patologiai leletezését Dr.

Csonka Tamas és Dr. Torok Miklos végezte.
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Az immunhisztokémiai festés elemzése Leica Bond Max™ protokoll alapjan tortént. A

TMA vizsgalatokhoz hasznalt antitesteket az 10. tablazat foglalja 6ssze.

10. tablazat A szoveti mikroarray vizsgalatok soran alkalmazott antitestek és higitasai

Antitest Alkalmazott higitas Forgalmazé
AHR 1:200 Sigma-Aldrich (HPA029722)
PXR 1:1000 Thermo Fisher Scientific (PA5-72551)

5.16.3. E. coli TnaA expresszio meghatarozasa human széklet fehérje mintakban

(Betegcsoport 3.)

Az E. coli TnaA fehérje szintli génexpresszids valtozasait 35 emldrakos né széklet
fehérje mintdiban vizsgaltuk. A tanulmanyba 1. — III. patoldgiai stadiuma (TNM), valamint 1—
3. Nottingham szovettani gradus besorolasu, 57 év atlagéletkori beteget valogattak be

kollaboracids partnereink.

A tanulmdnyhoz invaziv duktalis karcindomdk nem specialis tipusaként (NST)
azonositott, valamint invaziv lobularis karcindéma (ILC) szOvettani besorolasii betegek

székletmintait gyiijtottiikk. Az egyéb szovettani tipusu tumorokat kizartak.

A székletmintak gylijtése és biobank létrehozasa az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
(ETT) jovahagyasaval tortént. A széklet transzplantacios eljarasokra vonatkozo hazai iranyelv
szerint a kovetkezd kritériumoknak eleget tevé betegeket kizartak a vizsgalatbol: (1)
kortorténetében emldrak szerepel, vagy neopldzia miatt mitéttek, (2) ismeretlen eredetli
betegségben szenved, (3) kronikus fertdzd betegségben szenved, (4) 6 honappal korabban
fert6z6 hasmenése volt, (5) antibiotikumot szedett a jelentkezést megel6z6 6 honapon beliil, (6)
kemoterapiat, biologiai terapiat vagy immunszuppressziv terapiadt kapott 6 hoénappal a
jelentkezés el6tt, (7) intravénas gyodgyszereket hasznalt a bevalogatas elétt 12 honappal, (8)
piercing, tetovalas, akupunktira vagy egyéb veszélyeztetd magatartds vagy cselekvés a
jelentkezést megel6zd 12 hoénapban, (9) allergén okozta tulérzékenységi reakcio, (10) 12
honappal a jelentkezés eldtt kolonoszkopian vald részvétel. A tanulményhoz az elsé reggeli
sz€kletbdl vett mintdkat gyijtottilk, majd a lefagyasztottuk €s biobankba helyeztiik a
székletiiritést kovetd két oran beliil. A mintakat késobbi feldolgozasig -70 °C-on taroltuk. A
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vizsgalatban résztvevok betegtajékoztatast kovetden beleegyezésiiket adtak. A vizsgalat soran
értékeltilk a betegek koros adatait és Osszehasonlitottuk az E. coli ThaA expresszidjat a

székletmintakban.

5.17. In silico analizis

Emlddaganatos betegek tulélése és a vizsgalt gének (AHR, PXR, Cyp2E1, SULT1A1
¢s SULTI1A2) kifejezddése kozotti Osszefiiggést Kaplan-Meier plotter adatbazis

(https://kmplot.com/analysis/) alkalmazasaval elemeztiik [271]. A TnaA szekvenciajat a KEGG
(www.genome.jp/kega/), PATRIC  (https://www.patricbrc.org/y és az  Uniprot

(www.uniprot.org) adatbazisok segitségével hataroztuk meg.

5.18. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket GraphPad Prism 7 programmal végeztiik. A normal eloszlas
elérése érdekében a normalizalt nyers adatokbol logz FC (fold change) értéket szdmoltunk. A
statisztikai szignifikanciat két csoport kozott - kezelt és kontroll csoport - parositatlan kétszelii
Student t-teszttel hataroztuk meg. Tobb csoport dsszehasonlitasahoz egyutas ANOVA tesztet
vagy Khi-négyzet probat végeztiink. A variancia-analizis soran Tukey vagy Dunnett post-hoc
teszteket alkalmaztunk. Az eredményeket atlag + SEM (mintakdzép hibaja) formaban adtuk

meg. Az aramlasi citométerrel mért adatokat a Flowing Software 2.5.1 hasznalataval értékeltiik.
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6. Eredmények

6.1. Antitumor hatasu indolpropansav jellemzése emlékarcinomakban

a4

6.1.1. Az indolpropansav szupplementacié csokkenti az emlérak progressziojat in vivo

Munkénk els6 1épéseként az IPA kezelés emlddaganatok novekedésére kifejtett hatdsait
tanulmanyoztuk 4T1 eml6tumor sejtekkel (200000 sejt/egér) oltott BALB/c egérmodellen. A
kisérletben 10 egér sterilizalt csapvizet ,,per 0s” kapott kontrollként, mig a kezelt csoportba
véletlenszeriien osztott masik 10 allat IPA kezelést kapott (1 nmol/ttg, p.o.). Az IPA kezelés
nem volt hatassal a primer tumorok kialakuldsara, mivel a xenograftok szdmaban, s azok
Ossztdmegében ¢€s egyéni méretében sem tapasztaltunk kiillonbséget a kontroll csoporthoz

képest (15A — C ébra).

A B
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15. abra 4T1 emldtumor sejtekkel oltott BALB/c néstény egerek indolpropdnsav kezelése nem befolydsolta a

primer tumorok kialakuldsat és azok tomegét

A xenograft oltas az egerek 14-16 hetes koraban (n=10/10) tortént, majd 2 héten keresztiil, naponta ,,per os” IPA
(1 nmol/g) vagy sterilizalt csapviz kezelést kaptak a fentebb ismertetett modon. Az allatok terminalasat kdvetden
mind az IPA kezelt és kontroll csoportban meghataroztuk (A) a primer tumorok szdmat, (B) dssztdmegét és (C)
egyedi tomegét. A statisztikai szignifikanciat a kontroll és a kezelt csoport k6zott parositatlan kétszélii Student t-

teszttel hataroztuk meg. Az adatokat atlag = SEM formaban adtuk meg.

Roviditések: IPA (indolpropansav)

Ugyanakkor az IPA kezelés szignifikdnsan csokkentette a primer tumorok invazivitasat

o

¢€s a kornyez0 szovetekbe vald beszlirddését (16A abra). Mindemellett az IPA adasa egerekben
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csokkentette a kialakulo attétek szamat (16B 4bra), valamint a metasztazisok teljes tomegét

(16C abra), ugyanakkor az attétek egyedi tomege nem valtozott (16D abra).
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16. dbra Indolpropdansav kezelés csokkentette az emlétumor kiornyezo szévetekbe torténd infiltrdaciojat és

metasztdzisok képzddését in vivo egérmodellben

4T1 emlStumor sejteket oltottunk néstény BALB/c egerekbe (n=10/10), majd naponta szajon at IPA (1 nmol/g)
vagy sterilizalt csapviz kezelést kaptak a fentebb leirt mddon. A kisérletet az oltastol szamitott 14. napon az allatok
terminalasaval zartuk, majd értékeltiik az IPA kezelt és kontroll csoportban (A) a primer tumorok infiltracios
kapacitasat, (B) a kialakult attétek szamat, (C) az attétek teljes tomegét és (D) egyedi tomegét. A statisztikai
szignifikanciat A és B panelek esetében Khi-négyzet probaval, mig C és D paneleken parositatlan kétsz&lii Student

t-teszttel hataroztuk meg. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. ***= p <0,001

Roviditések: IPA (indolpropansav)

A primer daganatok szdvettani elemzése soran emelkedett limfocita aranyt figyeltiink
meg (17A é&bra), tovabba csokkent az osztddo tumorsejtek aranya az IPA kezelt egerekben (17B
abra).
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17. dbra Indolpropdnsav kezelés daganatellenes immunvidlaszt indukdlt 4T1 emlGtumor sejtekkel oltott BALBIc

ndstény egerekben

4T1 emlStumor sejteket oltottunk néstény BALB/c egerekbe (n=10/10), majd 2 héten keresztiil, naponta szajon at
IPA (1 nmol/g) vagy sterilizalt csapviz kezelést kaptak a fentebb emlitett moédon. Az allatok terminalasat kdvetden
formalinban fixalt, paraffinba agyazott szvettani metszeteken értékelte Dr. Csonka Tamas (A) a tumort infiltralo
limfocitak aranyat és (B) a mitotic score-t, az IPA kezelt és kontroll csoportban. A statisztikai szignifikanciat
parositatlan kétszélii Student t-teszttel (A), valamint Khi-négyzet probaval (B) szamoltuk. Az adatokat atlag +
SEM formaban adtuk meg.

Roviditések: IPA (indolpropansav)

6.1.2. Az indolpropansav antineoplasztikus hatasai

6.1.2.1. Az indolpropansav kezelés gatolja az emlétumor sejtvonalak proliferdciojdt

Munkacsoportunk altal kordbban azonositott bakterialis metabolitok, mint példaul a
litokolsav vagy a kadaverin citosztatikus hatasuak emlétumor sejtvonalakon, ellenben nem
toxikusak [19, 20]. In vitro kisérleteinkben egér eml6tumor (4T1) és human emld
adenokarcinoma (SKBR-3) sejtvonalakon vizsgaltuk az IPA sejtproliferaciora gyakorolt
hatasait. Az alkalmazott IPA koncentraciok megegyeztek a referencia szérum
koncentracidjaval (0,1-0,8 uM) [236, 247]. Az IPA kezelés szignifikansan csokkentette a 4T1
tumorsejtek kolonia képzd kapacitasat (18A éabra), ugyanakkor sem a propidium-jodid pozitiv
nekrotikus sejtek aranya (18B abra), sem az AnnexinV-FITC-propidium-jodid kettds pozitiv

apoptotikus sejtek hanyada nem véltozott a kezelések soran (18C abra).
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18. dbra Az indolpropdnsav kezelés gdtolta a 4T1 emldtumor sejtek kolonizdcios képességét
(A) A 4T1 sejteket 7 napon keresztiil, a referencia szérum koncentracionak megfelelé indolpropansavval kezeltik,
majd May-Griinwald-Giemsa oldattal festettiik és ImagelJ szoftver segitségével megszamoltuk a sejtkolonidkat (n
= 3). (B) 4T1 sejteket IPA-val kezeltiik a jelolt koncentraciokban 24 6ran at, majd propidium-jodid festékkel
jeloltiik és aramlasi citométerrel detektaltuk a nekrotikus sejteket (n = 3). (C) 4T1 sejtek 24 oras IPA kezelését
kovetéen AnnexinV-FITC-propidium-jodid kettds jeloléssel értékeltik a nekrotikus és az apoptotikus sejtek
aranyat, aramlasi citométerrel végzett mérésekben (n = 3). Tobb csoport dsszehasonlitasahoz egyutas ANOVA
tesztet végeztiink. A variancia-analizis soran Dunnett (A) vagy Tukey (B) post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az
adatokat atlag £ SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05 és ***=p <0,001

Roviditések: IPA (indolpropansav)

Ezen eredményeket megerdsitettiik human SKBR-3 emldtumor sejteken végzett
vizsgalatokkal is. Az IPA szérum referencia koncentraciotartomanyban alkalmazva jelentdsen
csokkentette az SKBR-3 sejtek proliferacios képességét SRB vizsgalatokban (19A 4bra),
azonban nem befolyasolta a nekrotikus (19B abra) vagy apoptotikus sejtpusztulast (19C abra).
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19. dbra SKBR-3 emlé adenokarcinoma sejtek proliferdaciojat csokkentette az indolpropdansav kezelés
(A) Az SKBR-3 sejteket 24 oran keresztiil, a referencia szérum koncentracioval megegyez6 indolpropansavval
kezeltiik, majd a teljes fehérjetartalmat SRB teszt segitségével allapitottuk meg (n= 3). (B) SKBR-3 sejteket 24
oras IPA kezelés utan propidium-jodiddal festettiik, majd aramlasi citometriaval elemeztiik az elpusztult sejtek
aranyat. (C) SKBR-3 sejteket IPA-val kezeltiik a jelolt koncentraciokban 24 oran at, majd AnnexinV-FITC-
propidium-jodid kettds festéssel hataroztuk meg a nekrotikus és az apoptotikus sejtek aranyat aramlasi citométerrel
(n=3). Tobb csoport dsszehasonlitasahoz egyutas ANOVA tesztet végeztiink. A variancia-analizis soran Dunnett
(A) vagy Tukey (B-C) post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05
és ***=p <0,001

Roviditések: IPA (indolpropansav)

Végiil fontos megemliteni, hogy a nem-transzformalt, human fibroblaszt sejtek
proliferacidjara nem volt hatassal az [PA kezelés (20A abra), valamint citotoxicitast sem

figyeltiink meg (20B abra) hasonléan mas citosztatikus metabolitokhoz [19, 20, 273].
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20. abra Indolpropdnsay kezelés nem befolydsolta a nem-transzformalt humdn fibroblaszt sejtek proliferaciojdt
(A) Human fibroblaszt sejteket 24 oran keresztiil IPA-val kezeltiik a jelolt koncentraciokban, majd a teljes
fehérjetartalmat SRB vizsgalatokkal hataroztuk meg (n= 3). (B) Human fibroblaszt sejtek 24 6ras IPA kezelése
utan a nekrotikus sejtek hanyadat propidium-jodid jelolést kdvetéen aramlasi citometriaval detektaltuk. Tobb
csoport Osszehasonlitasahoz egyutas ANOVA tesztet végeztiink. A variancia-analizis soran Dunnett (A) vagy
Tukey (B) post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg.

