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1. Rövidítések 

 

•NO₂       nitrogén-dioxid gyök  

•O2
-       szuperoxid-anion  

•OH       hidroxil-gyök 

4HNE        4-hidroxinonenál 

AKT       szerin-treonin kináz 

ALDH1      aldehid-dehidrogenáz 1  

AMPK       AMP-aktivált protein-kináz  

ARE       antioxidáns válaszelem 

BA       epesav (bile acid) 

Bai       epesav indukálható operon  

BAAT       epesav-CoA-aminosav N-aciltranszferáz  

BACS       epesav-CoA szintetáz  

BMSC       csontvelői őssejt 

BSH       epesav-hidroláz 

CA       kólsav  

CAEC       karcinómához társult endotélsejtek 

CAF       karcinómához társult fibroblasztok  

CAR       konstitutív androsztán receptor 

CAT       kataláz 

CCK       kolecisztokinin  

CDCA       kenodezoxikólsav 

CDH1       E-cadherin fehérjét kódoló gén 

c-Myc       sejtes myelocytomatózis onkogén 

CYP27      szterol 27-hidroxiláz enzim  

CYP7A1      koleszterol 7α-hidroxiláz enzim 

CYP8B1      szterol 12α-hidroxiláz enzim 

CSC       rákőssejtek (cancer stem cells) 
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DCA       dezoxikólsav 

DEAB       dimetilamino-benzaldehid   

DMSO       dimetil-szulfoxid    

ECAR       extracelluláris savasodási ráta 

ECM       extracelluláris mátrix 

EDTA       etilén-diamin-tetraecetsav 

EGF       epidermális növekedési faktor 

EMT       epiteliális-mezenchimális tranzíció 

FBS       hőinaktivált fötális marhaszérum 

FGF       fibroblaszt növekedési faktor  

FSP1       fibroblaszt szekréciós fehérje-1  

FXR       farnezoid X receptor 

GBA       bél-agy tengely (Gut-Brain Axis) 

GCA       glikólsav 

GCDCA      glikokenodezoxikólsav 

GLUT1      glükóztranszporter 1 

GPX2       glutation-peroxidáz 2 

GR       glutation reduktáz  

GSH       glutation 

H2O2       hidrogén-peroxid 

HCC       hepatocelluláris karcinóma 

HGF       hepacita növekedési faktor 

HIF-1       hipoxia-indukálható faktor-1 

HMOX1      hemoxigenáz 1 

IBD       gyulladásos bélbetegség 

IC       immunsejtek 

IFN-I       I-es típusú interferonok (IFNα és β) 

IL-15       interleukin-15  

iNOS       indukálható nitrogén-monoxid szintáz 
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KEAP1      Kelch-like ECH-associated protein 1 

K-RAS Kristen Rat szarkóma vírus onkogén 

homológ  

LCA       litokólsav 

LDHA       laktát-dehidrogenáz A 

LOX       lizin-oxidáz enzim 

LPS       lipopoliszaharid 

LXR       máj X receptor 

MAPK       mitogén-aktivált protein kináz 

MDA       malondialdehid 

mTOR       mammalian target of rapamycin 

NAC       N-acetil-cisztein 

NADPH      Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát  

NF-κB       nukleáris faktor-κB  

NO       nitrogén-monoxid  

NOX4       NADPH oxidáz 4 

NQO1       NAD(P)H kinon-dehidrogenáz 1 

NRF2       nukleáris faktor, eritroid2-kapcsolt faktor 2 

OCR       oxigén fogyasztási ráta 

ONOO-      peroxinitrit 

OXPHOS      oxidatív foszforiláció 

P53       tumor protein 53 

PAGE       poliakrilamid gélelektroforézis 

PanIN       intraepitheliális neoplázia  

PBS       foszfát-puffer oldat 

PDAC       hasnyálmirigy duktális adenokarcinóma 

PDGF-B/C      trombocita eredetű növekedési faktor B/C  

PDK1       piruvát-dehidrogenáz kináz 

PegCAT      pegilált kataláz 
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pHi/pHe      intra/extracelluláris pH 

PI3K       foszfatidil-inozitol-3-kináz 

PKC       protein-kináz C 

PTEN       foszfatáz és tenzin homológ 

PUFA       többszörösen telítetlen zsírsav(ak) 

PXR       pregnán X receptor 

qPCR       kvantitatív polimeráz láncreakció 

RNI       reaktív nitrogén intermedier 

RNS       ribonukleinsav 

ROS       reaktív oxigénformák 

S1PR2       szfingozin-1-foszfát receptor 2 

SFB       szegmentált filamentózus baktériumok 

Slug       snail család transzkripciós represszor-2 

Snail       snail család transzkripciós represszor-1 

SOD1-3      szuperoxid-dizmutáz 1-3 

SRB       szulforodamin B 

TACC3 transzformáló savas spirálmotívumot 

tartalmazó fehérje 3 

TBA       tiobarbitursav 

TBARS      tiobarbitursav-reaktív termékek 

TBS       tris pufferelt sóoldat 

TCA       taurokólsav 

TCA       triklór-ecetsav 

TCDCA      taurokenodezoxikólsav 

TEC       tumor-asszociált endotél sejtek 

TGR5/GPBAR1     Takeda G-fehérje kapcsolt receptor 5 

Th1/17       helper T-sejtek (T-helper cells) 

TLR       toll-like receptor 

TME       tumor mikrokörnyezetet 
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TRXPT      tioredoxin-peroxidáz 

UDCA       ursodezoxikólsav 

VDR       vitamin D receptor 

VEGF       vaszkuláris endotél növekedési faktor 

WNT       WNT (Wingless) jelátviteli útvonal 

ZEB1/2      cinkujj E-box-kötő fehérje 1/2 
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2. Bevezetés 

 

2.1.  Hasnyálmirigy-daganatos megbetegedések  

 

A hasnyálmirigy adenokarcinóma (PDAC) az egyik legagresszívebb daganattípus. A 12. 

leggyakoribb ráktípus és a halálozási ráta 6. helyén áll világszerte, 2022-ben 510,566 új esetet 

és 467,005 halálesetet írtak le [1]. A betegeket általában előrehaladott stádiumban 

diagnosztizálják, mivel hiányoznak a korai diagnózishoz szükséges markerek, és a betegek 

tünetmentesek a betegség korai szakaszában. A hasnyálmirigy-daganatban szenvedő betegek 5 

éves túlélési aránya mindössze 10% körül mozog. A betegség magas metasztatikus potenciálja 

[2] és a kemoterápiával szembeni rezisztenciája [3] rossz prognózist eredményez, ezért 

elengedhetetlen a hasnyálmirigy adenokarcinóma patogenezisének jobb megértése. 

2050-re a várható rákos megbetegedések előfordulási valószínűsége a népességnövekedés 

és az öregedés előrejelzett változásai alapján, feltételezve, hogy az összesített rákkockázati 

arányok nem változnak, azt jósolják, hogy több mint 35 millió új rákos esetet fognak 

diagnosztizálni. Ez 77%-os növekedést jelent világszerte a 2022-ben becsült 20 millió esethez 

képest [1].   

 

2.2.  Az emberi mikrobiom és a hasnyálmirigy-daganat közötti kapcsolat 

 

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kap a mikrobiom, mint az immunrendszerünk, s 

ezáltal az egészségünk egyik kulcs szereplője. Számos tanulmány bizonyítja, hogy az emberi 

mikrobiom és a gazdaszervezet koevolúciója rendkívül nagy hatással bír az általános egészségi 

állapotunkra [4], [5]. Az emberi test különböző területein – mind a külső felszíneken, mind a 

belső üregekben – nagy számú baktériumfaj él, melyek együtt alkotják a mikrobiótát, amely 

tartalmazhat szimbióta, kommenzális és patogén mikroorganizmusokat is. A mikrobióta 

összességét a mikrobiom kifejezéssel illetjük. Az emberi testben élő mikroorganizmusok 

többsége a bélrendszerben található, egy tipikus bélmikrobiom több száz különböző fajból 

származó, több billió mikrobiális sejtet tartalmazhat, amelyek genomjai globálisan több mint 

hárommillió gént foglalhatnak magukba [6]. A mikrobiom összetételét számos tényező 

befolyásolhatja, ilyenek a születési mód, csecsemőkori táplálás, életkor, étrend, higiénia, 
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életmód, genetikai adottságok és az immunrendszer, valamint az antibiotikumok és egyéb vegyi 

anyagok (xenobiotikumok) alkalmazása [7].  

A mikrobiom összetétele megváltozik a neoplasztikus betegségekben. Ezeket a 

változásokat onkobiózisnak nevezzük, és az így kialakult baktériumközösség az onkobiom [8]. 

Maga az onkobiózis nem idéz elő daganatot, de elősegítheti a tumor növekedését és az áttétek 

kialakulását [9]. Az onkobiom támogatja a daganatokra jellemző folyamatokat, például az 

áttétképződést, az angiogenézist, a gyulladást, a sejt anyagcsere szabályozásának zavarára való 

hajlamot, valamint az immunvédelem elkerülését [10], [11], [12].  

A hasnyálmirigy anatómiai elhelyezkedése a gyomor-bél traktus közelében lehetővé teszi 

a bél és a hasnyálmirigy közötti kétirányú kommunikációt, amelyet gyakran bél-hasnyálmirigy 

vagy bél-hasnyálmirigy-máj tengelynek neveznek. A szájüregi [13] és a nyombélben található 

[14] mikrobiom összetétele megváltozik hasnyálmirigy adenokarcinóma esetén. A szájüregi és 

bélbaktériumok képesek áthelyeződni, és megtelepedhetnek a hasnyálmirigy-vezetékben és 

magában a hasnyálmirigyben is [15], [16]. Érdekes módon a gombák kolonizációja szintén 

összefüggésbe hozható a hasnyálmirigy adenokarcinómával [17]. A hasnyálmirigyben 

megtelepedő baktériumok gyulladást idéznek elő, elősegítve ezzel a tumor kialakulását és 

előrehaladását [15], [18]. Az invazív baktériumok a vérkeringésbe is bejuthatnak, és gyakran 

erősen immunogének a lipopoliszacharid (LPS) termelésük miatt. Az LPS aktiválhatja a Toll-

like receptorokat (TLR-eket), amelyek az NF-kB útvonalon keresztül proinflammatorikus 

citokinek (pl. CXCL-ek, IL-6) termelését indukálják [19]. 

A mikrobiom közvetlen immunstimuláló hatása mellett számos daganattípusban, köztük a 

hasnyálmirigy adenokarcinómában is, leírták a mikrobiom endokrin-szerű működését [20], 

[21]. Az intesztinális mikrobiom mérete miatt jelentős bioszintetikus kapacitással rendelkezik, 

és képes bioaktív metabolitokat termelni, amelyek a keringésbe jutva hormon-szerű hatásokat 

fejthetnek ki a távoli célpontokon, például a tumorsejteken. 

Értekezesémben a humán mikrobiom által szintetizált metabolitok, két másodlagos epesav, 

a litokólsav és az ursodezoxikólsav hatásait vizsgáltam pankreász adenokarcinómában.  
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3. Irodalmi áttekintés 

 

3.1.  Pankreász adenokarcinóma 

 

A hasnyálmirigy adenokarcinóma az egyik legagresszívebb ráktípus. A PDAC nem invazív 

prekarcinogén neopláziákból alakul ki, amelyet az őket borító hám diszplázia morfológiai foka 

alapján alacsony vagy magas fokozatúként osztályoznak. Ezek az elváltozások gyógyíthatók, 

ha elég korán felismerik és kezelik őket. Az invazív PDAC leggyakoribb előfutára a 

hasnyálmirigy intraepiteliális neopláziája (PanIN), amely mikroszkópikus elváltozásként a kis 

hasnyálmirigy kivezetőcső hámsejtjeiből alakul ki [22]. A betegség kialakulásának 

rizikófaktorai a dohányzás, az elhízás, rossz táplálkozási szokások, cukorbetegség, valamint a 

krónikus hasnyálmirigy-gyulladás [23].  

A PDAC gyakran krónikus hasnyálmirigy-gyulladás hátterében alakul ki, és gyulladásos 

mikrokörnyezethez kapcsolódik. Számos bizonyíték alátámasztja, hogy a gyulladás indukálása 

az onkogén K-RAS-t (Kirsten-Rat szarkóma vírus onkogén homológ) [24] expresszáló 

hasnyálmirigyszövetben felgyorsítja a tumor progresszióját és neoplasztikus prekurzor léziók, 

például acinaris-ductalis metaplasia (ADM) és pankreász intraepiteliális neoplazia (PanIN) 

megjelenését idézi elő [25]. A K-RAS aktív formáját eredményező mutációk a PDAC-k több 

mint 95%-ában előfordulnak, és sokan úgy vélik, hogy ezek a mutációk hozzájárulnak a daganat 

kialakulásához [26], [27]. 

A műtéti reszekció és a szisztematikus kemoterápia kombinációja jelenti az egyetlen 

reményt a hosszú távú túlélésre vagy gyógyulásra a nem metasztatizáló hasnyálmirigy- 

daganatos betegek számára [3], [28].  A PDAC-ban szenvedő betegek kezelésére 1997-ben egy 

nukleozid-analógot, a gemcitabine-t, vezették be [29]. A későbbiekben számos kemoterápiás 

gyógyszert hagytak jóvá a PDAC kezelésére, mint a topoizomeráz gátlók (irinotecan), 

nukleozid-analógok (capecitabine), platinavegyületeket (oxaliplatin), antimetabolitok (5-

fluorouracil), azonban ezek a terápiás lehetőségek nem mutattak jelentős túlélési előnyt a 

gemcitabine monoterápiájához képest [30]. Azonban 2011-ben a folinsav, 5-fluorouracil, 

irinotecan és oxaliplatin kombinációjaként alkalmazott FOLFIRINOX jelentős javulást 

mutatott a betegek túlélésében a gemcitabine monoterápiájához képest [30]. Ez a kezelési 

eljárás azonban jelentős mellékhatásokat okoz, mint például a hasmenés, hányinger, fáradtság, 

mieloszuppresszió és neuropátia, amelyeket csak részben lehet kontrollálni gyógyszerekkel. A 

hasnyálmirigy adenokarcinóma elleni kemoterápiás protokoll továbbá alkalmazza egy másik 
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kombinációját a folinsav, 5-fluorouracil, és az oxaliplatin hármasnak, az úgy nevezett 

FOLFOX-ot. 2012-ben a gemcitabine és az albuminhoz kötött paclitaxel együttes alkalmazása 

javulást mutatott a betegek túlélésében, de ezen kombináció alkalmazása is súlyos 

mellékhatásokkal jár, mint a hajhullás, mieloszuppresszió, hányinger, fáradtság és neuropátia 

[31].  

A kombinált kezelés hatására megnövekedett túlélési előny, az egy ágensű gemcitabine 

kezeléshez képest, azt mutatja, hogy ezen kombinált kemoterápiás gyógyszerek alkalmazása 

egy lehetséges kezelési opció a hasnyálmirigyrákban szenvedő betegek számára, de a 

mellékhatások miatt kizárólag jó általános állapotú betegek esetén alkalmazhatóak [30]. 

 

3.2.  A humán mikrobiom  

 

A humán mikrobióta az emberi test felszínén, illetve az emberi szervezetben élő 

kommenzalista, szimbionta és patogén mikroorganizmusok, vírusok, gombák, baktériumok 

közössége. A humán mikrobiom, pedig ezen mikroorganizmusokat és kollektív genomját 

foglalja magába. A mikrobiom vizsgálata napjainkban nagy mértékben növelte a mikrobióta 

egészségre gyakorolt jelentőségének megértését az élet minden szakaszában [32]. Az emberi 

mikrobiális kolonizáció a bőrön és a külső környezettel érintkező testüregek nyálkahártyáin 

történik, mint például a gyomor-bélrendszerben, a légzőrendszerben és az urogenitális 

traktusban, valamint a szekréciós mirigyekben, mint a faggyú- és emlőmirigyek. Az egyének 

mikrobiótájának taxonómiai összetétele rendkívül változatos. A funkcionális redundancia 

rendkívül bonyolulttá teszi az egészséges mikrobiom jellemzését, mivel különböző taxonómiai 

profilok hasonlóan működő ökoszisztémákhoz vezethetnek. Ebből következően nem lehet 

kijelenteni, hogy melyek az egészséges mikrobiom kulcsfontosságú jellemzői azon túl, hogy 

milyen leíró összetétel jellemzi az egyes területeket. Az egészséges szájüreget jellemző 

mikrobiomot, Staphylococcus, Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, 

Porphyromonas vagy Treponema fajok alkotják, amelyek jelenlétét életmódbeli, környezeti és 

genetikai tényezők is befolyásolják [33]. A bőr felületén élő mikroorganizmusok főként 

Actinobacteria (Corynebacteriaceae és Propionibacteriaceae) és Firmicutes (főként 

Staphylococcaceae) fajokból állnak [34]. Az emésztőrendszer nyálkahártyáin Firmicutes és 

Bacteroidetes törzsek (például Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus, Bifidobacterium, 

Streptococcus), továbbá Enterobacteriaceae, Enterococcus, Lactobacillus, Verrucomicrobia 

Akkermansia és  archaeal Methanobrevibacter smithii fajok fordulnak elő [35]. 
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3.3. Diszbiózis-onkobiózis, onkobiom 

 

A bél mikrobióta több mint 1500 fajból áll, amelyek több mint 50 különböző törzsbe 

sorolhatók [36]. A bélben a Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria, 

Tenericutes, Actinobacteria és Verrucomicrobia törzsek a legdominánsabbak, és ezek együtt az 

emberi mikrobiális populáció 90%-át alkotják [37].  

 A mikrobióta szimbiózisban él a gazdaszervezettel, és már az élet korai szakaszában 

befolyásolja a gazdaszervezet fiziológiai fejlődését [38]. Fontos szerepet játszik az 

emésztésben, a mikrotápanyagok felszívódásában, a vitaminok és  az epesavak szintézisében 

[39]. A mikrobióta számos élettani folyamatot befolyásol, mint az immunhomeosztázis 

fenntartását [40], a bélbarrier funkciójának megőrzését [41], a zsírszövetek mennyiségét [42], 

az anyagcserét, a vérnyomás szabályozását, a glükóz-homeosztázist, a véralvadási 

kockázatokat [7].Továbbá a mikrobiom a bél-agy tengelyen (GBA) keresztül hatással van a 

központi idegrendszer és a bélidegrendszer közötti kétirányú kommunikációra [43] illetve, a 

neurotranszmitterek, mint például a szerotonin bélben történő szintézise révén még 

viselkedésünkre is képes hatással lenni [44] [45].  

A bél mikrobiomjának összetételét befolyásolja az életkor, higiénia, étrend, pre- és 

probiotikumok vagy antibiotikumok szedése, az alkoholfogyasztás és a dohányzás, továbbá 

egyes patogének inváziója is hatással lehet a mikrobiom összetételére [7]. A mikrobiom 

összetételében bekövetkező változást diszbiózisnak nevezzük. Az emésztőrendszeri diszbiózis 

kialakulása patológiás folyamatokat (tartós gyulladás, és az ebből eredő oxidatív stressz okozta 

DNS-károsodás és genominstabilitás) indukál (1. ábra). A daganatos megbetegedésekre 

jellemző diszbiózist onkobiózisnak, a megváltozott összetételű mikrobiomot onkobiomnak 

nevezzük [8], [46]. 
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1. ábra A humán mikrobiom és a gazdaszervezet közötti kapcsolat. A humán mikrobiom 

szoros és dinamikus kapcsolatban áll a gazdaszervezettel. A bélmikrobiom összetételét számos tényező 

befolyásolja, köztük a táplálkozási szokásaink, az anyagcsere-folyamataink, valamint az immunrendszer 

működése. Ugyanakkor ez a kapcsolat kétirányú: a mikrobiom által termelt jelentős mennyiségű 

anyagcseretermék (metabolit), például rövid szénláncú zsírsavak, epesav-metabolitok vagy indol-

származékok, a véráramba jutva közvetlen hatást gyakorolhatnak a gazdaszervezet metabolizmusára, 

immunválaszaira, sőt, akár idegrendszeri működésére is. Így a mikrobiom és a gazdaszervezet közötti 

interakciók kulcsfontosságúak az egészségi állapot fenntartásában [7]. 

 

A Földön található körülbelül ~10¹² mikrobiális faj közül 11-et sorolt az International 

Association for Cancer Registries (IACR) „humán karcinogénnek” vagy „onkomikróbának”.  

Egyes onkomikróbák, olyan virulenciafaktorokkal rendelkeznek, amelyek az E-cadherin–Wnt–

β-catenin jelátviteli útvonalon keresztül fokozzák a tumorképződést, mint például a 

Fusobacterium nucleatum  és több Salmonella törzs, [47], [48], melyek évente körülbelül 2,2 

millió rákos esetet okoznak (ami a globális daganatos megbetegedések ~13%-át teszi ki) [9]. 

Az onkobiom általában eltérő immunogén jelleget mutat a normál mikrobiomhoz 

(eubiomhoz) képest, mivel az onkobiotikus változások módosítják az immunrendszert [49]. 

Egy immunogénebb mikrobiom támogathatja az immunterápiát vagy a célzott terápiát, míg a 

tartós, magas szintű gyulladás elősegítheti a karcinogenezist [50]. Az emberi daganatok 

körülbelül 20%-a összefüggésbe hozható vírusos, bakteriális vagy parazitás fertőzésekkel [51], 

ilyen összefüggést írtak le a Helicobacter pylori fertőzés esetén, mely kezdetben gyomorfekélyt 

okoz, majd gyomorrák kialakulásához vezet, illetve növeli a nyelőcső rák kialakulásának 
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kockázatát [52]. További kutatásokban azt találták, hogy a Salmonella fertőzés megnövelte a 

kolorektális tumorok előfordulását egérmodellben [53].  

A mikrobiális diszbiózist, vagyis a bélflóra egyensúlyának felborulását leggyakrabban 

olyan daganatos megbetegedésekkel hozzák összefüggésbe, amelyek közvetlen kapcsolatban 

állnak a baktériumokkal kolonizált szervekkel, például a gyomorral, bélrendszerrel vagy a 

szájüreggel. Ugyanakkor a mikrobiom hatása nem korlátozódik kizárólag ezekre a területekre, 

mivel a baktériumok által termelt metabolitok a véráram útján távoli szervekhez is eljuthatnak, 

és ott elősegíthetik vagy gátolhatják a daganatképződést [20]. A bakteriális metabolitok egy 

része a baktériumok természetes anyagcseréjének közti-termékei, például a fenolok, indolok, 

hidrogén-szulfid vagy más aromás aminok, amelyek hosszú távon krónikus gyulladást, DNS-

károsodást vagy epigenetikai módosulásokat válthatnak ki a gazdaszervezet sejtjeiben. Emellett 

olyan metabolitokat is azonosítottak, amelyek a gazdaszervezet enzimatikus rendszerei által 

tovább módosított formában válnak biológiailag aktívvá és ezek gyakran még erőteljesebb 

biológiai hatást fejtenek ki [54].  

Miközben a diszbiotikus bélflóra számos gyulladásos betegség jellemzője, maga a 

diszbiózis is képes olyan mechanizmusokat aktiválni, amelyek felborítják a bél homeosztázisát 

és gyulladást idéznek elő. Az intesztinális barrier és permeabilitás kulcsszerepet játszik abban, 

hogy megakadályozza a bélben élő baktériumok és kórokozók bejutását a szervezetbe, ezért 

szigorúan szabályozott. Azonban a bélmikrobióta diszbiózisa következtében megnövekedett 

bélpermeabilitás figyelhető meg, ami a baktérium endotoxinok, elsősorban a lipopoliszacharid  

transzlokációjának fokozódásához vezet [55] A nagy mennyiségben bejutó baktériumok és 

lipopoliszacharidok folyamatosan aktiválják a Toll-like receptorokat (TLR), és fokozzák a 

gyulladásos citokinek termelését, ami károsítja a bélhámot és krónikus bélgyulladáshoz 

vezethet [56]. A krónikus gyulladás számos anyagcserezavarral, például autoimmun 

diabétesszel hozható összefüggésbe. Egérkísérletekben megfigyelték, hogy a nagyobb 

mennyiségű szegmentált fonalas baktériumok (SFB) megvédik a diabéteszes genotípusú 

egereket a betegség kialakulásától, ami arra utal, hogy a bélmikrobióta egyaránt képes gátló és 

védő hatásokat kifejteni [57], [58]. 

Egyes tanulmányokban a bél mikrobiomjának diszbiózisát kapcsolatba hozták az autizmus-

spektrumzavarral (ASD). Leírták, hogy a vastagbélben lévő Clostridium baktériumok 

magasabb ASD kockázatot és súlyosabb tüneteket jelezhetnek, mivel ez a baktériumfajta egy 

neurotoxin termelésével képes blokkolni egyes neurotranszmitterek működését a bél-agy 

tengelyen keresztül. Ez idegi folyamatok károsodásához és számos viselkedési zavar 

kialakulásához vezethet [59]. Más tanulmányokban a bél mikrobiomot összefüggésbe hozták 
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az Alzheimer-kór patológiájának szabályozásával azáltal, hogy a bélmikrobióta befolyásolja a 

többszörösen telítetlen zsírsavak metabolizmusát, és neuroinflammációt okozhat, amely 

összefüggésben állhat a kognitív hanyatlással [60]. 

A kóros bélmikrobióta a veleszületett immunrendszer érésére is hatással van. Mikrobióta 

nélkül a neutrofilek és a dendritikus sejtek működése károsodik, ami csökkent kórokozóölő 

képességben, valamint az I-es típusú interferonok (IFN-I) és az IL-15 csökkent szekréciójában 

nyilvánul meg [61], [62]. A bélflóra egyensúlyának felborulása csökkentheti az immunválaszt 

és növelheti a fertőzések vagy daganatok, illetve az immunrendszerhez kapcsolódó betegségek 

kialakulásának kockázatát [63]. 

 

3.4. Onkobiózis PDAC-ban 

 

A mikrobiom és a hasnyálmirigy adenokarcinóma közötti kapcsolatot először az a 

megfigyelés vetette fel, hogy a Helicobacter pylori kolonizációja összefüggésbe hozható a 

hasnyálmirigy-gyulladással [64]. Azóta jelentősen megnövekedett az onkobiommal foglalkozó 

tanulmányok száma, amelyek kifejezetten a hasnyálmirigy adenokarcinómára fókuszálnak. A 

jelenlegi ismereteink szerint a szájüregi , gyomor- és bélflóra képes kolonizálni az epevezetéket, 

a hasnyálmirigy vezetéket, végül pedig magát a hasnyálmirigyet is [14], [19]. Jellemző 

változások következnek be a szájüreg mikrobiális összetételében [13] és a bélflórában [14] 

hasnyálmirigy adenokarcinóma esetén. 

Egy összefoglaló tanulmányban szisztematikusan értékelték a humán gasztrointesztinális 

traktus mikrobiomjában bekövetkezett változások és PDAC közötti összefüggéseket, ahol azt 

találták, hogy egyes nemzetségekbe tartozó fajok aránya megnövekedett PDAC betegekben, 

míg más nemzetségekbe tartozó fajok aránya lecsökkent, az egészséges kontrollhoz képest (1  

.táblázat) [8].  
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1. táblázat A mikrobiom összetételében bekövetkező változások PDAC-ban. 

 Megnövekedett 

baktérium nemzetségek 

Lecsökkent baktérium 

nemzetségek 

Ref. 

Bél Actinomyces 

Bifidobacterium 

Veillonella 

Escherichia/Shigella 

Faecalibacterium 

Bifidobacterium 

Coprococcus 

Subdoligranulum 

Fusicatenibacter 

Roseburia 

Parasutterella 

Paraprevotella 

[65] 

Hasnyálmirigy E. coli 

Klebsiella pneumoniae 

Pseudomonas aeruginosa 

Alcaligenes 

Serratia 

Enterococcus 

[66] 

Szájüreg Streptococci 

Campylobacter 

Prevotella 

Veilonella 

Actinobacteria 

 [13] 

Nyombél Acinetobacter 

Aquabacterium 

Oceanobacillus 

Rahnella 

Massilia 

Delftia 

Deinococcus 

Sphingobium 

Porphyromonas 

Paenibacillus 

Enhydrobacter 

Escherichia 

Shigella 

Pseudomonas 

[14] 

Széklet Phylum Bacteroidetes Firmicutes 

Proteobacteria 

[67] 

 

 

A diszbiózis kialakulása PDAC-ban a jótékony baktérium fajok diverzitásának csökkenését 

okozza, míg más patogén baktériumok megjelenése és számuknak növekedése figyelhető meg 

az egészséges kontroll mintákhoz képest. A bakteriális invázió patogén szerepét 

hasnyálmirigyben, antibiotikumokkal kezelt egerekben, állatkísérletekkel bizonyították [68]. 