Roviditések: IPA (indolpropansav)

6.1.2.2. Az indolpropansav kezelés az NRF2 expresszio csokkentésén keresztiil oxidativ

stresszt indukal

A kovetkezdkben arra kerestiik a vélaszt, hogy az IPA képes-e modulélni a bakterilis
metabolitok altal szabalyozott, neoplasztikus sejtekre jellemz$ folyamatokat [26]. Bar az
oxidativ stressz emlddaganatos megbetegedésekben betoltott szerepe vitatott, tobb
kutatocsoport ramutatott, hogy az oxidativ stressz fokozodasa felelés a citosztazis vagy
sejtpusztulas kivaltasaért [138, 274-276]. Kiilonboz6 oxidativ stressz markereket vizsgaltunk
az IPA-val kezelt emlérakos sejtek redox-allapotanak jellemzése céljabol. Az IPA kezelés
lipidperoxidaciot indukalt, melyre TBARS (21A abra) és emelkedett 4AHNE képzddés utalt
(21B ébra). Ezen eredmények alapjan az oxidativ stressz valasz fokozodasara
kovetkeztethetlink. Ezzel parhuzamosan csokkent az NRF2 kifejez6dése (21C abra), amely az
antioxidans enzimek, példaul a CAT (21D 4&bra) szabdlyozdsdban kulcsfontossag
transzkripcids faktor. Mindemellett a nitrozativ stressz kialakitdsdban résztvevd indukalhato

nitrogén-monoxid szintdz (iINOS) enzim fokozott expresszidjat figyeltiik meg (21C abra).
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21. dabra Indolpropdnsav kezelés oxidativ és nitrozativ stresszt indukalt

A 4T1 sejteket IPA-val kezeltiik, a jel6lt koncentraciokban 24 6ran keresztiil, majd jellemeztiik a lipidperoxidaciot
(A) TBARS teszt segitségével (n=3), (B) valamint a 4HNE-moddositott fehérjék kimutatasat Western blot
technikaval végeztiik (reprezentativ abra, n=3). (C) Ugyanezen sejtekben meghataroztuk az NRF2 és az iNOS
fehérjék expresszidjat Western blot segitségével (reprezentativ abra, n=3), (D) mig a katalaz enzim mRNS szintli
kifejez6dését RT-qPCR reakcidval allapitottuk meg (n=3). A blottok értékelése soran a savok intenzitasat Image
J szoftverrel hataroztuk meg. T6bb csoport 6sszehasonlitasahoz egyutas ANOVA tesztet végeztiink. A variancia-
analizis soran Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05
és *¥**=p <0,001

Roviditések: IPA (indolpropansav), 4HNE (4-hidroxinonenal), NRF2 (eritroid nuklearis faktor 2), iNOS

(indukalhato nitrogén-monoxid szintaz)

Végiil karakterizaltuk a 4T1 emlStumor sejteken a fontosabb energetikai stressz
markereket (pACC, ACC, FOXO1 és PGC-1p), valamint az ALDH1 pozitivitassal jellemezhetd
tumor-inicialé Gssejtek aranyat [277]. Az IPA kezelés hatasara emelkedett a tumorsejtek
energetikai stressz markereinek kifejezddése (22A 4bra), mikozben csdkkentette az emlérak

Ossejtek aranyat a kontroll csoporthoz képest (22B dbra).
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22. dbra Indolpropdnsav kezelés energetikai stresszt indukdlt, mikozben csokkentette az emlordakos dssejtek

ardnyadt

(A) A 4T1 sejtek 24 oras, jelolt koncentraciokban tortént IPA kezelését kovetben, Western blot segitségével
karakterizaltuk az energiaszenzor utvonal egyes tagjainak (pACC, ACC, FOXO1 és PGC-1P) kifejezddését
(reprezentativ abra, n=3), (B) tovabba mértiik az ALDHI pozitiv sejtek aranyat aramlasi citométerrel (n=3). A
blottok értékelése soran a savok intenzitasat Image J szoftverrel hataroztuk meg. A statisztikai szignifikanciat
egyutas ANOVA teszttel (A), valamint parositatlan kétszélii Student t-probaval (B) hataroztuk meg. A variancia-

analizis soran Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05

Roviditések: TPA (indolpropansav), ALDHI1 (aldehid-dehidrogenaz), ACC (acetil-Coa-karboxilaz), FOXO1
(forkhead box O1 fehérje), PGCI1p (peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma koaktivator-1p)

6.1.2.3. Indolpropdansav visszaforditia az epitelidlis-mezenchimadlis tranzicio (EMT)

folyamatat
Tovabbi kisérleteinkben 4T1 emldtumor sejtekben megfigyeltiik az IPA kezelés altal

eléidézett morfologiai valtozasokat, valamint tanulmanyoztuk az EMT-ben kulcsfontossagu

markerek génexpresszios szintjét.
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Az IPA kezelés hatasara megvaltozott a citoszkeletalis aktin rendezddése, dozisfiiggd
moédon stimulélta a mezenchimalis jellegli sejtek epitelidlis jelleglivé alakulasat (23 A abra). Az
epitelialis morfologiai jegyek megjelenése fokozott MET-re enged kdvetkeztetést. Impedancia
alapu sejtanalizator rendszerrel végzett vizsgalatokban (ECIS Z0) jellemeztiik az IPA kezelés
sejt-sejt és sejt-felszin kapcsolatokra gyakorolt hatasat. A mérések soran fokozott ellenallast

tapasztunk, ami erdsebb sejtkapcsolatokra utal a kontroll csoporthoz képest (23B abra).
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23. dbra. Az indolpropansayv indukdlta a mezenchimalis-epitelidlis tranziciot (MET)

(A) A 4T1 sejtek 24 6ran keresztiil, a jelolt koncentraciokban tortént IPA kezelése utan, TexasRed-X Phalloidin
mezenchimalis morfoldgiat jellemz6 halozatos aktin stressz filamentumok eltlintek az epitelialis jellegli sejtekben
(reprezentativ abra, n = 3). (B) A 4T1 sejtek kozotti ellenallast impedancia alapu kisérletekben mértikk ECIS Z®
késziilékkel (reprezentativ abra, atlag + SD, n=1). A statisztikai szignifikanciat Khi-négyzet probaval (A)

szamoltuk. ***=p <0,001

Roviditések: IPA (indolpropansav)
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Eredményeink megerdsitése céljabol fehérje- és mRNS szinten is karakterizaltuk a
fontosabb epitelialis és mezenchimalis markereket. Az IPA kezelés hatasara a mezenchimalis
markerek (vimentin (Vim), fibroblaszt novekedési faktor koto protein-1 (Fgfbpl), snail csalad
transzkripcios represszor-1 (Snail) és B-catenin) expresszidja jelentdsen csokkent (24A abra),
mig az epitél sejtekre specifikus E-cadherin emelkedett expresszidjat detektaltuk Western blot
kisérletekben (24B abra).
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24. dbra. Az indolpropdansav mezenchimdlis-epitelidlis tranziciot (MET) indukdlt mRNS- és fehérje szinten

(A) Az IPA kezelt 4T1 sejtekben, RT-qPCR reakcidoval meghataroztuk a mezenchimalis sejtekre specifikus, jelolt
gének mRNS expresszidjat (n=3), (B) illetve Western blot technikéaval vizsgaltuk az epitelialis és mezenchimalis
sejtmorfologiara jellemz6 markerek fehérje szintli kifejez6dését (reprezentativ abra, n=3). A blottok értékelése
soran a savok intenzitasat Image J szoftverrel hatdroztuk meg. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA
teszttel hataroztuk meg. A variancia-analizis sordn Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag +
SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05 és **=p <0,01

Roviditések: IPA (indolpropansav), Vim (vimentin), Fgfbpl (fibroblaszt novekedési faktor kot6 protein 1)

6.1.3. Az indolpropansav-medialta citosztatikus és antineoplasztikus hatasokat reaktiv

intermedierek termelése okozza

Az EMT-t, valamint a rakos Ossejtek jellegzetességeit reaktiv intermedierek
modulaljak [278, 279]. Az IPA kezelés indukalta oxidativ stressz hozzajarulhat egyes

daganatellenes hatasok kivaltdsdhoz, mely oxidativ stressz-vezérelt szabalyozésra utal. Annak
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megértése érdekében, hogy az emldrak sejtekre kifejtett IPA-vezérelt citosztatikus hatasok
oxidativ stressz kontroll alatt allnak-e, vizsgaltuk tiol-reduktans GSH és NAC, valamint a
mitokondriumokban halmoz6d6 antioxidans, MitoTEMPO jelenlétében az IPA-mediélta
antitumor hatasokat. Hipotézisiinknek megfeleléen az altalanos tiol-reduktansok (GSH és
NAC) alkalmazasa csokkentette a TBARS képz6dését (25A abra), mely az IPA-indukalt
oxidativ hatas gatlasara utal. Tovabba az IPA 4ltal kivaltott ALDH1-pozitiv rakos dssejt arany
csOkkenést sem tapasztaltuk GSH ¢és NAC antioxiddns kezelések mellett (25B &bra).
Mindemellett a MitoTEMPO blokkolta az IPA-vezérelt citosztazist (25C abra). Az eredmények
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az IPA kezelés altal kivaltott reaktiv intermedierek

termelése kulcsfontossadgu az IPA-kozvetitett daganatellenes hatdsok kialakitasaban.
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25. dbra. Az indolpropansav dltal kiviltott oxidativ stressz kozponti szerepet jatszik az IPA-vezérelt

daganatellenes hatdsok kialakitasaban

A 4T1 sejteket 24 oran keresztiil, a feltiintetett koncentraciokban IPA-val és/vagy antioxidansokkal kezeltiik a
jeloléseknek megfelel6en. Ezt kovetéen meghataroztuk a (A) tiobarbitursav-reaktiv termékek mennyiségét (n=3),
(B) az ALDHI pozitiv sejtek aranyat (n=3), valamint (C) a teljes fehérjetartalmat SRB teszt segitségével (n=3). A
statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc

tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05, **=p <0,01 és ***=p <0,001

Roviditések: IPA (indolpropansav), ALDHI1 (aldehid-dehidrogenaz), GSH (redukalt glutation), NAC (N-acetil-

cisztein)
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6.1.4. Az indolpropansav hatasait Aril-Hidrokarbon Receptor (AHR) és Pregnan X-
Receptor (PXR) kozvetiti

Az IPA receptorok koziil a PXR és az AHR receptorokon keresztiil kifejtett hatasokat
vizsgaltam részletesen az értekezésben. Kisérleteink sordan az AHR (CH223191) és a PXR
(ketokonazol) farmakologiai inhibitorait hasznaltuk annak megerdsitésére [280], hogy az
emlitett receptorok részt vesznek az IPA-indukalta hatasok kozvetitésében. Az AHR és a PXR
blokkolasa tobb IPA altal eldidézett valtozast kioltott, tobbek kozott gatolta az emldrak sejtek
mezenchimalis-epitelidlis atalakulasat (26A abra), valamint az ACC foszforilacidjan keresztiil
végbemend AMPK aktivaciot és az NRF2 expresszid csokkenését sem figyeltiik meg (26B

abra).
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26. dbra Az AHR és a PXR kozvetiti az IPA dltal kivaltott daganatellenes hatdsokat

A 4T1 sejteket 24 oran keresztiil, a jelolt koncentracioban kezeltiik IPA-val és farmakoldgiai inhibitorokkal vagy
DAPI festéssel vizualizaltuk és konfokalis mikroszkoppal értékeltiik (n=3). A méretarany 25 um-nek felel meg.
(B) Ugyanezen sejtekben, a jelzett fehérjék expresszidjat Western blot segitségével hataroztuk meg (reprezentativ
abra, n=3). A blottok értékelése soran a savok intenzitasat Image J szoftverrel allapiottuk meg. A statisztikai
szignifikanciat Khi-négyzet probaval (A), valamint egyutas ANOV A-teszt alkalmazasaval hataroztuk meg, melyet
Dunnett post-hoc teszt (B) kovetett. Az abran *** (p <0,001) jel6li a statisztikailag szignifikans eltéréseket a
kontroll és az IPA kezelt csoportok kozott. Mig a ## (p <0,01) és a ### (p <0,001) szignifikans kiilonbséget mutat
a kontroll és a CH223191 vagy ketokonazollal kezelt csoportok kozott.