Az antibiotikumok specifikus hatást mutatnak a PDAC kialakulásának kockázatára, a penicillin 

növelte [69], míg a széles spektrumú antibiotikum keverékek (streptomicin, gentamicin, 

bacitracin és ciprofloxacin [68] vagy ampicillin, vancomycin, neomycin és metronidazol [70]) 

védelmet mutattak egérmodellekben [71]. 
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3.5. A másodlagos epesavak, mint bakteriális metabolitok szintézise 

 

A bélmikrobiom jelentős bioszintetikus kapacitással rendelkezik, számos metabolitot 

termel, melyek lokálisan hatnak vagy a vérkeringéssel eljutnak a távoli szerveket érintő 

daganatsejtekhez és befolyásolják azok viselkedését. Ilyen metabolitok a bélbaktériumok által 

elsődleges epesavakból képződő másodlagos epesavak, mint a litokólsav (LCA), dezoxikólsav 

(DCA) és ursodezoxikólsav (UDCA). 

Az epesavakat az emberi szervezetben szintézisük sorrendjétől függően, elsődleges vagy 

másodlagos epesavaknak nevezzük. A kólsav (CA) és a kenodezoxikólsav (CDCA), amelyek 

3, illetve 2 hidroxilcsoportot tartalmazó vegyületek, először a májsejtekben koleszterinből 

szintetizálódnak, ezért elsődleges epesavaknak nevezzük őket. Ezt követően a CA és a CDCA 

a májban konjugálódik, a karboxil csoportjaik glicinnel vagy taurinnal történő kovalens kötése 

révén, aminek eredményeként glikokólsav (GCA), taurokólsav (TCA), glikokenodezoxikólsav 

(GCDCA) és taurokenodezoxikólsav (TCDCA) képződik [72]. 

Az élő szervezetek két különböző útvonalat használhatnak az epesavak szintéziséhez [73]. 

Az „alternatív” útvonalon keresztül csak CDCA elenyésző mennyiségű szintézisére van 

lehetőség, ugyanakkor a „klasszikus” útvonal biztosítja az epesav szükséglet több mint 90%-

ának szintézisét. Ez a klasszikus útvonal a szterán gyűrű C7-es pozíciójának hidroxilációjával 

kezdődik, amelyet a koleszterin 7α-hidroxiláz enzim (CYP7A1) katalizál. Ezt követően az 

intermedier azonnal módosul az oldalláncon a szterol 27-hidroxiláz enzim (CYP27) által a 

CDCA szintéziséhez, vagy CA szintézis esetén tovább hidroxilálódik a C12-es pozíción a 12α-

hidroxiláz (CYP8B1) segítségével, mielőtt a CYP27 katalizálta lépés bekövetkezne. 

Ezen az útvonalon egyrészt a CYP7A1 aktivitása a sebességmeghatározó lépés, másrészt, a 

CYP8B1 aktivitása, amely a szteroidváz hidrofil összetételét szabályozza, így irányítva a CA 

és CDCA termelési arányát [74]. 

Szintézisük után a kólsav és kenodezoxikólsav taurinnal és glicinnel konjugálódik, két 

enzim aktiválása révén, ezek az epesav-CoA szintetáz (BACS) és az epesav-CoA-aminosav N-

aciltranszferáz (BAAT). A konjugáció révén az előállított epesav hidrofilebbé és savasabbá 

válik az oldalláncon: a pKa érték körülbelül 5-ről 3,9-re csökken a glicin konjugátumok esetén, 

és 2 alá a taurin konjugátumok esetén. A szintetizált epesav mennyiségét transzkripciós szintű 

kontroll mechanizmusok szabályozzák, mely során az epesavak a farnezoid X receptorhoz 

(FXR) történő kötődésével, végül gátolják a CYP7A1 és CYP8B1 gének kifejeződését, 

amelyek az epesav bioszintézisében részt vevő enzimek kódolásáért felelősek. 
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Az epesav termelés naponta körülbelül 500 mg koleszterint használ fel, így ez az egyik fő 

mechanizmus a koleszterinszint szabályozására az emberi szervezetben [75].  

Étkezés után a kolecisztokinin (CCK) hormon felszabadulásának hatására az epesavak az 

epével az epeutakon keresztül a vékonybélbe jutnak. Mivel a konjugált epesavak teljesen 

ionizált állapotban vannak az epeutak és a vékonybél pH-ján, nem képesek átjutni a 

sejthártyákon, ezáltal biztosítják a megfelelően magas epesav koncentrációt a bél lumenében a 

zsírok emésztéséhez, továbbá micellák képzésével hozzájárulnak a zsírban oldódó tápanyagok, 

vitaminok (A, D, E, K1 ) oldásához, emulgálásához és a normál koleszterinszint fenntartásához 

[76]. Az epesavak ezután az ileumban az enterociták által felszívódnak, és a portális keringésen 

keresztül a májba jutnak, ahol újra felhasználódnak, ezt a körforgást nevezik enterohepatikus 

körforgásnak (2. ábra) [77]. 

 

2. ábra Az epesavak enterohepatikus körforgása. Az epesavak enterohepatikus körforgása a máj, 

az epehólyag, a bélrendszer és a máj közötti zárt anyagcsere körfolyamat. A májban képződő elsődleges 

epesavak az epehólyagban tárolódnak, majd étkezés során az epével együtt a vékonybélbe jutnak, ahol 

elősegítik a zsírok emésztését és felszívódását. A bélben a bélbaktériumok részben módosítják az 

elsődleges epesavakat: 7α-dehidroxiláció és 7α/β-epimerizáció révén másodlagos epesavak, 

dezoxikólsav, litokólsav és ursodezoxikólsav, keletkeznek. Az epesavak többsége, így a módosított 
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másodlagos epesavak is visszaszívódik a vékonybél alsó szakaszában, majd a portális vénán keresztül 

visszajutnak a májba, ahol újra kiválasztódnak, fenntartva ezzel a zárt körforgást [77]. 

 

Naponta nagyjából 500 mg epesav lép ki az enterohepatikus körforgásból, mely epesavak 

különböző reakciók révén szekunder epesavakká alakulnak. Az átalakulás első lépése a 

dekonjugáció, majd ezt követi az oxidáció, a dehidroxilálás és az epimerizáció. A bakteriális 

epesav dekonjugáció a taurin és glicin konjugátumok hidrolízisével történik, amelyet az epesav-

hidroláz (BSH) vagy 7α-dehidroxiláz enzim katalizál. Ezeket az enzimeket a Firmicutes törzsbe 

tartozó Bacteroides fragilis, Bacteroides  vulgatus [78], Listeria monocytogenes, Clostridium 

[79], Lactobacillus és Bifidobacterium [54] [89] fajok, illetve az Eubacterium nemzetségbe [82] 

tartozó fajok termelik. A dekonjugált epesavak ezt követően elérhetők a különböző baktériumok 

által közvetített biotranszformációs útvonalak számára. Az oxidációs és epimerizációs aktivitás 

az intesztinális Firmicutes törzsekhez (Clostridium, Eubacterium és Ruminococcus), a 

Bacteroides és Escherichia fajokhoz kapcsolódik, míg a dehidroxilálás a Clostridia és 

Eubacteria fajokhoz köthető [83]. 

Az epesavak dehidroxilálásában résztvevő enzimek egy operonba szerveződnek, ez az 

úgynevezett epesav-indukálható (bile acid-inducible - bai) operon, mely 8 gént tartalmaz: baiB, 

baiCD, baiE, baiA2, baiF, baiG, baiH, és baiI [84]. 

A CA 7α- dehidroxilációja DCA, a CDCA 7α- dehidroxilációja LCA, és a CDCA 7 

epimerizációja UDCA másodlagos epesavak szintézisét eredményezi (3. ábra)  [85]. 
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3. ábra A másodlagos epesavak szintézisének útvonalai. Az epesavszintézis a koleszterin 

átalakulásával indul a májban, ahol két fő enzim, a CYP7A1 és a CYP27A1 játszik kulcsszerepet. A 

CYP7A1 enzim katalizálja a koleszterin 7α-pozíciójának hidroxilálását, így keletkezik a 7α-hidroxi-4-

koleszten-3-on. Ezzel párhuzamosan a CYP27A1 enzim a koleszterin 27-es szénatomján vezet be 

hidroxilcsoportot, amelynek eredményeként 27-hidroxikoleszterol képződik. Ezek a köztes termékek 

tovább módosulnak további enzimek hatására. A 7α-hidroxi-4-koleszten-3-onból, a CYP8B1 és a 

CYP27A1 enzimek együttes működése révén, kólsav keletkezik. Ezzel szemben a 27-

hidroxikoleszterolból, CYP27A1 és CYP7B1 enzimek hatására, kenodezoxikólsav képződik. A 

béltraktusban a baktériumok által a kólsav 7α-dehidroxiláció révén dezoxikólsavvá alakul át, míg a 

kenodezoxikólsav szintén 7α-dehidroxilációval litokólsavat eredményez. Emellett a kenodezoxikólsav 

egy alternatív módosuláson, 7α/7β-epimerizáción is keresztülmehet, melynek következményeként 

ursodezoxikólsav keletkezik. Ezek a másodlagos epesavak fontos szerepet játszanak az epesavak 

körforgásában és a koleszterin-anyagcsere szabályozásában. Az epesavszintézis egy bonyolult, 

szigorúan szabályozott folyamat, amelyben a koleszterin módosulása során elsődleges és másodlagos 

epesavak jönnek létre, létfontosságú funkciókat betöltve az emberi szervezet lipidanyagcseréjében és az 

enterohepatikus keringés fenntartásában [74] . 
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A dekonjugáció és a dehidroxiláció növeli az epesavak hidrofób jellegét (pKa-értékét), ami 

fokozza a passzív felszívódást a vastagbél hámsejtjeiben, és elősegíti az epesavak 

visszanyerését, befolyásolja az epesavak kémiai-fizikai és élettani tulajdonságait, így azok 

eltérően hatnak az enterohepatikus körforgás különböző részein [74]. A másodlagos epesavak 

egy része a vastagbélben visszavételre kerül és a portális vénán keresztül visszakerül a májba, 

ahol glicinnel és taurinnal újból konjugációs reakcióban vesz részt, másrészük pedig véráramba 

kerülve a szervezet különböző pontjain jelátviteli folyamatokat indukálhat. 

Az epesavak nemcsak az emésztésben játszanak szerepet, hanem jelátvivő molekulaként is 

funkcionálnak. Képesek aktiválni membránreceptorokat, például a G-fehérje-kapcsolt 

epesavreceptort (GPBAR1, más néven TGR5), a szfingozin-1-foszfát receptor 2-t (S1PR2), 

valamint muszkarin receptorokat is (CHRM2 és CHRM3). Az epesavak nukleáris 

receptorokhoz is kötődhetnek, mint például: Farnezoid X receptor (FXR, NR1H4), Pregnán X 

receptor (PXR, NR1H2), D-vitamin receptor (VDR, NR1H1), Konstitutív androsztán receptor 

(CAR, NR1H3) és a Máj X receptor (LXR, NR1H2-3) [86]. Ezeken a receptorokon keresztül 

az epesavak hatást gyakorolnak az immunválaszokra, a gyomor-bélrendszeri nyálkahártya-

barrierek működésére, a terhességre [87], a karcinogenezisre [10] , valamint az anyagcsere-

betegségekre [88]. Minden epesav több különböző receptorhoz is kapcsolódhat. A receptorok 

eltérő mértékben aktiválódnak a különböző epesavak hatására, például: az FXR aktiválásának 

sorrendje: CDCA > DCA > LCA > CA [89], a TGR5 aktiválásának sorrendje: 

LCA > DCA > CDCA > CA [90], [91], illetve a VDR és PXR főként LCA által aktiválódik. 

Az epesav receptorok aktiválása számos jelátviteli útvonalat indíthat el, amelyek a glükóz-, 

lipid- és energiaháztartás szabályozásában, valamint a daganatos megbetegedésekben is fontos 

szerepet játszanak. 

 

3.6. Az epesavak szerepe PDAC-ban  

 

A bélmikrobiom és az epesavak közötti kölcsönhatás kétirányú. A bélmikrobiom 

szabályozza az epesav- szintézist, a konjugációt és az elsődleges epesavak másodlagos 

epesavakká történő átalakulását [92]. Ezzel szemben az epesavak megváltoztathatják a 

mikrobiom összetételét [93] és elősegíthetik a baktériumok transzlokációját a szövetekbe [94], 

ami a hasnyálmirigy-daganat karcinogenezisének egyik kulcsfontosságú lépése.  
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Az epesavak, mint bakteriális metabolitok szerepe a hasnyálmirigyrákban nem tisztázott. 

Néhány tanulmányban pro-  [95] és antikarcinogén [96] hatásokat is kimutattak. Az epesavak 

csökkentik az apoptózisra való érzékenységet, serkentik a sejtciklus előrehaladását, fokozzák a 

gyulladásos mediátorok kifejeződését és a PDAC sejtek migrációját [97]. Ugyanakkor a 

hasnyálmirigy-daganatsejtekben a ROS-szint csökkentésén keresztül az epesavak gátolják az 

epiteliális-mezenchimális átmenetet (EMT) és a daganatos őssejtek kialakulását [86], [96].  

Az epesavak daganatsejtekre gyakorolt hatása nagymértékben függ az alkalmazott epesav 

koncentrációtól. Számos tanulmányban az epesavakat szuprafiziológiás koncentrációban 

alkalmazzák, melyek aspecifikus hatások kialakulásához vezetnek [86]. Az epesavak magas 

koncentrációban való alkalmazása olyan „off-target” jelátviteli útvonalakat is aktiválhat, 

amelyek normál élettani körülmények között nem lépnek működésbe [86].  

Az epesavak szerepet játszanak a PDAC kialakulásában. Az epekő képződése elzárhatja az 

epeáramlást, ami hasnyálmirigy gyulladást idézhet elő [98], a hosszútávon fennálló gyulladás 

az egyik rizikófaktora a hasnyálmirigy adenokarcinómának [86].  A premalignus 

hasnyálmirigy-vezetéksejtek epesavval történő kezelése daganatkeltő hatást mutat [99], [100]. 

Továbbá több epesav magas koncentrációja mutatható ki PDAC-betegekben [101]. 

  

3.6.1.  Az LCA és az UDCA szerepe a daganatokban 

 

Az epesavak hatása a daganatokban nagymértékben függ attól, hogy milyen típusú 

daganatról van szó, illetve milyen koncentrációban alkalmazzák az adott epesavat [10], [12], 

[102].  Kimutatták, hogy az LCA különböző daganattípusban, többek között 

neuroblasztómában [103], prosztatarákban [104], [105], nephroblastomában [106], 

epehólyagrákban [107], májrákban [108] és emlőrákban [10], [12], [109] antineoplasztikus 

hatásokkal bír. A hasnyálmirigy-daganat és az LCA kapcsolatát eddig nem tanulmányozták. 

Az ursodezoxikólsav egy klinikai jelentőséggel bíró, hidrofil tulajdonságú epesav. Az 

UDCA nagyjából 40 éve engedélyezett gyógyszer, elsőként a primer biliaris cholangitis (PBC) 

kezelésére alkalmazták, azóta az újabb kutatások eredményeként kiterjesztették az 

alkalmazhatóságának körét, például a koleszterin epekő oldására [86], [110] is használják.  

Az UDCA-t leginkább jótékony hatású vegyületként [86] azonosították a daganatos 

megbetegségek kapcsán. Az UDCA gátolja a hepatocelluláris karcinóma sejtek (HCC)  

növekedését és apoptózist indukál [111], illetve a kolorektális karcinómasejtek (CRC) 

proliferációját [112], valamint gátolja az onkogén jelátviteli útvonalakat vastagbél daganatban 
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[113].  Hasnyálmirigy-daganatban egy tanulmány számolt be arról, hogy az UDCA gátolja az 

epiteliális-mezenchimális tranzíció folyamatát és a rákos őssejtek kialakulását azáltal, hogy 

csökkenti az oxidatív stresszt a PDAC sejtekben [96]. Ezekben a tanulmányokban az 

epesavakat nagy koncentrációban (nem szérum referencia koncentráció) alkalmazták, ami sok 

esetben aspecifikus vagy toxikus hatásokat eredményezhet. 

 

3.7. Tumor mikrokörnyezet  

 

A tumor mikrokörnyezetet (TME – tumor microenvironment) széles körben 

összefüggésbe hozták a tumorigenézissel, mivel olyan daganatsejteket tartalmaz, amelyek a 

keringésen és a nyirokrendszeren keresztül kölcsönhatásba lépnek a környező nem malignus 

sejtekkel, és képesek befolyásolni azok működését, proliferációját, túlélését, ezáltal 

befolyásolva a daganat kialakulását és fejlődését. A malignus és nem malignus sejtek közötti 

szoros és többirányú kommunikáció hozza létre a TME-t. Tehát a tumor mikrokörnyezet 

nagyfokú heterogenitást mutat, a malignus sejtek mellett az egészséges, nem transzformált 

sejteknek is nagy szerepük van a daganatok progressziójában [114]. 

A malignus tumorok két egymástól elkülönült részből, parenchimából és sztrómából 

épülnek fel. A parenchimát magas proliferációs képességgel rendelkező, invazív daganatsejtek, 

míg a tumoros sztrómát legnagyobb arányban olyan sejttípusok alkotják, mint a karcinómához 

társult fibroblasztok (CAF), periciták, karcinómához társult endotélsejtek (CAEC), 

immunsejtek (IC), valamint különböző sztrómális ős- és progenitor sejtek [115]. A TME-t 

jellemző komplex interakció gyakran extracelluláris metabolitokat is magába foglal, amelyek 

nemcsak energiát szolgáltatnak, hanem jelátvivő molekulaként is működnek a különböző 

sejttípusok között [114]. A normál fibroblasztok szintetizálják és építik fel az extracelluláris 

mátrixot (ECM),  forrásai különféle  parakrin és autokrin növekedési faktoroknak, amelyek 

nemcsak a környező sejtek, hanem saját maguk növekedését is szabályozzák, továbbá fontos 

szerepük van a sebgyógyulásban [116], [117].  A karcinómához társult fibroblasztok 

hozzájárulnak a daganatsejtek proliferációjához, mivel fenntartják a sejtek folyamatos 

osztódását és növekedését [117]. Ezenkívül citokineket és növekedési faktorokat választanak 

ki, például a fibroblaszt szekréciós fehérje-1 (FSP1), amely növeli a vastagbél- és emlőrák 

metasztatikus potenciálját [118]. A CAF-ok olyan energiatartalmú metabolitokat választanak 

ki, mint a laktát és a piruvát, melyeket a daganatsejtek képesek felvenni és hasznosítani, ezzel 
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támogatva a malignus sejtek túlélését és növekedését. Ezt a jelenséget Lisanti és munkatársai 

nevezték el „fordított Warburg-effektusnak” [119]. 

Az angiogenezis központi szerepet játszik a daganatsejtek növekedésében és túlélésében, 

és egyben a tumorsejtek metasztázisának fő útvonala is [120]. A tumorokban futó érhálozat 

belső rétegét a CAEC, vagy más néven tumor-asszociált endotél sejtek (TEC) alkotják. A CAEC 

vagy TEC sejtek a normál endotél sejtek növekedési faktor (TGF-β) jelenlétében bekövetkezett 

endoteliális-mezenchimális tranzícióján (EndMT) keresztül keletkeznek [121].  

A daganatszövetek érképződése egy többlépcsős, komplex folyamat, amelyet különféle 

molekuláris és sejtes tényezők hangolnak össze [122]. A normál sztrómával összehasonlítva a 

daganatos sztróma érhálózata jóval gazdagabb. A PDAC az egyik legsűrűbb sztrómával borított 

daganattípus, amelyben a daganathoz társult érrendszer a sztróma szerves részét képezi [123]. 

Klinikai szempontból az intratumorális mikroérsűrűség (MVD) kedvezőtlen prognózissal 

társul, és önálló prognosztikai tényezőként is szolgálhat [124].  

A tumor mikrokörnyezetre jellemző a nagy mennyiségben jelen lévő immunsejt (IC) is. Az 

immunsejtek a TME-ben különböző gyulladást iniciáló szignálmolekulákat szabadítanak fel, 

mint például növekedési faktorokat (VEGF, TGF-β), gyulladásos citokineket (IL-6), mátrix 

metalloproteinázokat (MMP9), melyek a neoplasztikus folyamatoknak kedveznek, támogatják 

a tumorsejtek túlélését, proliferációját, segítik az angiogenezist, fokozzák az inváziót, 

elősegítve a tumor progresszióját [125]. Ugyanakkor az IC-ek növelhetik az oxidativ stresszt, 

és a reaktív oxigén formák felszabadításával előidézhetik a T-sejtek, a B-limfociták és a 

természetes ölősejtek aktiválódását [126]. 

Egy friss tanulmányban leírták, hogy regressziót sikerült kiváltani előrehaladott PDAC-

ban, egy K-RAS inhibítor alkalmazásával, mely növelte az intratumorális CD8⁺ effektor T-

sejtek számát és átprogramozta a daganathoz társult fibroblasztokat (CAF) [127]. 

 

3.8. A neoplasztikus transzformációval összefüggő tulajdonságok 

 

A daganatos sejtek egyik legalapvetőbb jellemzője, hogy képesek a rendellenes önálló 

sejtosztódás fenntartására, folyamatos proliferációs szignálok biztosításával. A normál 

szövetekben a növekedési faktorok termelése és felszabadulása szigorúan szabályozott. 

Azonban a neoplasztikus sejtek olyan szomatikus mutációkat hordoznak, melyek jelátviteli 

útvonalak konstitutív aktiválását eredményezik, mint a MAPK [128], a PI3K [129] és az Akt 
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[130] útvonalak. Például a PTEN funkcióvesztő mutációja, mely felerősíti a PI3K-jelátvitelt, 

több daganatmodellben is tumorigenézist indukál [129].  

Az mTOR-t (mammalian target of rapamycin) érintő mutációk korlátlan sejtosztódást 

biztosítanak a tumorsejteknek [131]. A legtöbb normál sejt csak korlátozott számú növekedési 

és osztódási cikluson képes keresztülmenni, ami a kromoszómák végeit védő telomerek 

rövidülésének és későbbi védő funkciójuk elvesztésének köszönhető. Ez funkcióvesztés 

kromoszóma instabilitást eredményez, amely krízist, majd sejthalált okoz. Szinte minden 

humán daganatos sejtre jellemző a telomeráz nagyfokú aktivációja, amely feltehetően azért 

történik, hogy lehetővé tegye a tumorsejtek korlátlan sejtosztódását [132]. A telomeráz 

hozzájárulhat a tumor progressziójához azáltal, hogy fenntartja a telomerek hosszát, 

megakadályozva a sejtszintű szeneszcencia vagy apoptózis kiváltását. Több mechanizmust, 

illetve különböző onkogéneket azonosítottak, melyek kiváltják a telomeráz aktivációját a 

malignus sejtekben, ilyenek például a transzkripciós szabályozóként működő Myc [133] és a 

Wnt [134] gének. 

Amellett, hogy a daganatos sejtek képesek növekedést serkentő jelek kiváltására és 

konstitutív fenntartására, meg kell kerülniük a tumorszuppresszor gének működésétől függő 

mechanizmusokat, amelyek negatívan szabályozzák a sejtszaporodást. A két legismertebb 

tumorszuppresszor gén,  a retinoblasztóma (RB) [135] és a p53 fehérje (TP53) [136]. Ezek 

olyan szabályozó mechanizmusok központi molekulái, amelyek meghatározzák, hogy a sejtek 

osztódjanak-e, vagy inkább szeneszcencia- és apoptózisprogramokat aktiváljanak. A legtöbb 

neoplasztikus sejtben megfigyelték a tumorszuppresszor gének funkcióvesztő mutációit [135]. 

A daganatsejtek számos stratégiát fejlesztenek ki, hogy korlátozzák vagy teljesen 

elkerüljék az apoptózist. A leggyakoribb a TP53 tumorszupresszor gén működésének 

elvesztése, az antiapoptotikus szabályozók túltermelése (Bcl-2, Bcl-xL), túlélési jelek fokozása 

(Igf1/2 növekedési faktorok) és az extrinzik vagy intrinzik apoptózis útvonal megkerülése 

[137]. 

A normál szövetekhez hasonlóan a daganatoknak is szükségük van tápanyagokra és 

oxigénre. Az anyagcsere folyamatokhoz szükséges érhálozatot az angiogenezis fokozásával 

képesek kialakítani, mely elősegíti a daganatos szövetek életben maradását és táplálását  [138]. 

Az angiogenezis a nem malignus szövetekben egy szigorúan szabályozott folyamat, mely 

fontos szerepet tölt be az embriogenezisben és a sebgyógyulásban. Az angiogenezisben fontos 

szerepet játszó molekulák közé tartozik a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF-

A)[139] és a trombocita eredetű növekedési faktorok (PDGF-B/C) [140]. Korábban az 

angiogenezist csupán a gyorsan növekvő daganatok esetén tartották jelentősnek, azonban 
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később kimutatták, hogy az angiogenezis már a premalignus stádiumban is szerepet játszik a 

daganatos progresszióban [141]. Ez tovább erősíti az angiogenezis szerepét, mint a rák egyik 

alapvető jellemzőjét. 

A malignus sejtek alakjukban, valamint más sejtekhez és az extracelluláris mátrixhoz való 

kapcsolódásukban is eltérnek az egészséges, normál sejtektől. Az egyik legnagyobb különbség 

az E-cadherin adhéziós fehérje molekula elvesztése. Az E-cadherin fokozott expresszióját 

egyértelműen az invázió és a metasztázis ellensúlyozójaként azonosították, míg csökkent 

expressziója e folyamatok elősegítője volt. Több tanulmányban is leírták az E-cadherin 

kulcsszerepét a daganatok gátlásában [142]. 

A tumor mikrokörnyezetében jelenlévő folyamatosan fennálló gyulladásos állapotok 

elősegítik a daganatos sejtek proliferációját, az angiogenezist és a daganat progresszióját [143]. 

A daganatos sejtekre jellemző krónikus és gyakran kontrollálatlan sejtszaporodás nemcsak 

a sejtciklus szabályozásának felborulásával jár, hanem az anyagcsere újraprogramozásával is. 

Normál körülmények között, aerob (oxigéndús) állapotban a sejtek a glükózt először glikolízis 

révén piruváttá alakítják a citoplazmában, majd a piroszőlősav a mitokondriumokban szén-

dioxiddá bomlik. Anaerob körülmények között viszont a glikolízis kerül előtérbe, és csak kevés 

piroszőlősav kerül a mitokondriumokba. Azonban a malignus sejtek anyagcseréjében változás 

figyelhető meg, még oxigén jelenlétében is hajlamosak az energiatermelést nagyrészt a 

glikolízisre korlátozni, a mitokondriális oxidatív foszforiláció helyett. Ezt az állapotot nevezzük 

„aerob glikolízisnek” vagy közismerten, „Warburg effektus”-nak. Ez a metabolikus 

újraprogramozás lehetővé teszi a daganatsejtek számára, hogy gyorsan hozzájussanak az 

építőelemekhez (nukleotidokhoz, aminosavakhoz, lipidekhez), amelyekre szükségük van a 

gyors osztódáshoz, még akkor is, ha az energiatermelés hatékonysága csökken [144]. 

Az onkogenézist irányító biológiai folyamatokat együttesen „hallmarks of cancer” -nek 

nevezzük, mely összefoglalója azoknak a folyamatoknak, melyeken keresztül a sejtek olyan 

tulajdonságokra tesznek szert, amelyek tumorigenitásukat és végső soron malignussá válásukat 

lehetővé teszik [137] (4. ábra). 
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4. ábra A tumorsejtekre jellemző tulajdonságok „hallmarks of cancer” A daganatos sejtek 

működését több, jól meghatározható biológiai jellemző határozza meg, amelyeket összefoglalóan 

„hallmarks of cancer”-nek nevezünk. Ezt a koncepciót Hanahan és Weinberg vezette be, és azóta a 

daganatbiológia egyik alapvető elméletévé vált. Ide tartoznak például a kontrollálatlan sejtosztódás, a 

sejthalál elkerülése, az angiogenezis elősegítése, az immunszabályozás kijátszása, a metabolikus 

átprogramozás, valamint a metasztatizáló képesség megszerzése. Ezek a jellemzők segítik a 

tumorsejteket abban, hogy túléljenek, szaporodjanak, és elkerüljék a szervezet védekező 

mechanizmusait [137]. 
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3.9.  „Hallmarks of cancer” - a tumoros sejtekre jellemző tulajdonságok PDAC-ban 

 

3.9.1.  Sejtproliferáció  

 

Az egészséges, normál működésű sejtek növekedését irányító fehérjék kifejeződése és 

jelátviteli folyamataik szigorúan szabályozottak, biztosítva a szövetek normális szerkezetének 

és működésének fenntartását.  

A malignus sejtek kivédik a normál sejtekben működő szabályozó mechanizmusokat és 

fenntartják a konstitutív növekedési szignálokat. A folytonos proliferációs szignál fenntartása, 

a szomatikus mutációk kialakulásával lehetséges, amelyek jellemzően a MAPK, PI3K, AKT, 

jelátviteli útvonalak állandó aktiváltságát eredményezik. PDAC-ban a K-RAS gén szomatikus 

mutációja az esetek 90%-ában előfordul [145]. Számos tanulmány igazolja, hogy a MAPK 

jelátviteli útvonalakban szerepet játszó gének mutációi befolyásolják a sejtnövekedés, 

differenciáció, migráció és apoptózis folyamatait és fontos szerepet játszanak a daganatok 

kialakulásában és progressziójában [145], [146], [147], pankreász adenokarcinómában is [148]. 