Roviditések: IPA (indolpropansav), ACC (acetil-Coa-karboxilaz), NRF2 (eritroid nuklearis faktor 2), PXRIi
(Pregnan X-Receptor inhibitor), AHRi (Aril-Hidrokarbon Receptor inhibitor)
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6.2. Citosztatikus tulajdonsagu indoxil szulfat karakterizalasa emlédaganatokban

6.2.1. Az indoxil szulfat kezelés csokkenti az emlorak agresszivitasat egérmodellben

Munkam soran az IS in vivo citosztatikus hatasait 4T1 emldrak sejtekkel oltott néstény
BALB/c egérmodellen vizsgaltam. Az egerek fele (10 allat) szajon at IS kezelést kapott 2
nmol/ttg dozisban, mig a kontroll kisérleti allatoknak (10 allat) sterilizalt csapvizet adtunk. Az
IS dozis 4 uM szérumkoncentracidonak felel meg, 6sszhangban a human IS szérum referencia
tartomannyal [249, 250, 263]. Az IS kezelés nem befolyasolta a primer tumorok szamat és

méretét (27A — C ébra), ellenben jelentdsen csokkentette kornyezd szdovetekbe vald

crer
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27. abra Az indoxil szulfdt kezelés nem befolydsolta a primer tumorok kialakuldsdt és méretét in Vivo

egérmodellben

4T1 emlStumor sejteket oltottunk néstény BALB/c egerekbe (n=10/10), majd 2 hétig, naponta szajon at IS kezelést
(2 nmol/ttg) vagy sterilizalt csapvizet kaptak a fentebb leirtaknak megfelelen. A kisérletet az oltastol szamitott
14. napon az allatok terminalasaval zartuk, majd mind az IS kezelt és kontroll csoportban meghataroztuk (A) a
primer tumorok szamat, (B) ssztomegét és (C) egyedi tomegét. (D) Tovabba értékeltiik a primer tumor kérnyezd
szovetekbe valo beszlirédését. A statisztikai szignifikanciat a kontroll és a kezelt csoport kozott a parositatlan
kétszélii Student t-teszttel (A-C), illetve Khi-négyzet probaval (D) szamoltuk ki. Az adatokat atlag + SEM
formaban adtuk meg. *** = p <0,001

Roviditések: IS (indoxil szulfat)

Mind az attétek szdmaban (28A ébra), Ossztomegében (28B 4bra) mind pedig a
metasztazisok egyedi tomegeében (28C é&bra) szignifikans csOkkenést figyeltiink meg az IS
kezelés soran. Ugyanakkor a primer daganatok €s metasztazisok szovettani megjelenésében

nem tapasztaltunk kiilonbséget (28D abra).
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28. abra Az indoxil szulfit kezelés csokkentette a metasztazisok kialakulasat 4T1 emlotumor sejtekkel graftolt

BALB/c egerekben

A xenograft oltast az allatok 14-16 hetes koraban (n=10/10) végeztiik, majd 2 héten keresztiil naponta oralis IS (2
nmol/ttg) vagy sterilizalt csapviz kezelést kaptak a fentebb emlitett modon. Az allatok terminalasat kovetden,
meghataroztuk (A) az attétek szamat, (B) azok teljes és (C) egyedi tomegét. (D) Formalinban fixalt, paraffinba
agyazott metszeteket hematoxilin-eozinnal festette kollaboracios partneriink, majd az abran a jellegzetes szovettani
megjelenést reprezentald mikroszkopos felvételeket mutatjuk. A méretarany 40 um-nek felel meg. A statisztikai
szignifikanciat a kontroll és a kezelt csoport kdzott a parositatlan kétszéli Student t-teszttel hataroztuk meg. Az

adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. * = p <0,05

Roviditések: IS (indoxil szulfat)
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6.2.2. Az indoxil szulfat antineoplasztikus hatasai

6.2.2.1. Az indoxil szulfit kezelés csokkenti az emlddaganat sejtek proliferdciojat

Az IS, hasonl6an mas citosztatikus metabolitokhoz tobb emlékarcinoma sejtvonal proliferacios
képességét (4T1, MCF7, SKBR-3, MDA-MB-231, ZR75-1) gatolta SRB vizsgalatokban [19,
20, 138], a human referencia szérumkoncentracionak megfelelé (0,25-4 uM)
koncentracidtartomanyban (29A é4bra). Az antiproliferativ hatdsokat a 4T1 sejtek kolonia

formalo kapacitasanak mérésével is megerdsitettiik (29B abra).

>

—_
W

1.5 MCF7

WW

0,54

1,54 4T1

*kk KK

1,0

=]

-
©o
L
L

0,5+

o
4]

Total fehérje/ lyuk

(log2 transzformalt fold change)
Total fehérjel lyuk

(log2 transzformalt fold change)

0,0-— T T T T T . , . . , .
Kontroll 0,25 05 1 2 4 Kontroll 0,25 0,5 1 2 4
IS (uM) 1S (uM)

0,0

o

.0

Total fehérje/ lyuk
(log2 transzformalt fold change)

Kontroll 0,25 0,5 1 2 4
IS (uM)

o

Kontroll 2 uM 4 uM

anlealm
NG

o~

eg

”
!

1,54 ZR75-1

0,5

1,51 MDA-MB 231

W

N
o

=
3,
1

0,51

Total fehérje/ lyuk

(log2 transzformalt fold change)
(log2 transzformalt fold change)

Relativ kolonia formalé képess

0,0

0,0

e
=)

T T T T T T T T T T
Kontroll 0,25 0,5 1 2 4 Kontroll 0,25 05 1 2 4 Kontroll 0,2 0,5 1 2 4
1S (M) IS (M) IS (uM)

Total fehérjel lyuk
(log2 transzformalt fold change)

29. abra Az indoxil szulfdat kezelés gatolta az emldtumor sejtek proliferdacios és kolonia formalo képességét
(A) Emlédaganatos sejtvonalakat (4T1, MCF7, SKBR-3, MDA-MB-231, ZR75-1) 24 6ran keresztiil, a referencia
szérum koncentracioval megegyez6 1S-sel kezeltiikk, majd meghataroztuk a teljes fehérjetartalmat szulforodamin
B teszt alkalmazasaval (n= 3). (B) 4T1 sejteket 7 napig, a jelolt koncentraciokban 1S-sel kezeltiik, majd May-
Griinwald-Giemsa oldattal jeloltiik és ImageJ programmal meghataroztuk a koloniak szamat (n = 3). A statisztikai
szignifikancia meghatarozasahoz egyutas ANOV A tesztet végeztiink. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc

tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05, **=p <0,01 és ***=p <0,001

Roviditések: IS (indoxil szulfat)
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Ugyanakkor az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranya nem valtozott egér emlétumor
(4T1) és human adenokarcindma (MCF7 és SKBR-3) sejtek AnnexinV-FITC-propidium-jodid

kettds festését kovetden, a kezelések soran (30. abra).

100+ 4T1 1001 MCF7
OO < |hat
E £
'S 504 N 50
8> 2
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30. dbra Az indoxil szulfat medidlta proliferdcios valtozasok hdtterében nem apoptotikus sejtpusztulas all

Az emlétumor sejteket (4T1, MCF7 és SKBR-3) 24 o6ras, jelolt koncentraciokban tortént IS kezelését kovetden,
AnnexinV-FITC-propidium-jodid kett6s festéssel jeloltiik, majd aramlasi citométerrel mértiik az apoptotikus és
nekrotikus sejtek aranyat (n = 3). A statisztikai szignifikancia meghatarozasahoz egyutas ANOVA tesztet
végeztiink, melyet Tukey post-hoc teszt kovetett. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg.

Roviditések: IS (indoxil szulfat)

Tovéabba az IS kezelés nem befolyasolta a nem-transzformalt, human bdr eredetli primer

crer



>

m

9. _ Human fibroblaszt

E 1.5 Human fibroblaszt 100 1 Kontroll
x O
ST X 025 HM
>3 - 3
52101 — £ 0.5 M
58 & 504 =M 1S (um)
£ 8505 ® = 2 M
£ - M
"k Aok

o

:V-‘ D:O T T T T T T 0 T T . Ill T

8 Kontroll025 05 1 2 4 Pl-  Pl+ Annexin+  Pl+

N IS (uM) IS (M)

31. dbra Az indoxil szulfit kezelés nem volt hatdissal a nem-transzformalt humdn fibroblaszt sejtekre
(A) Human primer fibroblaszt sejteket 24 6ran at IS-sel kezeltilk a megadott koncentraciokban, majd SRB teszttel
megallapitottuk a teljes fehérjetartalmat (n= 3). (B) Ugyanezen sejteken, az apoptotikus és nekrotikus sejtek
hanyadat AnnexinV-FITC-propidium-jodid kettds jellést kovetéen aramlasi citometriaval detektaltuk (n = 3). A
statisztikai szignifikancia meghatirozasahoz egyutas ANOVA tesztet végeztiink. A variancia-analizis soran

Dunnett (A) vagy Tukey (B) post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg.

Roviditések: IS (indoxil szulfat)

6.2.3.2. Az indoxil szulfat-medidlt oxidativ és nitrozativ stressz

Korabbi tanulmdnyokban mar szamos bakteridlis metabolit citosztatikus hatasarol
beszamoltak daganatos megbetegedésekben [19, 20, 25, 281]. Munkank soran célunk volt, hogy
els6ként a tumor progresszid szabalyozdsaban kulcsfontossagli oxidativ-nitrozativ stressz
markereket karakterizaltuk [136, 274]. Mind a TBARS mennyisége (32A abra), mind a 4HNE
kifejezddése (32B ébra) szignifikdns emelkedést mutatott a 4T1 tumorsejtek IS kezelését
kovetden, melyek a lipid oxidativ karosodas fontos markerei. Ezutan a fehérje kdrosodast és a
nitrozativ stresszt jellemz6 nitrotirozin (NTyr) expresszios profiljat vizsgaltuk [276], amely
soran a NTyr kifejez6dése IS kezelés mellett indukalodott (32C abra). Ezen eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy az IPA-hoz hasonloan az IS kezelés is serkenti a reaktiv intermedierek
termelését, mely lipid- és fehérje peroxidaciot eldidézve erds karosodast okozhat a rakos

sejtekben.
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32. abra Az indoxil szulfdt kezelés oxidativ és nitrozativ stresszt idézett el

A 4T1 sejteket IS-sel a megadott koncentraciokban 24 oran keresztiil kezeltiik, majd (A) TBARS teszt
alkalmazasaval vizsgaltuk a lipidperoxidaciot (n=3), illetve (B) meghataroztuk a 4HNE és (C) NTyr kifejezddését
Western blot segitségével (reprezentativ abra, n=3). A blottok értékelése soran a savok intenzitasat Image J
szoftverrel hataroztuk meg. A statisztikai szignifikancia meghatarozasahoz egyutas ANOVA tesztet végeztiink,
melyet Dunnett post-hoc teszt kovetett. Az adatokat atlag = SEM formaban adtuk meg. **= p <0,01 és ***=p
<0,001

Roviditések: IS (indoxil szulfat), 4HNE (4-hidroxinonenal), NTyr (nitrotirozin)

Ezek a valtozasok korrelaltak az iNOS megnovekedett és az NRF2 csokkent
expressziojaval (33A abra). Az NRF2 alulszabdlyozasabol adoddan az antioxiddns rendszer
kulcsfontossagl enzimei, tobbek kozott a GPX2 és GPX3, a szuperoxid-diszmutaz 3 (SOD3)
¢s a CAT expresszidja csokken (33B abra).
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33. abra Az indoxil szulfat kezelés oxidativ és nitrozativ stresszt indukdl

A 4T1 sejteket 24 oran at IS-sel kezeltiik a jelolt koncentracidokban, majd (A) jellemeztiik az NRF2 és az iNOS
fehérje szintli expresszidjat Western blot technikaval (reprezentativ abra, n=3), (B) mig az alabbi antioxidans
enzimek (GPX2, GPX3, SOD3, CAT) expresszios profiljat RT-qPCR reakcioval értékeltiik (n=3). A Western
blottok értékelése soran a savok intenzitasat Image J szoftverrel hataroztuk meg. A statisztikai szignifikancia
meghatarozasahoz egyutas ANOVA tesztet végeztiink, melyet Dunnett post-hoc teszt kdvetett. Az adatokat atlag
+ SEM forméban adtuk meg. *= p <0,05 és **=p <0,01

Roviditések: IS (indoxil szulfat), NRF2 (eritroid nukleéaris faktor 2), iNOS (indukalhato nitrogén-monoxid
szintaz), GPX2 és GPX3 (glutation-peroxidaz 2 és 3), SOD3 (szuperoxid-diszmutaz 3), CAT (katalaz)

6.2.2.2. Az indoxil szulfit hatdsa az epitelidlis-mezenchimalis tranzicio (EMT) folyamatdira

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként tanulmanyoztuk a neoplasztikus folyamatokra
jellemzoé, tumorsejtek vandorlasat és invazidjat elésegit6 EMT-t. Az IS kezelés dozisfiiggéen
visszaforditotta az EMT folyamatat, mely soran eltlintek a mezenchimalis fenotipusu 4T1
sejteket jellemzd haldzatos aktin stressz filamentumok (34A 4bra). Ezzel Osszhangban
impedancia alapu sejtadhézids vizsgalatokban megnovekedett rezisztenciat mértiink ECIS ZO

késziilékkel, mely szorosabban kapcsolodo sejtek jelenlétére utal (34B ébra).
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34. abra Az indoxil szulfat visszaforditotta az epitelidalis-mezenchimalis tranziciot (EMT)

(A) A 4T1 sejteket 1S-sel kezeltiik 24 6ran keresztiil, a megadott koncentraciokban, majd a citoszkeletalis aktin
morfologiajat TexasRed-X Phalloidin és DAPI festéssel vizualizaltuk. A méretarany 25 um-nek felel meg. A
mezenchimalis morfologiaju 4T1 sejteket jellemzo6 haldzatos aktin filamentumok eltiintek, s epitelialis fenotipust
mutato sejtekké alakultak (reprezentativ abra, n = 3). (B) Ugyanezen sejteken vizsgaltuk, a sejt-sejt és sejt-felszin
kozotti ellenallast sejtadhézios kisérletekben, ECIS Z0O késziilék segitségével (reprezentativ abra, atlag = SD, n=1).
A statisztikai szignifikanciat Khi-négyzet probaval (A), illetve egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, melyet

Dunnett post-hoc variancia-analizis (B) kovetett. Az adatokat atlag = SEM forméban adtuk meg. ***=p <0,001

Roviditések: IS (indoxil szulfat)

Annak érdekében, hogy megértsiik az IS-indukalt MET molekularis mechanizmusat,
karakterizaltuk az EMT marker génjeinek mRNS ¢és fehérje szintli expresszids profiljat.
Fentebbi megallapitasainknak megfelelden az IS kezelés jelentdsen csokkentette a

mezenchimalis markerek kifejez6dését (35A abra), mikdzben az epitél sejtekre specifikus
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gének fokozott expressziot mutattak a kontroll csoporthoz képest (11. tablazat) (35B abra).
Mindemellett IS jelenlétben szignifikansan csokkent az emlétumor sejtek migracidja Boyden-

kamra kisérletben (35C abra).