A tumorok nagy százalékában, így PDAC-ban is [149], a tumorszuppresszor gének mutációt 

szenvednek [150]. A p53 fehérje mutációja fokozza a PDAC sejtek kemoterápiás szerekkel 

(gemcitabinnal) szembeni ellenálló képességét is [151]. A legújabb kutatási eredmények azt 

mutatják, hogy a megemelkedett PTEN expresszió, valamint a PI3K/AKT jelátviteli útvonal 

gátlása összefüggést mutat a rosszabb klinikai kimenetellel és a rosszabb prognózissal  PDAC-

ban [152]. 

 

3.9.2. Epiteliális-mezenchimális tranzíció  

 

A legtöbb felnőtt szövet és szerv az epiteliális és mezenchimális sejtek közötti 

átalakulás, az epiteliális–mezenchimális átmenet (EMT) és annak fordított folyamata, a 

mezenchimális–epiteliális átmenet (MET), többszöri egymás után ismétlődő ciklusa révén 

alakul ki. Ennek megfelelően az egymást követő ciklusokat primer, szekunder és tercier EMT-

nek nevezzük [153]. 

A primer EMT már az embrionális fejlődés korai szakaszában lezajlik a beágyazódás során. 

A szekunder EMT szerepe a sebgyógyulásban, szöveti regenerációban és fibrózisban nyilvánul 

meg, míg a tercier EMT a daganatokra jellemző, hozzájárul az őssejtszerűség fenntartásához, a 
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gyógyszerrezisztenciához, az immunrendszer elkerüléséhez és a metasztázisok kialakulásához 

[154].  

Az epiteliális sejtek szoros kapcsolatokat alakítanak ki a szomszédos sejtekkel, és apiko-

bazális polaritási tengelyt hoznak létre az adhéziós kapcsolatok (adherens junctions), a 

dezmoszómák és a szoros kapcsolatok (tight junctions) szekvenciális elrendeződése révén. 

Ezzel szemben a mezenchimális sejtek lazán szerveződnek egy háromdimenziós extracelluláris 

mátrixban és a kötőszöveteket alkotják. Az EMT folyamatának meghatározó lépései a 

következőek (5.ábra): 1) az epiteliális sejtek elveszítik a sejtek közötti, illetve a bazális 

membránnal való szoros kapcsolatukat, 2) megváltozik az apiko-bazális polaritásuk, 3) 

aktiválódnak a mezenchimális fenotípust meghatározó gének.  

 

 

5. ábra Epiteliális-mezenchimális tranzíció folyamata. Az EMT során az epiteliális sejtek elveszítik 

sejtkapcsolataikat és apiko-bazális polaritásukat, átformálják citoszkeletonjukat és megváltoztatják 

jelátviteli programjaikat. Mindezek hatására megnő a sejtek mobilitása, elősegítve az invazív fenotípus 

kialakulását [155]. Rövidítések: TJ= Tight Junction, AJ= Adherens Junction, DS= Dezmoszóma, HDS= 

Hemidezmoszóma 

 

Az EMT indukciójában kulcsszerepet játszó gének közé tartoznak a Snail transzkripciós 

represszor fehérje család tagjai (Snai1 és Snai2, más néven Snail, Slug), a zink-ujj motívummal 

rendelkező E-box-kötő ZEB család tagjai, valamint a TWIST fehérjecsalád is. A WNT 

fehérjecsalád tagjai gátolják az epiteliális markergének expresszióját (E-cadherin, claudin 1-7 

(CLDN1-7) és zonula occludens 1 (ZO-1, más néven TJP1)) és az epitél sejtek közötti szoros 

sejtkapcsolatok felbomlanak.  Az EMT indukciójához kapcsolódó receptor tirozin kinázok közé 

tartoznak a transzformáló növekedési faktor β (TGF-β), a fibroblaszt növekedési faktor (FGF), 
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az epidermális növekedési faktor (EGF) és a hepacita növekedési faktor (HGF) család tagjai 

[156] (2. táblázat). 

Normál epiteliális sejtekben a β-catenin a citoplazmában található, és az E-cadherinhez, 

illetve rajta keresztül az aktin-citoszkeletonhoz kötődik. Az EMT-indukáló transzkripciós 

faktorok aktiválódásával (Snail, Slug, ZEB1) gátlódik a CDH1 gén (E-cadherin) 

transzkripciója. A csökkent E-cadherin fehérje expresszió, és az adhéziós kapcsolatok 

instabilitása során a β-catenin nem lokalizálódik a membránhoz, a szabad β-catenin a WNT 

jelátviteli út aktivációjától függően vagy degradálódik (WNT nem aktív), vagy a sejtmagba 

jutva felhalmozódik, és számos invazív viselkedéshez kapcsolódó gén, többek közt a vimentin, 

vagy a fibronectin transzkripcióját szabályozza [157]. 

Az EMT során a sejtek átszervezik kortikális aktin citoszkeletonjukat egy olyan 

struktúrává, amely lehetővé teszi a dinamikus sejtmegnyúlást és az irányított mozgást. Az 

újonnan képződő, aktinban gazdag membránnyúlványok elősegítik a sejtek mozgását [158]. 

A tercier, vagyis a daganatokra jellemző EMT folyamatát PDAC-ban is megfigyelték. A 

PDAC progressziójának egyik kulcsfontosságú lépése az EMT aktivációja, mely lehetővé teszi 

a daganatos sejtek fokozott mozgékonyságát és az invazív tulajdonságok megszerzését [159], 

[160]. Kimutatták, hogy a ZEB1 transzkripciós faktor genetikai kiütése jelentősen csökkentette 

a PDAC tumorok metasztatikus képességét [161]. 

Szöveti mikroarray vizsgálatok kimutatták az E-cadherin expressziójának részleges vagy 

teljes hiányát PDAC-ban, az E-cadherin csökkent expressziója a betegség rosszabb 

kimenetelével volt összefüggésben [162]. 

Az EMT folyamatában megszerzett mezenchimális fenotípusos jegyek, mint az elnyúlt 

morfológia és az irányított mozgás általi migrációs képesség, a daganat nagyon korai terjedését 

teszi lehetővé, PDAC-ban is. Az EMT neoplasztikus folyamatában a primer daganatsejtek 

intravazáció révén a véráramba jutva képesek metasztázisok kialakítására.  

 

 

 

 

 

 



33 
 

 

2. Táblázat Az epiteliális-mezenchimális tranzició folyamatában kulcsfontosságú szerepet játszó 

markerek, transzkripciós faktorok és jelátviteli útvonalak [163], [164], [165] 

Kategória Gén / Fehérje Funkció / Változás EMT során 

 Epiteliális markerek (↓) CDH1 (E-cadherin) Sejt-sejt adhézió; expressziója csökken 

 
OCLN (Occludin) Tight junction komponens; expresszió csökken 

 
CLDN1–CLDN7 

(Claudinok) 

Tight junction komponensek; expresszió csökken 

 
TJP1 (ZO-1) Tight junction adapter fehérje; diszlokáció, 

csökkenés 
 

MUC1 Sejtfelszíni glikoprotein; csökken 

Mezenchimális 

markerek (↑) 

CDH2 (N-cadherin) Sejtmozgás elősegítése; fokozódik 

 
VIM (Vimentin) Intermedier filamentum; fokozódik 

 
FN1 (Fibronectin) ECM fehérje; nő az expressziója 

 
ACTA2 (α-SMA) Kontraktilis fehérje; gyakori miofibroblasztokban 

Transzkripciós faktorok 

(↑) 

SNAI1 (Snail) E-cadherin represszió, EMT indukció 

 
SNAI2 (Slug) Hasonló mint a Snail, EMT-promóter 

 
ZEB1, ZEB2 Epiteliális gén represszió; mezenchimális gének 

aktiválása 
 

TWIST1, TWIST2 EMT szabályozása, invazivitás fokozása 

Jelátviteli útvonalak (↑) TGF-β (TGFB1, TGFB2) EMT fő indukálója; SMAD-mediált transzkripció 
 

WNT/β-catenin β-catenin nukleáris akkumuláció; EMT támogatása 
 

NOTCH EMT elősegítése differenciálás közben 
 

PI3K/AKT Sejttúlélés, EMT aktiválása 
 

MAPK/ERK Migráció, túlélés, EMT-promóció 

ECM lebontó enzimek 

(↑) 

MMP2, MMP9 Mátrix metalloproteinázok – ECM bontás, invázió 

támogatása 
 

LOX ECM átalakítása, stabilitás növelése 

 

3.9.3. Oxidatív/nitrozatív stressz 

 

Az elmúlt évtizedben az oxidatív stresszről alkotott képünk és tudásunk jelentősen 

kiszélesedett, és ma már nemcsak a pro- és antioxidáns molekulák közötti egyensúly 

felborulásának tekintjük, hanem egy olyan komplex folyamatnak, amelynek gyökerei a 
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génjeinkben és a génexpresszió szabályozásának mechanizmusaiban rejlenek. Ennek az új 

megközelítésnek a középpontjában a nukleáris faktor, eritroid 2-kapcsolt faktor 2, vagyis az NRF2 

transzkripciós faktor áll [166]. Az NRF2 központi szabályozó molekulája a humán antioxidáns 

válaszoknak [167]. A reaktív oxigén- és nitrogén származékok normál élettani folyamatokban 

is termelődnek, és fontos feladatokat látnak el többek között a jelátvitelben. Ugyanakkor a pro- 

és antioxidáns homeosztázis felborulásával neoplasztikus folyamatok indukálódhatnak. A 

szabadgyökök termelődésének növekedésével, illetve az antioxidáns válasz csökkenésével, a 

redox-homeosztázis felborulása oxidatív stresszt vált ki a sejtben, mely létfontosságú 

molekulák károsításához, végül pedig nekrózishoz vagy apoptózishoz vezet. 

A mitokondriumban az elektrontranszportlánchoz kötötten termelődnek reaktív 

intermedierek (ROS, reaktív oxigén formák). A ROS termelődést az oxidatív foszforiláció során 

az elektrontranszportláncból egy elektron szivárgása okozza, melynek következtében egy 

elsődleges szabadgyök, a szuperoxid-anion (O2 + e⁻ → •O2
-) keletkezik [168]. További ROS 

molekulák a hidroxil-gyök (•OH), a peroxil-gyök (ROO•), továbbá a párosítatlan elektronnal 

nem rendelkező, de rendkívül erős oxidáló tulajdonságú hidrogén-peroxid (H2O2). A reaktív 

nitrogén intermedierek (RNI) magukba foglalják a nitrogén-monoxid (NO), valamint a 

nitrogén-monoxid és szuperoxid-anion reakciójában keletkező, nagy reakciókészséggel bíró 

peroxinitritet (ONOO-) [169], [170]. 

A túlzott ROS termelés okozhat genomiális és/vagy mitokondriális DNS károsodást, a 

sejtek szomatikus mutációit, onkogének aktiválását, tumorszuppresszor gének gátlását, 

valamint a metabolikus és jelátviteli útvonalak módosulását, melyek mind hozzájárulnak a 

sejtkárosodáshoz, különböző betegségek kialakulásához és a karcinogenezishez  [171]. Számos 

betegséget összefüggésbe hoztak már az oxidatív stresszel, többek között a hipertenziót, 

asztmát, cukorbetegséget, de a neoplasztikus betegségeket is [172], [173], [174].  

Számos védekező mechanizmus működik antioxidánsok formájában, melyek védik a 

mitokondriumokat a prooxidáns molekulák káros hatásaitól, a szabadgyökös folyamatok 

terminálásával. A fontosabb antioxidáns enzimek: szuperoxid-dizmutázok (SOD), kataláz 

(CAT), glutation-peroxidáz (GPX), tioredoxin-peroxidáz (TRXP). További fontos nem 

enzimatikus antioxidáns molekula a glutation (GSH), N-acetil-cisztein (NAC), nikotinamid-

adenin-dinukleotid-foszfát (NADPH) és a koenzim Q (ubikinon), valamint az exogén 

vitaminok: A, C és E vitamin [175], [176]. 

A szuperoxid gyökök biológiai rendszerekben betöltött szerepéhez Fridovich 1968-ban a 

Cu,Zn-SOD enzimről tett kulcsfontosságú tudományos felfedezése szolgált alapul [177]. Az 
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SOD enzim két szuperoxidgyök diszmutációját katalizálja hidrogén-peroxiddá (H2O2) és 

molekuláris oxigénné. [178]. 

•O2
- + •O2

- + 2H+ → H2O2 +O2 

A kataláz elsősorban a H₂O₂ diszmutációjának folyamatában játszik fontos szerepet, mely 

során az enzim hem porfirin vázának vassal alkotott komplexe oxidálódik vas (III)-ról vas (IV)-

re, majd egy újabb hidrogén-peroxid molekulával történő reakcióban redukálódik vissza. A két 

lépéses reakcióban végül két mól hidrogén-peroxidból két mól víz és molekuláris oxigén 

keletkezik [179], [180]. 

2H₂O₂ → 2H₂O + O₂ 

A keletkezett hidrogén-peroxidot a katalázon kívül egy másik antioxidáns enzim, a 

glutation-peroxidáz (GPX) is képes vízzé redukálni a glutation (GSH) segítségével, melyet a 

glutation reduktáz enzim (GR) regenerál.  

2H₂O₂ + 2GSH → 2H₂O + GSSG 

Az oxidatív vagy nitrozatív stressz olyan állapot, amely során egyensúlyzavar lép fel a 

ROS/RNI és az antioxidánsok termelésében. Ez akkor fordul elő, amikor a káros szabadgyökök 

szintje meghaladja a sejt védekező mechanizmusainak képességét, hogy semlegesítse őket, 

mindez sejtkárosodást, gyulladást és egyéb kóros állapotokat eredményezhet [181].  

Az oxidatív vagy nitrozatív stressz folyamatában megemelkedett koncentrációjú 

szabadgyökökkel szemben a sejt különböző lipidkomponensei közül a többszörösen telítetlen 

zsírsavak (PUFA) mutatják a legnagyobb érzékenységet. A PUFA oxidációja hidroperoxidok és 

endoperoxidok képződéséhez vezet, amelyek további bomlási folyamatokban reaktív 

intermedierek keletkezését eredményezhetik, ilyenek a malondialdehid (MDA) és a 4-

hidroxinonenál (4HNE) [182]. Az MDA és 4HNE jó biomarkerkei a lipidperoxidációs 

folyamatoknak, ezáltal az oxidatív stressznek is [183], [184] Az oxidatív stressz egy másik jól 

követhető markere az NO termeléséért felelős indukálható nitrogén-oxid-szintáz (iNOS) enzim 

kifejeződése. PDAC-ban az iNOS emelkedett expressziója a betegek rosszabb túlélésével 

korrelál [185]. 

Számos tanulmány bizonyítja az oxidatív stressz és az NRF2 rendkívül fontos szerepét a 

daganatok kialakulásában és progressziójában, így a hasnyálmirigy-daganatban is [186]. 

A daganatos sejtekben felborul a redox homeosztázis [137], ami szoros összefüggést mutat az 

NRF2 működésével (6. ábra). Nyugalmi állapotban az NRF2 egy másik fehérjével, a Kelch-
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like ECH-associated protein 1 (KEAP)-el alkot komplexet a citoplazmában. Az NRF2/KEAP1 

komplexe megakadályozza az NRF2 sejtmagba való transzlokációját és a target génjeinek a 

transzkripcióját. A KEAP1 egy Kelch-domént tartalmazó fehérje, amely a CUL3 ubiquitin-ligáz 

komplex részeként felelős az NRF2 proteoszómában történő lebontásáért. A KEAP1 cink-ujj 

doménekkel rendelkezik, amelyek érzékenyek az oxidatív és elektrofil stresszre. A 

szabadgyökök általi oxidációs reakciók hatására a KEAP1 fehérjében konformációs változások 

következnek be, melyek hatására az NRF2 és KEAP1 közötti kölcsönhatás felbomlik, ezáltal 

aktiválódik az NRF2.  Az NRF2 a sejtmagba transzlokálódik a nukleáris lokalizációs szignálok 

segítségével, ahol az ARE (antioxidáns válaszelem) szekvenciához kötődik a targetgének 

promóter régiójában, elindítva azok transzkripcióját. Ilyen antioxidáns target gén például a 

NAD(P)H kinon oxidoreduktáz 1 (NQO1), a hem-oxigenáz 1 (HO-1), a glutation-peroxidáz 

(GPX) és a kataláz (CAT) [187]. 

 

 

6. ábra Az NRF2 és a KEAP1 kapcsolata. Nyugalmi állapotban az NRF2 sejtmagba való 

transzlokációja gátolt a KEAP1 fehérje által. Oxidatív stressz hatására az NRF2  felszabadul  a KEAP1 

gátlása alól és elkezdődik a sejtmagban a NRF2 targetgénjeinek a transzkripciója [187].  

Rövidítések: Nrf2 (nukleáris faktor, eritroid 2-kapcsolt faktor2) Keap1 (Kelch-like ECH-kapcsolt 

protein 1), Cul3 (Cullin 3), Ub (Ubiquitin), Maf (Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog), ARE (Antioxidáns válasz szabályozó elem) 
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A PDAC és az oxidatív stressz kapcsolatát vizsgáló tanulmányokban kimutatták, hogy a 

sebészileg eltávolított humán hasnyálmirigy szövetben megemelkedett a nukleáris NRF2 

expressziója és csökkent az E-cadherin expresszió a normál hasnyálmirigy ductus hámsejtekhez 

képest [188]. A hasnyálmirigyre specifikus K-RAS expresszió az NRF2 aktivációján keresztül 

fokozza a daganatos sejtek proliferációját [189] [190]. A K-RAS mutációval rendelkező PDAC 

esetében gyakran megfigyelhető az NRF2 útvonal rendellenes aktivációja, amely hozzájárul a 

daganat progressziójához [191]. Emiatt az NRF2 potenciális célpont lehet új terápiás stratégiák 

kidolgozására PDAC-ban. 

 

3.9.4. Őssejtszerűség 

 

A normál őssejtek embrionális szövetekben, felnőtt és magzati szövetekben is 

megtalálhatók, például a csontvelőben (csontvelői őssejtek BMSC), zsírban (zsírszövetből 

származó őssejtek ADSC), vérben (hematopoetikus őssejtek HSC), magzatvízben 

(magzatvízből származó őssejtek AFSC), köldökzsinórban (köldökzsinór őssejtek UCSC). Az 

őssejtek egy olyan osztályát képezik a differenciálatlan sejteknek, amelyek nagyfokú 

önmegújulási és proliferációs képességgel rendelkeznek, valamint egy vagy több irányban 

képesek differenciálódni. A totipotens őssejtek (például egyetlen megtermékenyített petesejt) 

több mint 250 sejttípussá képesek fejlődni az emberi vagy állati élet során [192]. 

A legújabb kutatások alátámasztják a daganat őssejtek (cancer stem cell CSC), más néven 

tumorindukáló sejtek, szerepét a daganatok fejlődésében, az áttétek kialakulásában, a 

kemorezisztenciában és a daganat kiújulásában [193]. 

A daganat őssejtek önmegújulásra képesek, szimmetrikus vagy aszimmetrikus 

sejtosztódáson mennek keresztül [194]. Számos daganattípusban meghatároztak már CSC-

markereket, hogy azonosítsák és izolálják a daganat őssejt populációkat [195]. A kutatásokban 

membránglikoproteineket alkalmaznak (CD44, CD24, CD133) többek között a hasnyálmirigy-

daganat őssejtek [196], vagy a máj daganat őssejtek [197] azonosítására. További tanulmányok 

bizonyítják, hogy az aldehid-dehidrogenáz 1 enzim (ALDH1) alkalmazható a hasnyálmirigy-

daganat őssejtek [198], de más CSC populációk azonosítására is, mivel a retinol retinsavvá 

történő oxidációjában betöltött szerepe révén hozzájárul az őssejtek korai differenciálódásához. 

A daganat őssejtek a hasnyálmirigyrákban [196] központi szerepet játszanak a 

gyógyszerrezisztencia kialakulásában, az agresszivitásban és a metasztázisok kialakulásában is 

[199], [200]. 
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A PDAC több lépésben alakul ki, amelyek magukba foglalják a hasnyálmirigy 

intraepiteliális neopláziákat (PanIN 1-3, alacsony-, közepes-, magas-fokozatú diszplázia), és 

végül invazív daganattá fejlődnek. Ilyen premalignus hasnyálmirigy elváltozásokban 

megállapították, hogy több CSC marker, mint például a CD24, CD44, expressziója emelkedett 

a magasabb fokozatú diszpláziákban [201]. 

A jelenleg elérhető gyógyszerek hatékonyak a daganattömeg nagy részének 

elpusztításában, de a CSC-ket érintetlenül hagyják, ami a tumor kiújulásához és áttétek 

kialakulásához vezet [193], [202]. Ezért nagy szükség van új módszerek kidolgozására az őssejt 

jelleg molekuláris mechanizmusának részletesebb megértésére a célzott terápia 

kidolgozásához. 

 

3.9.5. Sejtmetabolizmus  

 

A malignus sejtek korlátlan osztódási és metasztatikus képességéhez elegendő energiára 

van szükség. A PDAC egy rendkívül agresszív daganattípus, amelyet hipovaszkularizáció és 

desmoplasztikus reakció jellemez, így a daganat mikrokörnyezete tápanyaghiányos és erősen 

hipoxiás [203]. A tumorsejtek metabolikus újraprogramozáson mennek keresztül, amely során 

az aerob glikolízis, más néven Warburg-effektus dominál, melyet  a fokozott glükózfelvétel és 

a megnövekedett laktáttermelés jellemez [204]. A metabolikus újraprogramozás kiemelkedően 

fontos a daganatsejtek túlélése és növekedése szempontjából [205]. A fokozott aerob glikolízis, 

a csökkent oxidatív foszforiláció és a fokozott tejsavszintézis folyamata valójában a 

rosszindulatú daganatok egyik jellemvonása [137].  

A glikolízis a PDAC esetében elősegíti a daganatsejtek erőteljes növekedését, továbbá a 

glikolízis enzimjei és közti termékei részt vesznek a PDAC áttétképződésének szabályozásában  

is [206]. Az OXPHOS csökkent működése is hozzájárul a glikolízis dominanciájához. A 

mitokondriális diszfunkciót okozhatják mitokondriális DNS-mutációk, a légzési láncban 

bekövetkezett hibák és a fokozott ROS-termelés is [207], melyek onkogén útvonalakat 

aktiválhatnak, elősegítve a glikolízis enzimjeinek expresszióját [208]. A PDAC sejtekben 

jelentősen megnövekszik a mitokondriális DNS-mutációk száma, ami összefügg a csökkent 

oxigénfelhasználással és a fokozott glikolízissel [209]. PDAC sejtekben a ROS-termelést 

szabályozó NADPH oxidáz enzim (NOX) nélkülözhetetlen a glikolízis aktivitásának 

fenntartásához. A NOX enzim expressziójának gátlása PDAC sejtekben csökkentette a 

glükózfelvételt és a laktáttermelést, ami gátolta a daganat növekedését [210]. A K-RAS 
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mutációja szerepet játszik a PDAC sejtek glükózhasznosításában és az anabolikus anyagcsere 

szabályozásában is [211]. A K-RAS onkogén fokozza a glükóz felvételét a daganatsejtekben 

azáltal, hogy fokozza a glükóztranszporter 1 (GLUT1) expresszióját [191].  A c-Myc (cellular 

Myelocytomatosis oncogene) onkogén kulcsfontosságú szerepet játszik a PDAC sejtek 

glikolitikus fenotípusának  kialakulásában [212]. A hipoxia és a HIF-1α (hipoxia-indukált faktor 

1α) fokozzák a glikolitikus enzimek expresszióját [191]. PDAC sejtekben a hipoxia elősegíti a 

piruvát-dehidrogenáz kináz (PDK1), a laktát-dehidrogenáz A (LDHA), a piruvát-kináz 

izoenzim M2 (PKM2), glükóz-6-foszfát-izomeráz/autokrin motilitási faktor (PGI/AMF) és a 

hexokináz 2 (HK2) expresszióját [213]. A fokozott PDK1 expresszió elősegíti a sejtosztódást 

is az ERK1/2 és az EGFR jelátviteli utak felerősítésével [214], továbbá a megnövekedett PDK1 

expresszió aktiválja az NF-κB jelátvitelt is [215]. A glikolízis folyamatában fontos szerepet 

játszó enzim, a fruktóz-2,6-biszfoszfatáz 3-4 (PFKFB3-4), hipoxia vagy HIF-1α hatására magas 

szinten expresszálódik különböző daganattípusokban, így a hasnyálmirigyrákban is [216].  

Az anyagcsere átprogramozása hozzájárul a malignus daganatok, így a hasnyálmirigy-

daganat [217] esetében is a gyógyszerrezisztencia kialakulásához. A PDAC sejtek metabolikus 

sajátosságainak és energiaháztartásának megértése segíthet új kezelési stratégiák 

kidolgozásában a gyógyszerrezisztencia leküzdésére. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

4. Célkitűzések 

 

A mikrobiom-daganat kapcsolatban a mikrobiom a bakteriális metabolitok szekréciója 

révén befolyásolhatja a daganatok működését. 

A bakterális metabolitok a keringésbe kerülve eljuthatnak a távoli daganatsejtekhez és 

befolyásolhatják azok működését, tulajdonképpen hormonszerű hatásokat fejtenek ki.  

Ilyen bakteriális metabolitok a másodlagos epesavak, mint a litokólsav (LCA) és az 

ursodezoxikólsav (UDCA). Kutatásaimban a daganatok klasszikus jellemvonásainak a 

vizsgálatán keresztül azt tanulmányoztam, hogyan hatnak a másodlagos epesavak a 

hasnyálmirigy-daganatsejtek működésére.  

Vizsgálataim fő célja az volt, hogy azonosítsuk azokat a folyamatokat, melyeken keresztül az 

epesavak daganatellenes hatást fejtenek ki a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. 

A következő kérdésekre kerestük a választ: 

• Hogyan hatnak az epesavak a daganatsejtek növekedésére és az EMT folyamatára,  

• Befolyásolják-e az epesavak a daganatsejtek redox homeosztázisát, 

• Összefüggéseket keresni a pankreász adenokarcinómában szenvedő betegek túlélése és 

az antioxidánsok expressziója között in silico elemzések segítségével, 

• Milyen hatással vannak az epesavak az őssejtszerűségre, 

• Hatással vannak-e az epesavak a daganatsejtek energiaháztartására, 

• Azonosítani azokat a receptorokat, melyeken keresztül az epesavak kifejtik hatásukat a 

pankreász adenokarcinóma sejtekben, 

• Képesek-e az epesavak a PDAC terápiában is alkalmazott gyógyszerek hatékonyságát 

befolyásolni. 
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5. Anyagok és módszerek 

 

5.1. Reagensek 

 

A kísérleteinkben használt epesavakat, a litokólsavat (LCA, cat # L6250; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MI, USA) és az ursodezoxikólsavat (UDCA, cat # U5127; Sigma-Aldrich) dimetil-

szulfoxidba (DMSO, cat # D8418; Sigma-Aldrich) oldottuk be és 100 mM-os törzsoldatokat 

készítettünk. Az LCA-t 0,03 μM koncentrációban, az UDCA-t 0,3 μM koncentrációban 

alkalmaztuk, ami megfelel az epesavak humán szérumban mért koncentrációjának [10]. A 

kontroll sejtek 0,001% DMSO-t tartalmazó médiumot kaptak a kezelés alatt.  

A redukált glutationt (GSH; cat # G4251; Sigma-Aldrich) 5 mM végkoncentrációban 

használtuk. A pegilált katalázt (pegCAT; cat # C4963; Sigma-Aldrich) 500 U/ml 

koncentrációban alkalmaztuk.  

Az epesav receptor antagonistákat, NF449 (cat # 1391) Gsα-szelektív antagonista [218], 

CINPA1 (cat # 5605) konstitutív androsztán receptor (CAR) antagonista [219], DY268 (cat # 

5656) farnezoid X receptor (FXR) antagonista [220] és GSK2033 (cat # 5694) máj X receptor 

(LXR) antagonista [221] a Tocris Bioscience-től (Bristol, Egyesült Királyság) szereztük be és 

a kísérletekben 5 μM végkoncentrációban alkalmaztuk. A ketokonazolt (cat # K0600000, 

pregnane X receptor (PXR) jelátvitel gátlása [222] a Sigma-Aldrich-tól vásároltuk és 5 μM 

végkoncentrációban alkalmaztuk.  

A TGR5 G-fehérje kapcsolt epesav membrán receptort célzó siRNS-t (GPBAR1-siRNS 

azonosító: s195791), a D-vitamin receptor specifikus siRNS-t (VDR/NR1I1- siRNS azonosító: 

s14777) és az FXR receptor specifikus siRNS-t (NR1H4-siRNS azonosító: s19371), valamint 

a negatív kontroll siRNS-t (cat # 4390843) a Thermo Fisher Scientific-től (Waltham, MA, USA) 

vásároltuk, és 30 nM végkoncentrációban használtuk.  