11. tablazat Indoxil szulfat kezelés soran vizsgalt gének listaja

Rovidités Gén név Marker
Vim Vimentin
MMP9 Matrix metalloproteinaz 9
Fgfbpl Fibroblaszt novekedési faktor kot protein 1
mezenchimalis
TGFpB3 Transzformalo novekedési faktor -3
Snaill Snail csalad transzkripcios represszor-1
[-catenin Catenin beta-1
E-cadherin Epitelialis cadherin
epitelialis
Z0-1 Zonula occludens-1
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35. abra Az indoxil szulfdat megvaltoztatta az EMT markerek expressziojdt és gdatolta a tumorsejtek migrdciojdt

(A) A 4TI sejtek 24 oras, jelolt koncentraciokban tortént IS kezelése utan, RT-qPCR reakcioval vizsgaltuk a
mezenchimalis sejtekre jellemzé markerek mRNS szintli expressziojat (n=3), (B) valamint vizsgaltuk az epitelialis
és mezenchimalis sejtmorfologiara specifikus gének fehérje szintli kifejez6dését Western blot kisérletekben
(reprezentativ abra, n=3). A blottok értékelése soran a savok intenzitisat Image J szoftverrel hataroztuk meg. (C)
Tovabba meghataroztuk a Boyden-kamraban migralt sejtek szazalékos aranyat, majd Opera Phoenix konfokalis
képalkotd berendezéssel készitett felvételeket Harmony 4.6 szoftver segitségével elemeztiik (n = 3). A statisztikali
szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel (A-B), valamint parositatlan kétszélii Student t-probaval (C) hataroztuk
meg. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk
meg. *=p <0,05, **=p <0,01 és ***=p <0,001

Roviditések: IS (indoxil szulfat), ZO-1 (zonula occludens-1), Vim (vimentin), Fgfbp1 (fibroblaszt novekedési
faktor kot6 protein 1), Tgfb3 (transzformal6 novekedési faktor f-3), MMP9 (matrix metalloproteinaz 9)
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6.2.2.3. Az indoxil szulfit indukdlta metabolikus valtozdsok

Az IS kezelés altal eldidézett metabolikus valtozasok alaposabb feltarasahoz Seahorse
XF96 oximéterrel mértiik a glikolizist €s a mitokondrialis oxidaciot jellemzd paramétereket,
tovabba karakterizaltuk a mitokondrialis biogenezist szabalyozd gének expresszidjat. IS
hatasara szignifikdnsan csokkent az extracellularis savasodasi arany (ECAR), mig az
oxigénfogyasztasi rata (OCR) nem valtozott, a sejtek metabolizmusa glikolitikusabba valt (36.
abra).
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36. dabra Az indoxil szulfat kezelés hipometabolikussa tette a 4T1 emlorak sejteket

A 4T1 sejtekben 24 oras, a jelolt koncentracioban tortént IS kezelés utan Seahorse XF96 oximéterrel mértiik a
mitokondrialis oxigénfogyasztast (OCR) és az extracellularis savasodasi aranyt (ECAR) (n = 3). A statisztikai
szignifikancia meghatarozasahoz egyutas ANOV A tesztet végeztiink. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc

tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *= p <0,05

Roviditések: IS (indoxil szulfat)

Az enyhén csokkent metabolikus aktivitasi sejtekben az energiaszenzor utvonal
kulcsfontossagu szabalyozoi indukalddtak, tobbek kozott az AMPK fokozott foszforilaciojat,
valamint emelkedett FOXO1 expresszidt tapasztaltunk (37A éabra). Tovabba az AMPK alfa
alegységének Thrl172-es aminosav foszforilacigjanak, illetve az AMPK célgén ACC Ser79

crer

kovetden (37A abra). Végiil IS kezelés hatasara az ALDH1 pozitiv emlérak Ossejtek aranyanak
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csokkenését figyeltilk meg a kontroll csoporthoz képest (37B abra), melyet feltételezhetéen a
sejtanyagcserében bekovetkezett valtozasok idéztek el6 [282, 283].
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37. abra Az indoxil szulfdat kezelés fokozta a mitokondridlis biogenezist, mikozben csékkentette az emlordkos

dssejtek ardanydt

(A) A 4T1 sejteket 24 oran keresztiil IS-sel kezeltiik a jeldlt koncentraciokban, majd Western blot technikaval
meghataroztuk az energiaszenzor Utvonal szabalyozok (pACC, ACC, FOXO1 ¢és PGC-1PB) kifejezddését
(reprezentativ abra, n=3). A Western blottok értékelése soran a savok intenzitdsat Image J szoftverrel hataroztuk
meg. (B) Tovabba az ALDHI1 pozitiv §ssejtek aranyat aramlasi citometridval detektaltuk és Flowing Software
2.5.1. segitségével értékeltik (n=3). A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel (A), valamint
parositatlan kétszéli Student t-probaval (B) hataroztuk meg. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc tesztet

alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. **=p <0,01 és ***=p <0,001

Roviditések: IS (indoxil szulfat), ALDHI1 (aldehid-dehidrogenaz), ACC (acetil-Coa-karboxilaz), FOXO1
(forkhead box O1 fehérje), AMPK (AMP-aktivalt protein kinaz)
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6.2.2.4. Az indoxil szulfit az Aril-Hidrokarbon Receptoron (AHR) és Pregndan X-Receptoron
(PXR) keresztiil fejti ki hatdsait

Kovetkezo 1épésként az IS altal kivaltott hatasokat kozvetitd receptorok azonositasat
tlztik ki célul. Az indol szadrmazékok hatasait az AHR és a PXR jelatviteli utvonalak
szabalyozzak [218]. Ennek igazolasahoz farmakoldgiai inhibitorokat, AHR gatloét (CH223191)
¢s a PXR inhibitort (ketokonazol) alkalmaztunk kisérleteinkben [280]. A CH223191 és a
ketokonazol egyarant blokkolta az IS kezelés indukalta morfologiai valtozasokat (MET) (38.
abra).
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atfedés atfedés atfedés atfedés ELELES atfedés atfedés

IS (uM) IS (uM)
Kontroll gltroll ‘2 4 Kontroll 2 4
Mezenchimalis = R Htt Hit i H#Hitt
u Atmeneti
B Epitelilis

38. dabra Az indoxil szulfit indukadlt mezenchimadlis-epitelidlis dtalakuldast (MET) az AHR és a PXR kozvetiti

A 4T1 sejteket 24 o6ran at, a megadott koncentracioban kezeltiik 1S-sel és farmakologiai inhibitorokkal vagy
festéssel jeloltiik, majd konfokalis mikroszkoppal értékeltiik (n=3). A méretarany 25 pm-nek felel meg. A
statisztikai szignifikanciat Khi-négyzet probaval szamoltuk. Az abran *** (p <0,001) jeloli a statisztikailag
szignifikans eltéréseket a kontroll és a kezelt csoportok kozott, mig a ### (p <0,001) mutatja a kontroll és a

CH223191 vagy ketokonazollal kezelt csoportok kozotti kiilonbséget.
Roviditések: IS (indoxil szulfat), PXRi (Pregnan X-Receptor inhibitor), AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor
inhibitor)
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Az AHR és a PXR antagonistak gatoltak az IS-medialta lipidperoxidaciot (39A abra),

valamint az E-cadherin fehérje szintli kifejezédését a CH223191 inhibitor blokkolta, mig a

ketokonazol nem volt ra hatassal (39B abra). Ezzel szemben az ACC ¢és az AMPK

foszforilacigjat mindkét gatloszer megakadalyozta (39B abra).
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= Kontroll
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= Kontroll
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m IS4 pM

Kontroll + CH223191
IS 2 uM + CH223191
== S 4 uM + CH223191
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39. abra Az indoxil szulfdt dltal eloidézett antitumor hatisok AHR-on és a PXR-on keresztiil szabdlyozottak

(A) A 4T1 sejteket 1S-sel 24 oOran keresztiil, a megadott koncentracidban kezeltiik, majd TBARS teszttel

meghataroztuk a tiobarbitursav-reaktiv termékek mennyiségét (n=3), valamint (B) a jelzett fehérjék kifejezodését

Western blot segitségével vizsgaltuk (reprezentativ abra, n=3). A blottok értékelése soran a savok intenzitasat

Image J szoftverrel hataroztuk meg. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg. A

variancia-analizis soran Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *=

p <0,05, **=p <0,01, n.s.= nem szignifikans

Roviditések: IS (indoxil szulfat), PXRi (Pregnan X-Receptor inhibitor), AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor
inhibitor), ACC (acetil-Coa-karboxilaz), AMPK (AMP-aktivalt protein kinaz)
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6.3. Human emlétumoros betegek mintain végzett tanulmanyok

6.3.1. Az AHR és a PXR expresszidja pozitiv korrelaciot mutat az emlétumoros betegek

talélésével

Mind az IPA és mind az IS hatasait az AHR ¢és a PXR jelatviteli Gitvonalon keresztiil
fejti ki [218]. Ezért a Kaplan-Meier plotter adatbazis (https://kmplot.com/analysis/)

segitségével arra kerestiik a valaszt, hogy ezen receptorok expresszidja 0sszefiiggést mutat-e az
emlOrakos betegek tulélésével [284]. Az RNAseq adatok elemzése soran a honlap szoftvere a
legalacsonyabb és legmagasabb expresszidju kvartilist hasonlitja 6ssze. Megallapitottuk, hogy
az AHR (40A abra) és a PXR (40B abra) magasabb expresszidja szignifikdnsan hosszabb

taléléssel tarsul.

A B

AHR PXR
o o -
- HR = 0,66 (0,48 - 0,92) = HR =0,64 (0,46 - 0,9)
© logrank P = 0,013 © logrank P = 0,0088
=) \\ =]
o0 Y g’ -
@ \" 2 © Bk
E e g ™ E = ". *
N +
83 " é S o
P o | Expresszié | > « | Expresszio
© | — alacsony — © | — alacsony
S/ —magas S| — magas ‘
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
1d6 (hénap) 1d6 (hénap)

40. abra Az Aril-Hidrokarbon Receptor és a Pregndin X-Receptor magasabb expresszioja hosszabb tulélést

eredményez

Az AHR és a PXR kifejez6désének hatasat az emldrakos betegek tGlélési aranyara egy szabadon hozzaférhet

adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) segitségével elemeztiik. (A) Meghataroztuk az AHR és a (B) PXR

expresszio tulélésre gyakorolt hatasait RNAseq kisérletekbdl nyert adatok alapjan. A teljes talélési aranyt

elemeztiik, és a grafikonok az §sszes esetet reprezentaljak. Az adatokat 2020. marcius 30-an jegyeztiik le.

Roviditések: PXR (Pregnan X-Receptor), AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor), HR (veszélyességi arany)

Ezt kovetéen mikroarray adatokat is elemeztilk, melynél a receptor expresszid
fliggvényében sztratifikaltuk az emldtumoros betegeket (41. abra). Trendszeri hatasokat
tapasztaltunk (p=0,079), az AHR magasabb expresszioja elésegitette a hosszabb talélést
emlddaganatos betegekben, hasonloan az RN Aseq adatok elemzésekor latottakhoz (41A ébra).
Ezzel 6sszhangban, a magasabb PXR kifejez6dés is jobb tulélést biztositott emldrakos betegek

esetén (41B abra, 12. tablazat). Fontos megfigyelésiink, hogy a magasabb AHR és PXR
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expresszio altal nyjtott védo hatés eltlinik a tripla negativ tumorok esetében (41B é&bra, 12.

tablazat).
A Aril-Hidrokarbon Receptor
Osszes emlétumoros eset N=3951 ER(+), N=3082 ER(-), PR(-),HER2(-), N=198
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41. dabra Az Aril-Hidrokarbon Receptor és a Pregndin X-Receptor magasabb kifejezddése hosszabb tuléléssel

hozhato kapcsolatba

Az AHR és a PXR kifejezOdése valamint az emldrakos betegek tilélési aranyanak osszefiiggéseit egy szabadon

hozzaférheté adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) alkalmazasaval értékeltiik. Az eml6tumoros betegeket a

receptor expresszio fliggvényében sztratifikaltuk, majd vizsgaltuk (A) az AHR és (B) a PXR kifejezddés, valamint
az emlbrakos esetek t0lélési rataja kozotti kapcsolatot mikroarray kisérletek eredményeit hasznalva. A teljes
tulélési aranyt elemeztiik, és a grafikonok az Osszes esetet reprezentaljak. Az adatokat 2020. marcius 30-an

jegyeztiik le.

Roviditések: PXR (Pregnan X-Receptor), AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor), HR (veszélyességi arany), ER

(6sztrogén receptor), PR (progeszteron receptor), HER2 (human epidermalis novekedési faktor receptor)

12. tablazat Az AHR vagy PXR expresszio és az emloriakos betegek tulélése kozotti
osszefiiggés

Az AHR ¢és a PXR kifejezddésének emlérakos betegek tulélési aranyara gyakorolt hatasat egy
szabadon hozzaférheté adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) segitségével elemeztiik. A
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teljes talélési ratat értékeltiik, illetve a tdblazatban jelolt adatok a kiilonbozd emlorak
szubpopulaciokba sorolt Gsszes esetet reprezentdljak. A félkovér betiikkel szedett szamok

statisztikailag szignifikans eredményeket jelentenek.

AHR (202820 _at) PXR (207202_s_at)
HR p-érték HR p-érték
Osszes eml6rakos eset N=3951 0,91 0,079 0,8 0,00055
ER (+), N=3082 0,87 0,037 0,84 0,0073
ER (-), N=869 0,96 0,68 0,74 0,0056
PR (+), N=589 0,72 0,068 1,02 0,91
PR (-), N=549 0,87 0,35 0,9 0,49
HER? (+), N=252 0,97 0,87 0,93 0,73
HER?2 (), N=800 0,71 0,012 1,01 0,93
ER (+), PR (+), HER2 (+), N=76 1,15 0,78 1,31 0,61
ER (-), PR (-), HER2 (-), N=198 0,84 0,48 1,08 0,75
ER (+), PR (+), N=577 0,67 0,029 0,97 0,89
ER (-), PR (-), N=298 0,84 0,39 0,93 0,73
ER (-), PR (-), HER2 (-) N=198 0,84 0,48 1,048 0,75
ER (+), Luminalis A, N=1933 0,87 0,11 0,77 0,0031
ER (+), Luminalis A, Gradus 1, N=267 0,65 0,17 1,04 0,9
ER (+), Luminalis B, N=1149 1,16 0,12 0,81 0,031
ER (+), Luminalis B, Gradus 1 N=56 1,45 0,55 0,77 0,66
Gradus 1, N=345 0,67 0,13 0,97 0,92
Gradus 2, N=901 0,67 0,001 1,07 0,56
Gradus 3, N=903 0,97 0,78 0,98 0,83
Bazalis altipus, N= 618 0,95 0,67 0,78 0,053
Luminalis A, N= 1933 0,87 0,11 0,77 0,0031
Luminalis B, N= 1149 1,16 0,12 0,81 0,031
ER (+), HER2 (+), N=156 1,33 0,36 1,41 0,28
ER (), HER2 (+), N=96 0,67 0,21 0,63 0,15
ER (+), PR (+), Nyirok (+) N=344 0,61 0,026 0,96 0,85
ER (+), PR (+), Nyirok (-) N=228 0,86 0,64 0,84 0,6
ER (), PR (-), Nyirok (+) N=127 0,85 0,54 0,95 0,86
ER (-), PR (), Nyirok (-) N=167 0,68 0,21 1,02 0,95
ER (+), Luminalis A, Gradus 2, N=567 0,69 0,027 1,06 0,73
ER (+), Luminalis B, Gradus 2 N=253 0,76 0,21 1,23 0,34

HR - veszélyességi arany. A p értékeket Log Rank teszt segitségével szamoltuk. A tdblazatban a *, ** gs *** a
szignifikans valtozasokat jelolik a kontroll és kezelt csoportok kozott, ahol a p <0,05, p <0,01 vagy p <0,001, a

jelzéseknek megfelelden.
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6.3.2. A SULT és a Cyp2E1 magasabb expresszioja korrelal az emlédaganatos betegek

hosszabb tulélésével

A fentebb ismertetett adatbazis elemzések soran kimutattuk, hogy az IPA és az IS
hatasait kozvetit6 AHR ¢és PXR magasabb expresszidja hosszabb a talélést eredményez az
emlordkos betegeknél. Ennek okan a kovetkezOkben azt tanulmdnyoztuk, hogy az IS
bioszintézist szabalyoz6 human enzimek (13. tablazat) expresszidja hogyan befolyasolja az

emlorakos betegek tulélését.

13. tablazat Az indoxil szulfat bioszintézist katalizalé enzimek

Rovidités Enzim név

Cyp2E1l Citokrom P 450 2. csalad E alcsalad-1
SULTIA1L Szulfotranszferaz 1A csalad -1
SULT1A2 Szulfotranszferaz 1A csalad -2

fgy hasonloéan az elSbbiekhez, a kmplot online adatbazist hasznalva végeztiink
elemzéseket [284], mely soran a Cyp2E1 enzim izoformak magasabb expresszidja emlérakos

betegekben jelentdsen hosszabb tuléléssel tarsult (42. abra, 14. tablazat).
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42. abra A Cyp2E1 magasabb expresszioja meghosszabbitia az emlorakos betegek tulélését

A Cyp2El expresszidjanak hatisat az emlérak talélési aranyara egy adatbazis (https://kmplot.com/analysis/)

segitségével elemeztiik. A betegeket az enzim kifejezodésétdl fiiggden csoportositottuk, majd vizsgaltuk a Cyp2E1
enzim kiilonb6z6 izoformainak kifejez6dése és az emlérakos esetek tulélése kozotti dsszefiiggést, mikroarray
kisérletek eredményeit felhasznalva. A teljes tulélési aranyt elemeztilk, és a grafikonok az Osszes esetet

reprezentaljak. Az adatokat 2020. marcius 30-an jegyeztiik le.

Roviditések: Cyp2E1 (citokrom P450 2E1), HR (veszélyességi arany), ER (8sztrogén receptor), PR (progeszteron

receptor), HER2 (human epidermalis névekedési faktor receptor)

Tovabbd mind a SULT1AI1 (43A é&bra) és mind a SULT1A2 (43B dbra) izoformak
magasabb kifejezodése kedvezdbb talélést biztositott a betegeknek (14. tablazat). Ugyanakkor
tripla negativ emlddaganatokban (TNBC) (6sztrogén, progeszteron és HER2 hormonreceptor
negativ) nem volt hatassal a tulélésre, hasonldoan mas bakterialis citosztatikus metabolitokhoz
[19, 20, 138].
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magasabb expresszioja hosszabb tiulélést eredményez emlorakos

Az SULTI1A1 és a SULTIA2 enzim izoformék kifejezddése, valamint az emldrakos betegek tulélése kozotti

kapcsolatot egy szabadon hozzaférhetd adatbazis (https://kmplot.com/analysis/) alkalmazasaval elemeztiik. Az

enzim kifejez0désétdl fliggden csoportositott betegekben, meghataroztuk a (A) SULT1A1 és a (B) SULT1A2

expresszio tulélésre gyakorolt hatasat, RNAseq kisérletekbdl nyert adatok alapjan. A teljes tGlélési aranyt

elemeztiik, és a grafikonok az Osszes (nem sztratifikalt) esetet reprezentaljak. Az adatokat 2020. marcius 30-an

jegyeztiik le.

Roviditések: SULT1 és SULT?2 (szulfotranszferaz 1 és 2), HR (veszélyességi arany), ER (6sztrogén receptor), PR

(progeszteron receptor), HER2 (human epidermalis novekedési faktor receptor)
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14. tablazat A veszélyeztetett betegek szama a 42. és a 43. abra alapjan

Idé (honap)

Gén 0 50 100 150 200 250 R
CYP2E1 alacsony 2012 1176 505 139 23 3 0,72
« 1431 at magas 1939 1343 570 102 4 0 (0,65-0,8)
g CYP2E1 alacsony 1980 1177 482 133 16 2 0,68
3 g 209975 at magas 1971 1342 593 108 1 1 (0,61-0,76)
@ v CYP2E1 alacsony 2091 1360 633 160 23 2 0,96
g 2 209976 s at magas 1860 1159 442 81 4 1 (0,86-1,07)
% % CYP2E1 alacsony 1984 1171 487 113 12 0 0,78
IR~ 222100 at magas 1967 1348 588 128 15 3 (0,7-0,87)
<) 2 SULT1A1 alacsony 1979 1160 472 141 20 3 0,75
e £ 203615 x_at magas 1972 1359 603 100 7 0 (0,67-0,83)
3 & SULT1A1 alacsony 1976 1150 463 139 22 3 0,77
2 ~TNa 215299 x_ at magas 1975 1369 612 102 5 0 (0,69-0,86)
© 4 SULT1A2 alacsony 1979 1133 427 130 18 3 0,7
> 207122 _x at magas 1972 1386 648 111 9 0 (0,63-0,78)
SULT1A2 alacsony 1976 1149 440 133 18 3 0,73
211385 x at magas 1975 1370 635 108 9 0 (0,66-0,82)
CYP2E1 alacsony 1542 1004 436 125 19 3 0,78
< 1431 at magas 1540 1112 483 76 3 0 (0,69-0,89)
=i CYP2E1 alacsony 1542 1019 430 119 15 2 0,74
g 209975 _at magas 1540 1097 489 82 7 1 (0,65-0,85)
: CYP2E1 alacsony 1622 1125 531 130 19 2 0,94
~x & 209976 _s_at magas 1460 991 388 71 3 1 (0,83-1,07
3 2 CYP2E1 alacsony 1606 1052 451 106 13 1 0,82
% ;:’ 222100 at magas 1476 1064 468 95 9 2 (0,72-0,93)
+ ] SULT1A1 alacsony 1542 1021 428 123 15 3 0,84
x 2 203615 x_at magas 1540 1095 491 78 7 0 (0,74-0,96)
w i SULTIA1 alacsony 1542 1009 421 123 17 3 0,87
o] 215299 x_ at magas 1540 1107 498 78 5 0 (0,76-0,98)
% SULT1A2 alacsony 1542 999 392 117 17 3 0,76
> 207122_x_at magas 1540 1117 527 84 5 0 (0,67-0,86)
SULT1A2 alacsony 1541 1004 390 111 16 3 0,81
211385 x at magas 1541 1112 529 90 6 0 (0,71-0,92)
CYP2E1 alacsony 99 41 10 2 0 0,85
< 1431 _at magas 99 42 9 0 0 (0,52-1,37)
£ CYP2E1 alacsony 100 46 6 2 0 0,96
g “[3 209975 at magas 98 37 13 0 0 (0,59-1,55)
{‘5 ; CYP2E1 alacsony 99 33 5 0 0 0,8
2 2 209976 _s_at magas 99 50 14 2 0 (0,49-1,3)
> 2 CYP2E1 alacsony 99 42 12 2 0 1,17
= : 222100 at magas 99 41 7 0 0 (0,72-1,9)
¥ e SULTIAL alacsony 100 41 10 2 0 0,98
§ s 203615 _x_at magas 98 42 9 0 0 (0,61-1,59)
= & SULTIAL  alacsony 99 40 5 2 0 1,18
z = 215299 x_ at magas 99 43 14 0 0 (0,72-1,91)
=X SULT1A2 alacsony 99 46 14 2 0 1,34
S 207122 x_at magas 99 37 5 0 0 (0,83-2,19)
SULT1A2 alacsony 99 42 12 2 0 1,06
211385 x_at magas 99 41 7 0 0 (0,66-1,72)

HR - veszélyességi arany. A tablazatban talalhato értékeket a kmplot.com adatbazisbol mentettiik, 2020. marcius
30-an.
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15. tablazat A Cyp2E1 expresszio és az emlorakos betegek tilélése kozotti kapcsolat

A Cyp2E1 expresszio és az emlédaganatos betegek talélése kozotti osszefiiggést kmplot.com
adatbazissal vizsgaltuk. A teljes tulélési ratat értékeltiik, valamint az adatok az egyes emlérak

alpopulaciokba sorolt Gsszes esetet reprezentaljak.

CYP2E1 CYP2E1 CYP2E1 CYP2E1
(1431_at) (209975 _at) (209976_s_at) (222100_at)
HR p-érték HR p-érték HR p-érték HR p-érték
Osszes emldrakos eset
N=3951 0,72 4,2e-9 0,68 7,8e-12 0,96 0,460 0,78 7,3e-6
ER (+), PR (+), N=577 1,29 0,170 1,02 0,920 0,76 0,140 0,84 0,340
ER (-), PR (-), N=298 1,06 0,770 1,23 0,300 1,05 0,820 1,04 0,830
ER (-), PR (), HER2 (-)
N=198 0,80 0,500 0,96 0,860 0,80 0,370 1,17 0,520
ER (+), Luminalis A,
N=1933 0,76 0,001 0,68 1,1e-5 0,99 0,920 0,81 0,016
ER (+), Luminalis A,
Gradus 1, N=267 0,97 0,920 1,38 0,300 0,81 0,520 1,27 0,450
ER (+), Luminalis B,
N=1149 0,79 0,019 0,81 0,030 0,87 0,160 0,74 0,003
ER (+), Luminalis B,

Gradus 1 N=56 1,46 0,530 1,04 0,950 0,83 0,770 1,24 0,720
Gradus 1, N=345 1,02 0,940 1,15 0,590 0,76 0,310 1,22 0,450
Gradus 2, N=901 1,13 0,330 1,13 0,310 0,94 0,640 0,74 0,013
Gradus 3, N=903 0,93 0,54 0,94 0,56 1,11 0,330 0,85 0,16

Bazalis altipus, N= 618 0,59 4,1e-5 0,62 0,000 0,89 0,360 0,91 0,470
Luminalis A, N= 1933 0,76 0,001 0,68 1,1e-5 0,99 0,920 0,81 0,016
Luminalis B, N= 1149 0,79 0,019 0,81 0,030 0,87 0,160 0,74 0,003
ER (+), HER2 (+), N=156 | 1,25 0,470 1,69 0,093 1,14 0,670 1,26 0,460
ER (-), HER2 (+), N=96 | 1,37 0,320 1,58 0,150 1,78 0,068 0,81 0,510
ER (+), PR (+), Nyirok
(+) N=344 1,41 0,120 1,05 0,810 0,80 0,310 1,02 0,930
ER (+), PR (+), Nyirok (-)
N=228 0,81 0,560 1,06 0,870 0,76 0,400 0,44 0,025
ER (-), PR (-), Nyirok (+)
N=127 1,26 0,390 1,08 0,780 1,16 0,580 1,21 0,470
ER (-), PR (-), Nyirok (-)
N=167 1,00 1,000 1,11 0,740 0,96 0,900 1,32 0,370
ER (+), Luminalis A,
Gradus 2, N=567 0,91 0,580 1,13 0,460 1,01 0,970 0,89 0,480
ER (+), Luminalis B,
Gradus 2 N=253 0,65 0,051 0,82 0,360 0,46 0,001 0,59 0,020
ER (+) N=3082 0,78 0,0002 0,74 5,9e-6 0,94 0,3382 0,82 0,0023
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16. tablazat Osszefiiggés a SULT1A1 és SULT1A2 expresszio és az emlérak talélés kozott