A kemoterápiás gyógyszereket, az 5-fluorouracilt (5FU, cat # F6627) és az oxaliplatint (OXA, 

cat # O9512) a Sigma-Aldrich-tól szereztük be, és DMSO-ban oldottuk 100 mM 

törzskoncentrációra. Az 5FU esetén alkalmazott legmagasabb koncentráció 300 μM, míg az 

oxaliplatin esetén 19,2 μM volt. 
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5.2. Sejtvonalak és sejttenyésztés 

 

A Capan-2 és PancTu-1 K-RAS mutáns, illetve a BxPC-3 K-RAS vad típusú humán 

hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtvonalakat az American Type Culture Collection-től (ATCC) 

vásároltuk.  

A Capan-2 sejteket MEM (cat # M8042; Sigma-Aldrich) médiumban tenyésztettük, 10% 

hőinaktivált fötális marha szérum (FBS, cat # F2442; Sigma-Aldrich), 1% 

penicillin/streptomycin (cat # P4333; Sigma-Aldrich) és 2 mM glutamin (cat # G7513; Sigma-

Aldrich) jelenlétében 37°C-on, 5% szén-dioxid tartalmú inkubátorban. 

 A BxPC-3 és PancTu-1 sejteket 10% FBS, 2 mM glutamin és 1% penicillin/streptomycin 

tartalmú RPMI 1640 (cat # R5886; Sigma-Aldrich) médiumban tenyésztettük 5% szén-dioxid 

jelenlétében 37°C-on.  

A humán primer fibroblaszt sejteket, az Innoprottól (Derio, Edificio 502, Primera Planta, 

Spain) rendeltük. A sejteket DMEM (cat # D5546; Sigma-Aldrich) médiumban tenyésztettük, 

20% FBS, 1% penicillin/streptomycin és 2 mM L-glutamin jelenlétében 5% szén-dioxid 

tartalmú inkubátorban 37 °C-on.  

A sejtvonalak esetleges mycoplasma szennyeződését rendszeresen ellenőriztük.  

 

5.3. Sejtéletképességi vizsgálat (MTT) 

 

Az MTT assay egy színreakción alapuló in vitro módszer, amely a metabolikusan aktív 

sejtek mitokondriális enzimeinek működése révén méri a sejtek életképességét. A Capan-2 

sejteket 96 lyukú lemezen (3000 sejt/lyuk) tenyésztettük 200 μl sejttenyésztő médiumban, majd 

a letapadást követő napon LCA-val (0,03 μM-66 μM), UDCA-val (0,3 μM) vagy a kontrollként 

alkalmazott DMSO-val kezeltük a sejteket. A 48 órás kezelés után a sejtek életképességet 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólium-bromiddal (MTT; cat # A2231.000; VWR) 

vizsgáltuk. A sejtekhez MTT-oldatot (20 μl 5 mg/ml) adtunk és 37°C-on 1,5 órán át inkubáltunk. 

A felülúszó eltávolítása után a formazán kristályokat lyukanként 100 μl DMSO-ban oldottuk, 

majd az abszorbanciát 540 nm-en mértük spektrofotométerrel (Thermo Labsystems Multiskan 

MS, Walthman, MA, USA). 
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5.4. Szulforodamin B teszt 

 

Az SRB módszer egy színalapú kvantitatív sejtvizsgálat, amely a sejtekhez kötődő festék 

révén méri a sejtek teljes fehérjetartalmát, így tükrözve azok számát és proliferációját, így a 

sejtek proliferációjának tanulmányozására szulforodamin B (SRB, cat # 230162; Sigma-

Aldrich) festést alkalmaztunk. A vizsgálathoz a Capan-2 sejteket 96 lyukú lemezen (3000 

sejt/lyuk) tenyésztettük 200 μl sejttenyésztő médiumban. A letapadást követő napon a sejteket 

LCA-val (0,03 μM) vagy UDCA-val (0,01-1 μM) kezeltük, kontrollként DMSO-t (0.001%) 

alkalmaztunk. A 48 órás kezelés eltelte után a sejteket triklór-ecetsavval (TCA, cat # T6399; 

Sigma-Aldrich) fixáltuk 10% végkoncentrációban 1 órán keresztül 4°C-on. Ezt követően a 

sejteket desztillált vízzel mostuk 5 alkalommal, majd 0,4% (1% ecetsavban készítve) SRB 

oldattal festettük őket 10 percen keresztül. A nem kötött festéket 1%-os ecetsav oldattal 

távolítottuk el. A kötött festéket lyukanként 100 μl Tris bázisban (10 mM) oldottuk, majd az 

abszorbanciát 540 nm-en detektáltuk. 

 

5.5. A sejthalál kimutatása 

 

Az Annexin V és propidium-jodid (PI) alapú sejthalálvizsgálat lényege, hogy az Annexin 

V a korai apoptózis során a sejtfelszínre került foszfatidilszerinhez kötődik, míg a PI csak a 

membránkárosodott, késő apoptotikus vagy nekrótikus sejtekbe jut be, így lehetővé téve a 

sejthalál különböző fázisainak megkülönböztetését, így nekrotikus és apoptotikus sejthalál 

változásainak értékeléséhez Annexin V/PI kettős festést alkalmaztunk (cat #V13242; Thermo 

Fisher Scientific). A Capan-2 sejteket 6 lyukú lemezre raktuk (150,000 sejt/lyuk) és 48 órán 

keresztül kezeltük UDCA-val (0,3 μM). Ezután a sejteket 100 μg/ml PI oldattal és 5 μl FITC 

Annexin V-el festettük 15 percen keresztül szobahőmérsékleten. Az apoptotikus és nekrotikus 

sejtek számát FACS Calibur áramlási citométerrel határoztuk meg (Beckton Dickinson Franklin 

Lakes, NJ, Egyesült Államok). 
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5.6. Sejtinváziós kísérlet 

 

A Corning Matrigel inváziós kamrában végzett sejtinváziós kísérlet, a sejtek képességét 

vizsgálja a mesterséges extracelluláris mátrixon (Matrigel) való áthatolásra, modellezve a sejtek 

invazív potenciálját például daganatmetasztázis során. A sejtinváziós vizsgálatokat Corning 

BioCoat Matrigel inváziós kamrában (cat # 354480; Corning, NY, USA) végeztük 8,0 μm-es 

PET membránokkal 24 lyukú lemezen. A felső kamrában a Capan-2 sejteket (20,000 sejt/lyuk) 

szérummentes médiumban egy éjszakán át tenyésztettük. Másnap a sejteket LCA-val (0,03 μM) 

vagy UDCA-val (0,3 μM) kezeltük 0,5 ml szérummentes médiumban, az alsó kamrában lévő 

0,75 ml médium szérumot, LCA-t/vagy UDCA-t és 100 ng/ml SDF1-alfa (cat # SRP4388; 

Sigma-Aldrich) kemoattraktánst tartalmazott. A 48 órás kezelést követően a nem migráló 

sejteket a membrán felszínéről PBS-oldattal lemostuk, a membrán alsó felületéhez kötődött, 

vagyis a membránon átmigrált sejteket 100% metanollal fixáltuk, és 4',6-diamidino-2-

fenilindollal (DAPI) festettük. A migrált sejteket Opera Phoenix High Content Screening 

System segítségével megszámoltuk, a képeket a Harmony 4.6 Sofware segítségével elemeztük. 

Az inváziós indexet a Matrigel membránon keresztül átjutó sejtek és a kontroll membránon 

átjutó sejtek arányából számítottuk ki a következőképpen:  

% invázió = (a Matrigel membránon átjutó sejtek átlaga / a kontroll membránon átjutó sejtek 

átlaga) * 100  

inváziós index = a kezelt sejt % invázió / a kontroll (nem kezelt) sejt % invázió 

 

5.7. Western blot 

 

A Western blot egy fehérjedetektáló módszer, amely során a gélelektroforézissel 

elválasztott fehérjéket membránra visszük át, majd specifikus antitestek segítségével 

azonosítjuk a célfehérjét. A sejtlízishez RIPA puffert (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 

1% TritonX 100, 0,5% nátrium-deoxikolát, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM 

PMSF és proteázgátló koktél) használtunk. A fehérje koncentrációkat BCA reagenssel (cat # 

A65453; Pierce Biotechnologies, Rockford, IL, USA) spektrofotométerrel mértük. A fehérjéket 

(20 μg fehérje/zseb) 10%-os SDS poliakrilamid gélelektroforézissel elválasztottuk, majd 

nitrocellulóz membránra blottoltuk. A nitrocellulóz membrán még szabad fehérjekötő helyeit 

5%-os BSA oldattal (1x TBS-Tween pufferben) blokkoltuk 1 órán keresztül 

szobahőmérsékleten. Ezt követően a membránokat a primer antitestekkel (3. táblázat) 
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inkubáltuk egy éjszakán át 4 °C-on állandó billegtetés mellett.  A membránokat 3-szor 10 percig 

mostuk 1x TBS-Tween pufferrel, majd ezt követően IgG HRP-vel konjugált másodlagos 

antitesttel 1 órán keresztül inkubáltuk szobahőmérsékleten állandó billegtetés mellett. Végül a 

membránokat 3-szor 10 percig 1x TBS-Tween pufferrel mostuk. Az antitestkötődést 

kemilumineszcenciával, ChemiDoc Touch Imaging készülékkel (Bio Rad, Hercules, CA, USA) 

detektáltuk. A sávok intenzitását denzitometrálással az Image Lab 6.1 szoftver segítségével 

határoztuk meg. A β-aktint használtuk normalizálásra. 

 

3. táblázat A kísérletek során alkalmazott antitestek és azok hígítási aránya  

Antitest Forgalmazó Katalógusszám Klonalitás   Hígítás   

β-Catenin Cell Signaling 

Technology 

8480 Monoklonális   
1:1000 

  

Snail Cell Signaling 

Technology 

3879 Monoklonális   1:1000   

Claudin-1 Cell Signaling 

Technology 

13255 Monoklonális   1:1000   

ZO-1 Cell Signaling 

Technology 

8193 Monoklonális   1:1000   

NRF2 Abcam ab31163 Poliklonális   1:1000   

iNOS Novus Biologicals NB300-605 Poliklonális   1:1000   

4-HNE Abcam ab46545 Poliklonális   1:1000   

Nitrotirozin Thermo Fisher 

Scientific 

A21285 Poliklonális   
1:1000 

  

ALDH1 Abcam ab227948 Poliklonális   1:1000   

CD133 Novus Biologicals NB120-

16518SS 

Poliklonális   
1:1000 

  

β-aktin Sigma-Aldrich A3854 Monoklonális   1:20000   

Slug Cell Signaling 

Technology 

C19G7 Monoklonális   
1:1000 

  

Vimentin Cell Signaling 

Technology 

5741 Monoklonális   
1:1000 

  

E-cadherin Cell Signaling 

Technology 

3195 Monoklonális   
1:1000 

  

  

5.8. Aldefluor assay 

  

Az Aldefluor assay egy in vitro fluoreszcenciaalapú sejtvizsgálati módszer, amelyet 

elsősorban az őssejtek és daganatőssejtek azonosítására használnak, mivel ezekben a sejtekben 

gyakran magas az aldehid-dehidrogenáz (ALDH) enzim aktivitása. Az ALDH1, az enzim család 
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egy specifikus izoformája, gyakran használják őket őssejtmarkerként, mivel ezek expressziója 

jellemző daganatőssejtekben és normál őssejtekben is. Az ALDH1 3tumor őssejt marker gén 

aktivitását az epesavakkal kezelt sejtekben Aldefluor festéssel (cat # 01700; StemCell 

Technologies, Vancouver, Kanada) határoztuk meg [102]. A sejteket 6 lyukú lemezen 

tenyésztettük (100,000 sejt/lyuk), majd a letapadást követő napon LCA-val (0,03 μM) vagy 

UDCA-val (0,3 μM) kezeltük 48 órán keresztül. Ezután a sejteket ALDH szubsztrátot (5 μl/ml) 

tartalmazó (0,5 ml) aldefluor assay pufferben inkubáltuk 45 percig 37°C-on.  Negatív 

kontrollként a sejteket 5 μl dietilamino-benzaldehiddel (DEAB; 50 mmol/l), egy specifikus 

ALDH-gátlóval kezeltük. Az ALDH-pozitív sejtek százalékos arányát áramlási citometriával 

határoztuk meg, az elemzést a Flowing Software 2.5.1 segítségével végeztük el. 

 

5.9. RNS izolálás, reverz transzkripció és kvantitatív RT-PCR 

 

A génexpresszió pontos quantifikálására a Capan-2 sejteket 6 lyukú lemezre raktuk 

(100,000 sejt/lyuk), majd a letapadást követő napon LCA-val (0,03 µM) kezeltük őket. A 48 

órás inkubálást követően a sejtekből RNS-t izoláltunk TRIzol reagenssel (Invitrogen, Waltham, 

MA, USA) a gyártói ajánlás alapján. A minták tisztaságát és koncentrációját NanoDrop1000 

készülékkel (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) határoztuk meg. A 

RNS mintákat DNáz I enzimmel (cat #10104159001; Merck) kezeltük, a cDNS szintézis High 

Capacity Reverz Transzkripciós Kit (cat # 4368814; Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) 

segítségével történt a gyártó ajánlása szerint. A qPCR reakció 10 µl végtérfogatban történt, a 

reakcióelegy 20 ng cDNS mintát, 500-500 nM primert (4. táblázat) és qPCRBIO SyGreen Lo-

ROX Supermixet (PCR Biosystems Ltd., London, UK) tartalmazott. A qPCR reakciót Light-

Cycler 480 detektáló rendszeren (Roche, Basel, Switzerland) végeztük. Az mRNS expressziós 

szintek normalizálására a 36B4 és a cyclophilin (CYCLO) gének expressziójának mértani 

középértékét használtuk. 
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4. táblázat Az RT-qPCR kísérletekben alkalmazott humán primer párok 

Gén neve Forward primer (5’–3’) Reverz primer (5’–3’) 

TGR5 CACTGTTGTCCCTCCTCTCC ACACTGCTTTGGCTGCTTG 

FXR TGCTTACAGCAATTGTTATCCTG ACATCAAGAAGTGGCTCCTGA 

VDR GGACTGCCGCATCACCAA TCATCTCCCGCTTCCTCT 

36B4 CCATTGAAATCCTGAGTGATGTG GTCGAACACCTGCTGGATGAC 

CYCLO GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC CTTGCCACCAGTGCCATTATG 

 

5.10. Mitokondriális oxidáció és glikolízis  

 

Az oxigénfogyasztás és az extracelluláris savasodás mértékének valós idejű 

monitorozásához Seahorse XF96 oximétert (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) 

alkalmaztunk. Az oxigénfogyasztási rátát (oxygen consumption rate = OCR, a mitokondriális 

oxigénfogyasztásra jellemző érték) és az extracelluláris savasodási rátát (extracellular 

acidification rate = ECAR, a pH változások, illetve a glikolízis mérésére szolgáló érték) az LCA 

és UDCA kezelt Capan-2 sejtekben Seahorse készüléken mértük. A sejteket egy éjszakán át 96 

lyukú Seahorse lemezen (5000 sejt/lyuk) tenyésztettük, majd epesavakkal kezeltük őket (LCA 

(0,03 µM); UDCA (0,3 µM)) 48 órán keresztül. A kezelés után a sejteket előmelegített XF 

Seahorse médiumban (cat # 103334-100) inkubáltuk 1 órán keresztül 37 °C-on, szén-dioxid 

mentes inkubátorban. Az alap oxigénfogyasztási OCR (baseline OCR) értéket 5 alkalommal, 5 

percen keresztül rögzítettük. A kísérletek során a következő inhibitorokat használtuk: Etomoxir 

(50 μM), a CPT-1 gátlás révén a zsírsav-oxidáció inhibitora; Oligomycin (10 μM), az ATP-

szintáz inhibitora; Antimycin (10 μM), a mitokondriális légzési lánc III. komplexének 

inhibitora). Minden OCR értéket 5-ször 5 percen keresztül rögzítettünk. Az OCR és ECAR 

értékeket fehérje tartalomra normalizáltuk (SRB teszt 5.4 pontban leírtak szerint) és a 

normalizált értékeket használtuk fel a számításokhoz.  