SULT1A1 SULT1A1 SULT1A2 SULT1A2
(203615 _x_at) (215299 x_at) (207122_x_at) (211385 _x_at)

HR p-érték HR p-érték HR p-érték HR p-érték

Osszes emldrakos eset
N=3951 0,72 1,2e-7 0,77 3,7e-6 0,70 1,1e-10 0,73 2,3e-8
ER (+), PR (+), N=577 1,16 0,430 1,19 0,330 1,18 0,370 1,22 0,270
ER (-), PR (-), N=298 1,37 0,120 1,42 0,085 1,34 0,140 1,24 0,280
ER (-), PR (), HER2 (-)
N=198 0,98 0,940 1,18 0,510 1,34 0,230 1,06 0,810
ER (+), Luminalis A,
N=1933 0,86 0,092 0,93 0,399 0,78 0,005 0,70 0,002
ER (+), Luminalis A,
Gradus 1, N=267 0,83 0,560 1,59 0,150 1,01 0,960 1,13 0,700
ER (+), Luminalis B,
N=1149 0,84 0,075 0,83 0,064 0,68 6,9e-5 0,84 0,078
ER (+), Luminalis B,

Gradus 1 N=56 0,91 0,870 0,89 0,850 1,31 0,660 1,43 0,550
Gradus 1, N=345 0,94 0,810 1,32 0,300 1,17 0,560 1,14 0,630
Gradus 2, N=901 0,96 0,730 1,09 0,500 0,84 0,170 0,91 0,430
Gradus 3, N=903 1,02 0,860 1,00 1,000 0,94 0,58 1,04 0,74

Bazalis altipus, N= 618 0,72 0,012 0,85 0,210 0,73 0,015 0,75 0,024
Luminalis A, N= 1933 0,86 0,092 0,93 0,400 0,78 0,005 0,77 0,002
Luminalis B, N= 1149 0,84 0,075 0,83 0,064 0,68 6,9e-5 0,84 0,078
ER (+), HER2 (+), N=156 | 1,24 0,490 1,13 0,690 0,96 0,900 1,18 0,600
ER (-), HER2 (+), N=96 | 1,47 0,230 1,40 0,300 1,31 0,390 1,05 0,880
ER (+), PR (+), Nyirok
(+) N=344 1,29 0,240 1,23 0,340 1,26 0,290 1,21 0,380
ER (+), PR (+), Nyirok (-)
N=228 0,89 0,720 0,87 0,680 1,08 0,820 1,33 0,380
ER (-), PR (-), Nyirok (+)
N=127 1,54 0,110 1,22 0,470 1,32 0,310 1,25 0,400
ER (-), PR (-), Nyirok (-)
N=167 1,41 0,270 1,10 0,760 1,39 0,290 1,12 0,720
ER (+), Luminalis A,
Gradus 2, N=567 1,12 0,500 1,51 0,014 0,92 0,620 1,06 0,720
ER (+), Luminalis B,
Gradus 2 N=253 0,68 0,076 0,63 0,036 0,78 0,240 0,76 0,200
ER (+) N=3082 0,84 0,0085 0,87 0,0275 0,76 1,8e-5 0,81 0,0009

HR - veszélyességi arany. A p értékeket Log Rank teszt segitségével szamoltuk. A tablazatban a *, ** és *** a
szignifikans valtozasokat jeldlik a kontroll és kezelt csoportok k6zott, ahol a p <0,05, p <0,01 vagy p <0,001, a

jelzéseknek megfelelden.
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6.3.3. Az AHR és a PXR kifejezodése emlétumoros betegek szovetmintaiban
(Betegcsoport 2.)

In silico vizsgalataink eredményeit az AHR és a PXR intratumoralis expresszidjanak
karakterizalasaval egészitettiik ki (44. abra). Szoveti mikroarray eljarassal immunhisztokémiai
festést végzett kollaboracios partneriink 88 emlddaganatos beteg archivalt szovetblokkjain. A

betegcsoport részleteit mar korabban publikalta munkacsoportunk [138].
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44. abra Az Aril-Hidrokarbon Receptor és a Pregndn X-Receptor kifejezédése human emlétumoros betegek

szovetmintdiban

Emlétumoros betegek szoveti mikroblokk mintain (TMA), antitest segitségével jelolték kollaboracios partnereink
az AHR és a PXR kifejez6dését. A mikroszkopos felvételeken tipikus festédési mintazatot szemléltetiink. A

méretarany 50 um-nek felel meg.

Roviditések: PXR (Pregnan X-Receptor), AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor)

TMA kisérletek soran, amennyiben a sejtek egészében vettiik figyelembe az AHR
expressziot, nem tapasztaltunk jelentds valtozast, igy ezeket az adatokat nem mutatjuk be.
Azonban, az AHR aktivitast jobban reprezentald nukledris AHR kifejezddése csokkent a
betegség progresszidjaval (45A abra). A nukledris AHR kifejezddése csokkent az erdsen
proliferald (45B abra) és az alacsonyabb differencialtsagu tumorokban (45C 4abra). Ezzel
0sszhangban az invaziv duktalis karcindmak nem specialis tipusaként azonositott tumorokban

alacsonyabb AHR aktivitast tapasztaltunk a lobuldris tumorokhoz képest (45D abra).
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45. dbra A nukledris Aril-Hidrokarbon Receptor (AHR) alacsonyabb intratumordlis expresszidja korreldl a

tumor progresszidjaval és a magasabb mitotikus aktivitdssal, differencidlatlan emlédaganatokban

Emlédaganatos betegek mintaibol késziilt szoveti mikroarray-t AHR antitesttel jeldlte kollaboracios partneriink.
Az eseteket az AHR expresszié fiiggvényében H-pontrendszer (H-score) alapjan pontozta. Az AHR receptor
nukledris expresszidjanak H-pontszdma Osszefliggést mutatott a betegség (A) stadiumaval, (B) mitdzis
pontszamaval, (C) tubulus képzddésével és (D) szbvettani altipussal is. A 0. stadiumu (in situ karcinéma) és az 1.
stadiumu betegeket, valamint 1. és 2. pont tubulus képzédéssel értékelt eseteket egylitt kezelte az alacsony
esetszam miatt. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel (A), valamint parositatlan kétszélii Student
t-proébaval (B-D) hataroztuk meg. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc tesztet végeztiink. Az abran az

adatok atlagat adtuk meg. *= p <0,05 és **=p <0,01

Roviditések: AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor), duktalis karcinoma nem specialis tipus (NST)
Mindemellett a Nottingham gradus emelkedésével parhuzamosan csokkent a sejt

egészében értékelt PXR kifejezddése (46A abra), tovabbad magasabb proliferacios rataval
jellemezhetd tumorokban alacsonyabb PXR expressziot detektaltunk (46B-C abra).
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46. dbra A Pregndn X-Receptor (PXR) intratumordlis expresszidja csékkent a tumor gradusdval és magasabb

mitotikus aktivitdssal biré emlodaganatokban

Emlédaganatos betegek szoveti mikroblokkjain (TMA) kollaboraciés partneriink a PXR kifejez6dését megfeleld
antitest alkalmazasaval jelolte. Az eseteket a PXR kifejez6dés fiiggvényében H-pontrendszer (H-score) alapjan
értékelte. A PXR receptor expresszidjanak H-pontszama korreldl a betegség (A) gradusaval, (B) mitozis
pontszamaval és (C) mitotikus indexével. Az 1 és 2 mitdzis pontszammal értékelt betegeket az alacsony esetszam
miatt egyiitt kezelte. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel (A-B), valamint parositatlan kétsz&lii
Student t-probaval (C) szamoltuk. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc tesztet végeztiink. Az abran az

adatok atlagat adtuk meg. *= p <0,05 és ***=p <0,001

Roviditések: PXR (Pregnan X-Receptor)
6.3.4. A bakterialis indol bioszintézis csokken a korai stadiumi emlédaganatokban

Az indol metabolitok bakteridlis bioszintézise €s az emldtumoros megbetegedések
kozotti kapesolat feltdrashoz vizsgaltuk a bél mikrobidta indol szarmazék szintetizalo

kapacitasat. Ennek érdekében azonositottuk a bakterialis TnaA operonjat kodolo

baktériumfajokat szabadon hozzaférhetd adatbazisok segitségével. A baktériumok TnaA-t
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kodolo régidjara primereket tervezve qPCR reakcidval meghataroztuk az enzimet kddold6 DNS

aranyat human székletmintakban.

Az emlétumoros betegek mintdit az egészséges Onkéntesekével (Betegcsoport 1.)
Osszevetve, szignifikans csokkenést figyeltiink meg az Alistipes shahii TnaA-t kodolo génjének
mennyiségében, valamint hasonlé trend volt jellemz6 a Bacteroides xylanisolvens esetében is
(47. abra).
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47. abra A bakteridlis TnaA székletminta expresszidja osszefiiggést mutat emlédaganatos megbetegedésekkel

A bakterialis TnaA enzimet kodolé DNS mennyiségét 48 emlétumoros betegbdl és 46 egészséges onkéntesbol allo
populécié (Betegesoport 1.) széklet DNS mintaiban hataroztuk meg. A Providencia rettgeri tobb esetben 45-nél
alacsonyabb ct értékeket mutatott. A medianértékeket vonallal jeloltik. Emlétumoros betegeknél csokkent az
Alistipes shahii és a Bacteroides xylanisolvens TnaA-t kodolo génjének mennyisége egészséges onkéntesekkel
Osszehasonlitva. A statisztikai analizist parositatlan kétszélii Student t-probaval végeztiik. Az dbran az adatok

medianértékét adtuk meg. *=p <0,05

Roviditések: Tna (triptofanaz)
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Ezt kovetéen a betegség stadiumaval korrelaltattuk a TnaA enzimet kodolo gén
mennyiségét, mely soran 0. klinikai stadiumu (in situ karcinoma) betegeknél tapasztaltuk a
legkifejezettebb csokkenést, mind az Alistipes shahii és Clostridium sp. esetében. Hasonld
trendet figyeltiink meg a Providencia rettgeri és a Bacteroides xylanisolvens baktériumfajok

esetében is (48. abra).
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48. abra A bakteridlis indol bioszintézis csokkent a korai stadiumit emlodaganatokban

A human széklet DNS mintakat 48 eltéré klinikai stadiumt emlédaganatos betegtdl, valamint 46 egészséges
onkéntestol gylijtotte kollaboratorunk. A jelzett baktériumfajok TnaA-t kodold DNS mennyiségét a széklet DNS
mintakban qPCR reakcidval hataroztuk meg. A Providencia rettgeri tobb esetben is 45-nél alacsonyabb ct
értékeket mutatott. A medianértékeket vonallal jeloltik. A TnaA-t kodold gén mennyiségében trendszerd
csokkenést figyeltiink meg, mely az Alistipes shahii és a Clostridum sp. esetében szignifikansnak bizonyult,
valamint a legkifejezettebb korai klinikai stadiumu betegekben volt. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOV A
teszttel szadmoltuk. A variancia-analizis soran Dunnett post-hoc tesztet végeztiink. Az dbran az adatok medianjat

adtuk meg. *=p <0,05

Roviditések: Tna (triptofanaz)
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6.3.5. Az E. coli TnaA székletfehérje expresszioja korrelal a tumort infiltral6 limfocitak

szamaval (Betegcsoport 3.)

Ismereteink bovitése céljabol vizsgaltuk a bakterialis indol bioszintézis kulcsenzimének
fehérje szintli valtozasait Western blot kisérletekben. Vizsgalatainkhoz kereskedelemi

forgalomban kaphato E. coli eredetli TnaA fehérjére specifikus antitestet hasznaltuk (49A abra).

Mellrakos betegpopulacio (Betegesoport 3.) székletében meghataroztuk az E. coli TnaA
expressziojat. A primer tumort infiltrald limfocitdk szama alapjan csoportositva a betegeket
megallapitottuk, hogy magasabb TnaA expresszidval aranyosan emelkedik a TIL aranya (49B
abra). Az eredményekkel 6sszhangban Osszefiiggést mutattunk ki az emlétumoros betegek E.
coli TnaA kifejezédése és a TIL kozott, linearis regresszio végzésével (49C abra).
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49. abra Az E. coli TnaA székletfehérje expresszidja korreldl a tumort infiltralé limfocitiak ardanydval

(A) Az E. coli DH5a sejtlizatumot SDS poliakrilamid gélen futtattuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk és
anti-TnaA antitesttel vizsgaltuk (reprezentativ abra, n=3). (B-C) Meghataroztuk 36 alacsony tumor infiltralo
limfocita arannyal (TIL) jellemezhet6 paciens (0—20% TIL) és 11 magas TIL beteg (11% <TIL) székletmintaiban
a TnaA székletfehérje mennyiségét Western blot segitségével. A fehérjetartalommal normalizalt értékeket
abrazoltunk. A kiszoré értékeket Grubb teszttel dllapitottuk meg, mely alapjan az alacsony TIL csoportbdl 1 értéket
kizartunk. (B) A normalizalt TnaA expressziot abrazoltuk. (C) Alacsony és magas TIL betegek TnaA kifejez6dése
kozotti Osszefliggést linearis regresszioval is megallapitottuk. A statisztikai szignifikanciat parositatlan kétszéli

Student t-probaval szamoltuk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg.

Roviditések: Tna (triptofanaz), TIL (tumort infiltralé limfocita)
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7. Megbeszélés

Irodalmi adatok alapjdn az emésztérendszeri mikrobiom diszbidzisa patogén
folyamatokat indukal, hozzajarulva neoplasztikus elvaltozasok kialakulasahoz. A mikrobiom
Osszetételének megvaltozdsa azonban nemcsak a rosszindulati korképek megjelenésénél
figyelheté meg, hanem gyakran a tumor progressziojaval sulyosbodhat, ezaltal az eubiotikus
egyensuly fenntartdsa meghatarozé szerepet jatszik az emlokarcindma prevencidjaban. Annak
ellenére, hogy kozvetlen ok-okozati 6sszefliggések a mikrobiom és az emlédaganatok kozott,
illetve az egzakt patomechanizmusok kevésbé ismertek, szamos esetben mutattak ki korrelaciot
kozottiik. Goedert és munkatarsai a bakteridlis kozosség sokféleségének €s diverzitasanak
csokkenésérdl szamoltak be emldtumoros betegek és egészséges kontrollok széklet mikrobiom
vizsgalataban [14]. Az eml6 sajat mikrobiomaban szintén leirtak onkobidzist rosszindulati
eml6daganatokban [15, 16]. A legtobb vizsgalat a mikrobiom csokkent fajgazdagsagat mutatta
ki eml6karcinomaban, ennek kovetkeztében a bioszintetikus kapacitas korlatozott mértékii [14,
20, 28, 47, 48], melyet feltehetben a bakterialis metabolitok limitalt eclballitasa és
hozzaférhetésége magyaraz. Egyes kozleményekben a csokkent bioszintetikus kapacitast az
Osztrogén receptor statusszal [19, 138], valamint a kedvezétlen prognozist jelz6 TNBC
esetekkel hoztak Osszefliggésbe [47, 48, 58]. T6bb bakterialis metabolit, mint a rovid szénlanct
zsirsavak, a litokolsav vagy a kadaverin esetében is mutattak ki citosztatikus hatést
emlOkarcindmaban [19, 20, 26, 27]. A mikrobiom és az emlétumoros megbetegedések kozotti
funkcionalis kapcsolatot alatamasztja az a megfigyelés, hogy a rendszeres antibiotikum
expozicio csokkent bakterialis diverzitast eredményezhet, és ndveli az emlérak incidenciajat és
kiajulasanak kockazatat [61, 62, 285], mig a probiotikum expozicid prevencios hatasat irtak le
[66, 67]. Ezen eredmények megerdsitik hipotézisiinket a csokkent bakterialis fajgazdagsag és

az emlorak eléfordulasa kozotti sszefliggésrol.

7.1. Az indolpropansav és az indoxil szulfat citosztatikus hatasa emlédaganatban

A bioaktiv indoltartalmi metabolitok szamos molekularis mechanizmuson keresztiil,
els6sorban az AHR és a PXR aktivaciojaval gyakorolhatnak hatast szervezetiink fiziologids
miukodésére. Kulcsfontossagu szerepet toltenek be elsdsorban a bélcsatorna nyalkahértya
homeosztazisanak és barrier funkcidjanak fenntartdsdban, mucin termelést indukalva eldsegitik

a patogén invazidoval szembeni ellendlldst, tovabba az indol expozicid6 pro- ¢és
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antiinflammatorikus  citokinek  expresszidjdnak  szabdlyozasdval  befolyasolja a
gasztrointesztinalis immunitast [221, 248]. A bakteridlis triptofan metabolitok csokkent
mennyisége Osszefiiggésben 4allhat gyulladdsos bélbetegségek kialakuldsaval, ezzel
Osszhangban az IPA fokozott bioszintézisének protektiv hatasat allapitottak meg colitis
ulcerosas egérmodellben [252]. A triptofan metabolizmus valtozasai kapcsolatban allnak
kiilonféle neoplasztikus megbetegedésekkel, jelentésen csokkent szisztémds triptofan
koncentraciot mértek hematologiai korképekben, kolorektalis-, petefészek-, bor- és
tiidédaganatos betegek szérumaban. Ezzel ellentétes mdodon, mas vizsgalatokban a triptofan
metabolitok tumor-promotald hatasait hangsulyozzak, ugyanis a triptofan degradald enzimek,
az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO) és a triptofan-2,3-dioxigenaz (TDO) fokozott expresszidjat
figyelték meg a human tumorok 58%-aban, melyek hozzajarulhatnak a tumorsejtek
betoltott szerepérdl szolo kozlemények ellentmondodak, az IPA hatasait rosszindulat

emlédaganatokban napjainkig nem vizsgaltak.

Ertekezésemben arra kerestiik a valaszt, hogy az IPA képes-e modulalni kiilonbozé
emlokarcindbma sejtek viselkedését. Az IPA-medidlta hatdsokat sejtes €és egérmodellben
karakterizalva, az eredményeink azt mutatjak, hogy az IPA antineoplasztikus tulajdonsaggal bir
a human referencia tartomanyban adva. A referencia szérum koncentracidoval megegyezden
alkalmazott IPA szupplementacié egerekben csokkentette az emlétumor sejtek invazivitasat és
a kornyezd szovetekbe torténd besziirddését, ezaltal mérsékelve a kialakuld metasztazisok
ugyanakkor oxidativ stresszt idézett el6, daganatellenes immunvalaszt és MET-et indukalt,
valamint megvaltoztatta a tumorsejtek metabolikus aktivitdsat az AHR és a PXR jelatviteli
utvonalakon keresztiil. Hasonléan egyéb antitumoralis metabolitokhoz (pl. litokolsav és
kadaverin) [19, 20], az IPA kezelés sem fejtett ki citosztatikus hatast a nem-transzformalt
fibroblaszt sejtekre (50. abra).
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50. dbra Az indolpropdnsavy dltal indukadlt hatdsok osszefoglaldsa

Taplalék eredetii triptofanbol az emésztérendszeri mikrobiom altal kifejezett triptofanaz (TnaA) enzim
indolpropéansavat allit el6, mely a véraramon at eljutva, a gasztrointesztinalis traktustol tavol es6 rakos sejtekre is
hatast gyakorolhat. Az IPA kezelés AHR és PXR receptorokon keresztiil befolyasolta az EMT-t, gatolta az

sejtproliferaciot, oxidativ stresszt és daganatellenes immunvalaszt indukalt, valamint csokkentette az emlétumor

s

Roviditések: TPA (indolpropansav), AHR (Aril-Hidrokarbon Receptor), PXR (Pregnan X-Receptor), EMT

(epitelidlis-mezenchimalis tranzicio)

A normal daganatellenes immunitas kialakulasahoz kulcsfontossagii a bakterialis
kozosség diverzitasa [287, 288], tovabba egyes bakterialis metabolitok, koztiik a triptofan

szarmazékok is hozzajarulhatnak az immunvalasz modulalashoz [221, 289]. A triptofan, illetve
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a mikrobialis bontadsa soran keletkezd katabolitok hatasait AHR és PXR receptorok kozvetitik
[252, 253]. A triptofan szegény taplalkozas kovetkeztében csdkkent indol eldallitas AHR-fliggd
modon immunszuppressziv hatasu [257], mely jol korrelal az altalunk megfigyelt emelkedett
daganatellenes immunvalasszal. Ennek megfeleléen a primer tumort infiltralé limfocitdk szama
egyenesen aranyosan novekszik az IPA bioszintéziséért felelés TnaA expresszidval.
Ugyanakkor fontos megjegyezniink, hogy az immunrendszer triptofan (metabolit)-dependens

szabalyozasa befolyasolhatja az emésztorendszeri mikrobiom Osszetételét is [290].

Vizsgalataink arra utalnak, hogy az IPA kezelés oxidativ-nitrozativ stresszt indukalt az
emlOkarcindma sejtekben az NRF2 expressziojanak és aktvitasanak csOkkentésével, ami
kovetkezményesen csokkenti az antioxidans kapacitast (példaul csokkenti a katalaz enzim
kifejezodését). Mindemellett fokozott iNOS expressziot €s mitokondrialis reaktiv szarmazékok
felszabadulasat figyeltiikk meg, mely eredmények korreldlnak a litokolsav esetében leirt
hatasokkal [138]. A redox-egyensuly fenntartasaban kulcsfontossagli szerepet jatszik a pro- és
antioxidansok aranyat szabalyoz6 NRF2 és iNOS [24, 276]. Habar a fokozott oxidativ-
nitrozativ stressz funkcidja még tisztdzatlan emlédaganatokban, legfrissebb tanulmanyokban a
prooxidansok altal indukalt citosztatikus hatasok jelent6ségérol szamoltak be [138, 148, 274,
275, 291]. Eredményeink arra utalnak, hogy az IPA-medialta citosztazishoz létfontossagh a
reaktiv oxigén- €és nitrogén szarmazékok fokozott termelése. Tovabba az oxidativ stressz a
tumor-iniciacidjaban és progressziojaban kritikus jelent6ségii daganatdssejt jellemzok egyik
legfontosabb szabalyozoja [282], ezaltal a prooxidansok fokozott termelése el6segitheti az
eml6tumor sejtek Ossejt-szerii tulajdonsagainak elvesztését [292, 293]. Kisérleteink soran az
IPA kezelés csokkentette az emldrak Ossejtek aranyat, mig hatasat a tiol-reduktansok jelenléte

megakadalyozta.

Az onkobiotikus transzformacio EMT-ben, valamint metasztiazisok kialakulasaban
betoltott  szabalyozd  funkcidjat szamos kozleményben  kifejtették  [19-21,  25].
Tanulmanyunkban az IPA t6bb mikrobialis metabolittal megegyezéen MET-et indukalt [19,

--------

egérmodellben a metasztidzisok szamat.

Ezen eredmények mellett jelentds valtozast taldltunk a mitokondridlis biogenezist
stimulaloé enzimek kifejezddésében is. Az IPA kezelés hatdsara az AMPK, a FOXOI ¢és a
PGCI1p transzkripcios faktorok AHR/PXR-fiiggd modon indukalodtak. Az irodalmi adatokkal
Osszhangban az energiaszenzor utvonal kulcsfontossagu enzimeinek aktivalasa és fokozott

expresszidja az emlorakos betegek hosszabb talélésével tarsult [20, 203, 294].

115



Kutatasunk masodik részében karakterizaltuk az IPA-hoz hasonldan citosztatikus
tulajdonsagokkal rendelkezd, indoltartalmu bakterialis metabolit, az 1S emlétumor sejtekre
gyakorolt hatasait. Az IS daganatellenes funkcioit az IPA-val megegyezéen AHR és a PXR
receptorok szabalyozzak [218]. Vizsgalataink soran azonban az AHR bizonyult
dominansabbnak, mig az IPA citosztatikus hatdsat mindkét receptor ekvivalens modon
kozvetitheti. Megfigyeltiik, hogy az alacsonyabb AHR és PXR expresszio korrelal a korkép
elérehaladottabb stadiumaval, gradusaval, valamint a magasabb mitotikus aktivitassal, mely

hatterében az indol-medialt jelatvitel fokozatos elvesztése allhat.

Sejtes €s allatmodellben az IS kezelés a referencia szérum koncentracionak megfeleld

tartomanyban csokkentette az proliferacios aktivitast, valamint mérsékelte az emlétumor sejtek

crer

crer

metabolitok k6z0s jellemvonasa [19, 20, 27, 138, 269, 281].

Egyéb bakteridlis metabolitokhoz hasonléan az IS tumorszuppressziv hatasanak
molekularis mechanizmusa elsésorban az EMT reverzibilitasan alapszik [19-21, 25, 138].
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az emldtumor sejtek kevésbé invaziv, epitelidlis
a metasztazisok kialakuldsat. Az IS kezelés hatdsira az EMT-vel egyarant csokkent a
mezenchimalis markerek (Vim, Fgfbpl, Tgfb3, MMP9, Snail és S-catenin) expresszioja, mig az
adherens sejtkapcsolatokban résztvevé E-cadherin és ZO-1 kifejezdésének emelkedését
figyeltiik meg, mely eredmények felvetik az EMT funkciondlis szerepét az emlétumor

progresszidjaban.

Ezenkiviil a fokozott iNOS expresszio, valamint az NRF2 csokkent aktivacidja -
hasonloan a fentebb emlitett IPA-hoz - a redox-homeosztazis felborulasat eredményezve
oxidativ-nitrozativ stresszt indukalt. A fokozott prooxidans felszabadulds altal kivaltott
valtozasok kulcsfontossagl szereppel birnak az emlékarcindma sejtek citosztazisaban [138,
274, 275, 291], valamint csokkentették az emldrak Ossejtek aranyat [282, 292, 293],
hozzajarulva az IS-indukalt antitumor hatas kialakulasahoz. Mindemellett jelent6s metabolikus

véltozasokat detektaltunk IS kezelés soran, melyek szintén eldsegithetik az emldédaganat

crer

Megallapitasainkat tagabb perspektivaiba helyezve, a triptofan- és az indol
metabolizmus szoros 0sszefiiggést mutat az emlérdk kialakulasaval és tulélésével, mely
hozzajarul az emlddaganatos betegségek patomechanizmusardl alkotott képilink bovitéséhez
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[295]. Eredményeinket Osszefoglalva feltételezziik, hogy az onkobiotikus transzformacio
elsdsorban az emldérak progresszidjaban kulcsfontossagl, azonban a tumor-iniciaciéhoz nincs

jelentds hozzajarulasa.

7.2. Megfigyeléseink relevanciaja human emlétumoros betegek vonatkozasaban

A triptofan- és az indol metabolizmus szoros Osszefliggést mutat az emlorak
kialakulasaval, valamint a talélési rataval. Auslander és munkatarsai a magas extracellularis
triptofan szintet kedvezotlen tuléléssel asszocialtdk emldrakos betegek esetében [296].
Kimutattak, hogy az IS szint mind az 6sztrogén receptor pozitiv (ER+), mind a negativ (ER-)
emlérakos esetekben alulszabalyozott [297], mig a proliferacios marker Ki67 pozitivitas az 1S
mennyiségével negativan korrelalt rosszindulati emlédaganatokban [297]. Ezen metaanalizis
adatok arra utalnak, hogy az indol szarmazékok, koztiik az IS elésegitik az emlorakos betegek

tulélését, valamint mennyiségiik a betegség progresszidjaval csokken.

Az irodalmi adatokat alatimasztva eredményeink azt mutatjak, hogy korai klinikai
stadiumi emldrakos betegekben a mikrobiom IPA bioszintetizald kapacitasa jelentésen
csokkent. A legkifejezettebb valtozast in situ karcinomak esetében tapasztaltuk, megerdsitve
mas bakterialis metabolitok, példaul a litokolsav és a kadaverin esetében megfigyelteket [19,
20]. Tovabba in silico vizsgalataink alapjan, az 6sztrogén szignalizacié befolyasolhatja az IPA
¢s az IS altal indukalt antineoplasztikus hatasokat kozvetitd jelatviteli utvonalak aktivitasat. Az
AHR ¢és a PXR kifejezddése egyarant csokkent ER+ emldrakos betegekben, szemben a TNBC
esetekkel. Hasonl6 trendet mutattunk ki az IS bioszintézist szabdlyozé human enzimek
kifejezddése soran is. A Cyp2E1,a SULT1A1 ésa SULT1A2 izoformék magasabb expresszioja
hosszabb tuléléssel korrelalt, mely protektiv hatds a hormon receptor negativ emldédaganatos
esetekben eltlint, egyéb citosztatikus tulajdonsagii metabolitokhoz hasonloan [19, 20, 138].
Eredményeink jol korreldlnak az AHR és a PXR intratumordlis expresszids mintdzataval,
illetve aktivitasaval. A receptorok csokkent kifejezddését figyeltilk meg nagy invazivitdsu,
erésen proliferalo és differencidlatlan emlétumorokban, valamint a betegség progresszidjaval
parhuzamosan. Megfigyeléseink, illetve a rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan
feltételezziik, hogy az emésztOrendszeri mikrobiom diszbidzisa kovetkeztében a triptofan
metabolizmus szuppresszalodik emldrdkos betegekben, mely elsdésorban korai stadiumu,
valamint in situ emlékarcindmaban a legkifejezettebb. Az IPA bioszintézis csokkenésével az

emlorak sejtek felszabadulnak a citosztatikus gatlas alol, igy agresszivebb fenotipus alakulhat
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Ki. Az eml6daganat onkobiomot a citosztatikus tulajdonsagu bakterialis metabolitok csokkent
bioszintézise mellett, fokozott reaktiv Osztrogén kapacitds €s Osztrogén enterohepatikus
cirkulacié jellemezi. Yager és munkatarsai egér és patkany kisérletekben megfigyelték, hogy
tartos 0sztrogén, Osztron €s 0sztradiol expozicid fokozott emlétumor sejtproliferaciohoz vezet,
mig az oxidativ metabolizmusok soran keletkezd katekol-kinon metabolitok karcinogén
hatastiak, DNS-karosodast és mutagenezist valtanak ki [298]. A leirtakat 6sszegezve gy tiinik,
hogy az onkobiotikus transzformacid meghatarozd szerepet jatszik az emldrak

progresszidjaban.

A fentebb emlitett tudoméanyos eredmények ravilagitanak az onkobiom emlérakban
betoltott funkciondlis szerepére, melyet egyarant alatdmasztanak human populacio-alapt
tanulmanyok, antibiotikum expoziciora vonatkozo allatkisérletek, bakteridlis metabolit
szupplementacio megfigyelések, taplalkozasi [299] és farmakologiai vizsgalatok [300]. Ezen

tanulmanyok citosztatikus hatdsu bakteridlis metabolitok és onkobiom komponensek

cyey
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8. Osszefoglalas

Az emberi test felszinén €s a testliregekben szamos baktériumfaj €l a gazdaszervezettel
dinamikus egységet képezve, melyek kiilonb6z6 bakteridlis metabolitok bioszintézisén
keresztiil (példaul IPA és IS) befolyasolhatjak a gazdaszervezet élettani folyamatait és egyes
patologias koérképek kialakulasat. Kiilso €s belso tényezok egyarant (életkor, étrend, higiénia,
genetikai faktorok, immunrendszer, antibiotikumok ¢&s xenobiotikumok szedése stb.)
meghatarozhatjadk a mikrobialis Osszetételt és mukodést. Az emésztorendszeri mikrobiom
diszbiozisa szamos betegséggel, koztiik a rosszindulati emlédaganatok kialakulasaval is

Osszefliggést mutat.

A taplalék eredetli triptofanbol tobb bakterialis metabolit képzddhet. A bakterialis ThaA
enzim segitségével IPA és IS Kkeletkezhet, az utobbi képz6dése a majban torténd
transzforméciohoz kotott. A metabolitok az emberi test tdvoli szerveiben 1évd daganatsejtekre
is hatast fejthetnek ki, ahova a véraram Wutjan jutnak el. Sejtes és egérmodellben is
karakterizaltuk az IPA, valamint az IS altal indukalt hatasokat, s az eredményeink alapjan ezen
indoltartalmu bioaktiv metabolitok antineoplasztikus tulajdonsdggal rendelkeznek. A
referencia szérum koncentracionak megfeleld tartomanyban mind az IPA, illetve mind az IS
kornyezd szovetekbe, ezaltal mérsékelve a képzddd metasztazisok szamat €s tomegét. A primer
tumorok szovettani elemzése soran emelkedett limfocita aranyt figyeltink meg, mely a
daganatellenes immunvalasz indukalodésara utal. Mindemellett az IPA, valamint az IS kezelés
tumorsejt-specificitassal jellemezhetéek, nem fejtettek ki hatast nem-transzformalt human
fibroblaszt sejtekre. Mindkét bakterialis metabolitot fokozott iNOS expresszio, valamint
csOkkent NRF2 kifejez6dés jellemez, ami a csokkent antioxidans kapacitdson keresztiil
oxidativ-nitrozativ stresszt indukalt. A redox-homeosztazis felborulasa kulcsfontossagu
szerepet jatszik az emldkarcindbma sejtek citosztazisdban, valamint a daganatdssejtek aranyat
csokkentve hozzajarul az antitumor hatas kialakuldsdhoz. Ezen eredményeket megerdsitettiik
az IPA-indukalt oxidativ hatasok, valamint 6ssejt-szerti jellemzok elvesztésének gatlasaval tiol-
reduktansok jelenlétében is. Tovabba mind az IPA és mind az IS kezelés MET-et, valamint
metabolikus valtozasokat indukdlva hozzajarulhatnak a tumorszuppressziv hatasok

kifejezddésehez.
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Az indoltartalmu metabolitok hatdsait AHR és PXR jelatviteli utak kozvetitik. Az AHR
¢s a PXR magasabb expresszidja egyarant hosszabb tiléléssel korrelal emldrakos betegeknél.
Ezzel Osszhangban a receptorok csokkent kifejezOdést mutatnak erdsen proliferald és
differencialatlan eml6tumorokban, ezaltal kedvezdtlen prognodzist jelezve. Mindemellett az IS
szintézisében résztvevé majenzimek (Cyp2E1, SULTI1 és SULT2) fokozott expresszidja jobb
tulélési rataval asszocialhatd. Az indol metabolitok bakteridlis bioszintézise €s az emlétumor
kozotti kapcesolat igazolasahoz meghataroztuk a bakteridlis TnaA enzimet kodolé DNS
mennyiségét human emldétumoros és egészséges egyének székletmintdiban. Eredményeink
alapjan a mikrobiom indol szarmazékokat bioszintetizald kapacitasa jelentosen csokkent, mely

valtozas korai stadiumu, valamint in situ emlékarcindmaban a legkifejezettebb.
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9. Summary

Many bacterial species live on the surface and the in cavities of the human body in
dynamic interaction with the host. The microbiome can influence the physiological processes
of the host, as well as the progression of pathological diseases through the biosynthesis of
various bacterial metabolites (among indolepropionic acid and indoxyl sulfate). Both external
and internal factors (age, diet, hygiene, genetic factors, immune system, use of antibiotics and
xenobiotics etc.) can determine the microbial composition and function. Dysbiosis of the gut

microbiota is associated with a number of diseases, including breast tumors.

From dietary tryptophan indolepropionic acid (IPA) and indoxyl sulfate (IS) can be
formed in a bacterial tryptophanase enzyme-dependent manner. These metabolites can reach
tumor cells in distant organs of the human body through the bloodstream. The effects of IPA
and IS were characterized by both cellular and mouse models. Based on our results, these
indole-containing bioactive metabolites have antineoplastic properties. In concentrations
corresponding to the human reference serum concentration, both IPA and IS supplementation
reduced the level of infiltration to the surrounding tissues, thereby, decreased the number and
total mass of metastases. Histological analysis of primary tumors showed an elevated ratio of
lymphocytes, suggesting an induction of antitumor immune response. In addition, the IPA as
well the IS treatment reduced the proliferative activity and migration of breast cancer cells, at
the same time, they had no effect on non-transformed human fibroblast cells. We also observed
increased oxidative and nitrosative stress due to the downregulation of NRF2 and increased
expression of iINOS. The imbalance of redox homeostasis plays an important role in inducing
cytostasis, as well as, contributes to reducing the proportion of cancer stem cells. Moreover,
both IPA and IS treatment enhanced mesenchymal-epithelial transition (MET) and metabolic

changes, resulting in tumor-suppressing effects.

The effects of indole metabolites are mediated by Aryl-Hydrocarbon Receptor (AHR)
and Pregnane X-Receptor (PXR) signaling pathways. Based on the kmplot.com database
analysis, our data showed that higher expression of both AHR and PXR correlated with
significantly longer survival in breast cancer patients. In line with these observations, the
receptors were characterized by decreased expression in highly proliferating and
undifferentiated breast cancers, thus associated with poor prognosis. Furthermore, increased

expression of liver enzymes (Cyp2E1, SULT1, and SULTZ2) involved in the synthesis of IS
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correlates with better overall survival. To verify the connection between bacterial biosynthesis
of indole metabolites and breast cancer, we assessed the abundance of bacterial tryptophanase
DNA in human fecal samples. Our results showed, that the capacity of microbiome to
biosynthesize indole derivatives was significantly decreased, that is more pronounced in early

stage, in situ breast carcinoma.
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12. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Dr. Bay Péternek, hogy
lehetdséget biztositott munkam sikeres elvégzéséhez és értekezésem megirasdhoz. Halaval
tartozom tamogatasaért és nélkiilozhetetlen szakmai tanacsaiért, amivel alapvetéen hozzajarult

szakmai fejlédésemhez.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Virdg Léasz16 intézetigazgatonak, hogy lehetévé tette
szamomra a kutatomunkat az Orvosi Vegytani Intézetben. Tovabba koszonetem fejezném ki az

Intézet minden munkatéarsanak tiirelméért €s onzetlen segitségiikért.

Gyakorlati tanacsaiért és tamogatasaért halas vagyok Dr. Miké Editnek és Dr. Kovacs
Tiindének, hogy id6t nem sajnalva biztattak és megosztottdk velem elméleti és szakmai
ismereteiket. Szeretném megkdszonni Jankd Laurdnak és Antal Doérdnak munkdm soran
nyujtott segitségét és lelki timogatasat, akikre nemcsak kollégaként, hanem baratként is mindig
szamithattam. Tovabba halaval tartozom Ujlaki Gyuldnak adatbazis elemzésekben nyujtott

tamogatasaért, valamint Lente Grétanak allatkisérleteim kivitelezéséhez valod hozzajarulasat.

Gyakorlati tanacsaiért és technikai segitségéért halaval tartozom Finta Laszl6 és Bancsi

Laszl6 laborasszisztenseknek.

Koszonetem fejezném ki Dr. Boratkd Anitdnak és Dr. Sipos Adriennek az ECIS
mérések végzeéséért és az eredmények kiértekelése sordn nyujtott segitségiikért. Kdszonetet
mondok laborunk minden munkatarsanak a jo hangulatban eltoltott mindennapokért, s hogy

segitOkész tandcsaikkal eldsegitették munkamat.

Szeretném megkoszonni Dr. Csonka Tamdsnak és Prof. Dr. Méhes Gabornak a
szdvettani vizsgalatok elvégzését, illetve Dr. Torok Miklosnak és Dr. Kovacs Ilondnak (Kenézy
Gyula Egyetemi Korhaz, Debrecen) a human szvettani mintak patologiai leletezését. Halasak
vagyunk James J. Goedertnek (NCI-NIH) az emlétumoros betegektdél szarmazé széklet DNS
mintak biztositasaért, valamint Dr. Sebd Evanak (Kenézy Gyula Egyetemi Korhaz, Debrecen),
Dr. Té6th Juditnak és Dr. Szabd Juditnak a human székletmintak gyijtéséért. Koszonettel
tartozom Dr. Kiss Borbalanak, Dr. Téth Dezsoének és Dr. Arkosy Péternek az emlétumoros

betegek tanulmanyunkba torténd bevalogatasdban nyljtott segitséglikért.

Koszonetem fejezném ki Dr. Karen Uraynak kézleményeink nyelvi lektoralasaért.
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K6szonom barataimnak, hogy sziintelentiil biztatva mellettem alltak. Nem utols6 sorban
szeretném kifejezni megbecsiilésemet ¢és halamat szeretett csalddomnak, sziileimnek ¢&s
férjemnek, Dr. Maté Istvannak, akik tdmaszt nyQjtottak, gondoskodéssal és tiirelemmel kisérték

végig munkamat.

A disszertacio elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00006 szamu projekt timogatta. A
projekt az Europai Uni6 tamogatasaval, az Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozasaval valosult meg. Munkéank alapjaul szolgdlé kutatast az Innovacids és
Technologiai Minisztérium altal meghirdetett Témateriileti Kivalosagi Program (TKP2020-

IKA-04) tdmogatta.
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14. Fuggelék

A fiiggelék az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények kiilonlenyomatait tartalmazza:
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