A bazális légzés meghatározásánál, az alap oxigénfogyasztásból kivontuk az 

antimycin−rezisztens légzést (baseline−antimycin). Az etomoxir−rezisztens OCR értéket 

(etomoxir−antimycin) a glükóz és aminosav oxidációval kapcsolatos oxigénfogyasztásként 

definiáltuk. A zsírsavoxidációt az etomoxir−érzékeny OCR- értékekből (baseline−etomoxir) 

határoztuk meg. Az oligomycin−rezisztens légzés (oligomycin−antimycin) nem kapcsolt 

légzésnek felel meg, míg az oligomycin−érzékeny frakciót ATP-hez kötött légzésként 

(baseline−oligomycin) definiáltuk. 
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5.11. Géncsendesítés  

 

A tranziens transzfekcióhoz mely során egy lipid alapú reagensel juttatjuk az siRNS-t a 

sejtekbe, amely célzottan gátolja a kívánt gén expresszióját, a Capan-2 sejteket 30 nM TGR5, 

VDR, FXR specifikus siRNS és negatív kontroll siRNS-el kezeltük. A transzfekciót 

Lipofectamine RNAiMAX (cat # 13778150; Thermo Fisher Scientific) transzfekciós reagens 

segítségével végeztük 48 óráig, LCA kezelés mellett és anélkül.  

 

5.12. Mitokondriális membránpotenciál mérése 

 

A DiOC6 (3,3′-Dihexyloxacarbocyanine iodide) festéssel végzett mitokondriális 

membránpotenciál mérés során a lipofil, potenciálfüggő festék felhalmozódik az ép 

mitokondriumokban, így fluoreszcenciaintenzitása arányos a membránpotenciállal. Munkám 

során a mitokondriális membránpotenciál mérésére DioC6 (cat # HY-D0084; 

MedChemExpress) festést alkalmaztunk. A Capan-2 sejteket 6 lyukú lemezre raktuk (150,000 

sejt/lyuk) és a 48 órás UDCA (0.3 µM) kezelést követően 40 nM DioC6-al festettük 30 percen 

keresztül. Ezután a sejteket PBS-el mostuk, majd tripszinnel gyűjtöttük be őket az áramlási 

citometriás elemzéshez (FACS Calibur, BD Biosciences). A kontroll sejteket 10 μM karbonil-

cianid-4-(trifluor-metoxi) fenilhidrazonnal (FCCP) kezeltük a mitokondriális 

membránpotenciál szétkapcsolása érdekében. Az FCCP-vel kezelt sejtekben mért értéket 

minden csoportból kivontuk. 

 

5.13. Statisztikai elemzések  

 

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism 8.0.1 szoftvert használtunk. Az eredményeket 

átlag ± SEM formában tüntettük fel. A normál eloszlást a D'Agostino–Pearson normalitás teszt 

segítségével ellenőriztük. Az epesavval és a vehikulummal kezelt minták összehasonlítására 

párosított t-próbát alkalmaztunk. Több csoport összehasonlításához egy- vagy kétutas 

varianciaanalízist (ANOVA) végeztünk, Dunnett vagy Tukey post-hoc teszt alkalmazásával. A 

nemlineáris regresszió és az IC50 értékek meghatározása a GraphPad szoftver "[Inhibitor] vs. 

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

 

6.1. A litokólsav hatásainak vizsgálata hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben 

 

6.1.1. Az LCA gátolja a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek proliferációját 

 

Elsőként azt vizsgáltuk meg, hogy az LCA befolyásolja-e a Capan-2 sejtek proliferációját. 

A sejteket LCA-val kezeltük különböző koncentrációban (0,003 μM–66 μM) és a sejtszámot 

MTT módszer segítségével határoztuk meg. Az LCA a vizsgált koncentrációkban, mely magába 

foglalta az LCA humán szérumban mért koncentrációját (0,01–0,03 μM, [223], [224]) 

szignifikánsan csökkentette a Capan-2 sejtek életképességét (7. A ábra). Hasonlóan az MTT 

vizsgálathoz, szulforodamin B festést alkalmazva azt találtuk, hogy az LCA 0,03 μM 

koncentrációban lassította a Capan-2 sejtek proliferációját (7. B ábra). Fontos kiemelni, hogy 

az LCA ebben a vizsgált koncentrációtartományban (0,01 μM–10 μM) nem befolyásolta a nem 

transzformált, humán primer fibroblasztok proliferációját [223], amiből arra következtettünk, 

hogy az LCA hatásai PDAC tumorsejt specifikusak.  

 

 

 

 

7. ábra Az LCA kezelés csökkenti a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek proliferációját. 
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A Capan-2 sejteket LCA-val kezeltük a feltüntetett koncentrációkban 48 órán keresztül. (A) A sejtek 

életképességét MTT- teszttel (n = 3), és (B) az összfehérje tartalmat SRB festéssel határoztuk meg (n = 

3). Az adatok átlag ± SEM formában vannak feltüntetve. A statisztikai analízist a sejtviabilitás 

vizsgálatnál egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazásával végeztük el, ahol az LCA-val 

kezelt mintákat hasonlítottuk össze a DMSO kontroll mintával. A fehérje tartalmat az LCA-val kezelt 

és DMSO kontroll minták között párosított t-próbával hasonlítottuk össze. A *, ** és *** statisztikai 

szignifikanciát mutat a LCA kezelt és a kontroll minták között, ahol p < 0,05, p < 0,01 és p < 0,001. Az 

ábrán a piros vonal az LCA humán szérum referencia koncentráció tartományát jelzi (0,01–0,03 μM).  

Rövidítések: DMSO- dimetil- szulfoxid; LCA- litokólsav  

 

6.1.2. Az LCA csökkenti az epiteliális-mezenchimális tranzícióban résztvevő marker-

fehérjék expresszióját és a sejtinváziót a hasnyálmirigy adenokarcinóma 

sejtekben 

 

A továbbiakban arra voltunk kíváncsiak, hogy az LCA képes-e befolyásolni az EMT 

folyamatát. Eredményeink azt mutatták, hogy LCA szignifikánsan csökkentette az EMT 

folyamatában résztvevő mezenchimális markerek kifejeződését, a Snail fehérje szintjét a 

Capan-2 sejtekben és a -catenin fehérje kifejeződését a Capan-2 és BxPC-3 sejtekben. Az 

epiteliális ZO1 tight junction markerfehérje szintje emelkedett a Capan-2 sejtekben az LCA 

kezelés hatására (8. A ábra). Meglepően módon az LCA csökkentette a Claudin-1, tight junction 

fehérje szintjét mindkét vizsgált sejtvonalban. Mindezen eredményekkel összhangban a 

sejtinváziós kísérletek azt mutatták, hogy az LCA-val kezelt sejtek inváziós képessége 

szignifikánsan csökkent a DMSO-val kezelt sejtekhez képest (8.B ábra). Összességében 

elmondható, hogy az LCA gátolhatja az EMT folyamatát azáltal, hogy csökkenti az EMT 

folyamatában kulcsfontosságú fehérjék kifejeződését és a hasnyálmirigy adenokarcinóma 

sejtek inváziós kapacitását. 
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8. ábra Az LCA csökkenti az EMT markerek expresszióját és a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtek inváziós képességét. A Capan-2 és BxPC-3 sejteket LCA-val (0,03 μM) 

és DMSO-val (0,001%) kezeltük 48 órán keresztül. (A) Az EMT folyamatában szerepet játszó markerek 

(mezenchimális: β-catenin, Snail; epiteliális: ZO1, Claudin-1) fehérje szintjét Western blot technika 

segítségével határoztunk meg.  Az ábrákon egy reprezentatív eredmény és három független kísérlet 

(n=3) denzitometriás értékelése van feltüntetve. (B) A Capan-2 sejtek inváziós kapacitását Matrigel 
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inváziós kamrában vizsgáltuk és inváziós indexet számoltunk (n = 3). Az adatok átlag ± SEM formában 

vannak feltüntetve. A * és ** szimbólumok a statisztikailag szignifikáns különbségeket jelzik az LCA 

kezelt és kontroll minták között, ahol p < 0,05 és p < 0,01.  

Rövidítések: DMSO- dimetil-szulfoxid; LCA- litokólsav; ZO1- zonula occludens 1 

  

6.1.3. Az antioxidánsok magas expressziós szintje a pankreász adenokarcinómában 

szenvedő betegeknél rosszabb prognózist eredményez 

 

Megvizsgáltuk néhány antioxidáns enzim és detoxifikáló hatású gén (NRF2, GPX2, 

SOD1/2, NQO1, HMOX1, TXN) expressziós szintjét a TCGA/GTEx hasnyálmirigy 

adenokarcinóma (PAAD) adatbázisból származó 179 tumor és 171 normál szövetmintában. 

Érdekes módon az antioxidáns, detoxifikáló hatású gének expressziója emelkedett a pankreász 

adenokarcinómában a normál szövethez képest (9. A ábra). Továbbá azt találtuk, hogy a magas 

antioxidáns expresszió a betegek rosszabb túlélésével társult (9. B ábra). Ezek az eredmények 

azt mutatják, hogy a magas antioxidáns kifejeződés a hasnyálmirigy adenokarcinóma egyik 

fontos jellemzője, mely ronthatja a betegség kimenetelét. 

 

 



53 
 

 

 

 

9. ábra A hasnyálmirigy adenokarcinóma daganatok overexpresszálják az antioxidáns 

géneket, a csökkent antioxidáns szint a hasnyálmirigy adenokarcinómás betegek jobb 

túlélésével korrelál. (A) A boxplot ábrázolás az antioxidáns és NRF2 célgének expresszióját mutatja 

hasnyálmirigy adenokarcinómában és normál szövetben. Az expressziós szintek log2 (TPM+1) skálán 

vannak bemutatva. A képek a Gene Expression Profiling Interactive Analysis online adatbázisból 

(http://gepia.cancer-pku.cn) 2023. május 11-én lekért adatokból származnak. Pirossal a tumorminták, 

szürkével pedig a normál szövetek vannak jelölve. (B) A Kaplan–Meier (KM) görbék a teljes túlélésre 

vonatkozóan a Kaplan–Meier plotter adatbázisból (www.kmplot.com) származnak. Az eredmények az 

http://www.kmplot.com/
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adatbázisból 2023. január 30-án lettek lekérve. Az ábrán a piros vonal a magas, a fekete vonal az 

alacsony expressziós szintet mutatja.  

A * szimbólum statisztikailag szignifikáns különbséget jelent a tumor és a normál minták között, ahol p 

< 0,05. 

Rövidítések: CAT- kataláz; GPX2- glutation-peroxidáz 2; HMOX1- hem oxigenáz 1; NQO1- NAD(P)H 

kinon-oxidoreduktáz 1; NRF2- nukleáris faktor, eritroid 2-kapcsolt faktor 2; SOD1,2- szuperoxid-

diszmutáz 1,2; TXN- tioredoxin 

 

6.1.4. Az LCA okozta oxidatív/nitrozatív stressz hozzájárul az EMT folyamatában 

szerepet játszó gének csökkent expressziójához a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben  

 

Az előzőekben azt találtuk, hogy a hasnyálmirigy adenokarcinóma szövetekben az 

antioxidánsok overexpresszálódnak a normál szövethez képest, és az antioxidánsok fokozott 

expressziója a betegek rosszabb túlélésével társul. Egy korábbi tanulmányunkban kimutattuk, 

hogy emlődaganatban az LCA oxidatív stressz indukción keresztül citosztázist okoz [12]. 

Kíváncsiak voltunk arra, hogy az LCA hogyan hat az oxidatív stressz folyamatára a 

hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. Az LCA kezelés a Capan-2 hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben csökkentette az NRF2 fehérje expresszióját, ami a celluláris 

antioxidáns védelem egyik központi szabályozó molekulája (10. A ábra), hasonlóan az 

emlődaganatos sejtekhez. A 4HNE fehérje adduktok szintje emelkedett az LCA kezelést 

követően, ami fokozott lipidperoxidációt jelez (10. B ábra). Továbbá az LCA kezelés fokozta 

az iNOS fehérje expresszióját (10. C ábra), ami magas nitrogén-monoxid (NO) szintet 

feltételez. Az NO és szuperoxid reakciójában keletkező peroxinitrit egy rendkívül káros, 

reakcióképes anyag, ami képes módosítani az aromás aminosavakat. LCA kezelés hatására 

emelkedett a nitrotirozin szintje a sejtekben, ami peroxitnitrit képződésre utalhat (10. D ábra). 

További eredményeink azt mutatják, hogy az antioxidánsok, mint például a redukált glutation 

(GSH) és a pegilált kataláz (pegCAT) alkalmazása megakadályozta a -catenin és a Snail LCA 

által indukált expressziójának csökkenését. Összességében elmondható, hogy az LCA okozta 

oxidatív/nitrozatív stressz fontos szerepet játszhat az EMT gátlásában a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben (10. E ábra). 
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10. ábra. Az LCA által indukált oxidatív/nitrozatív stressz hozzájárul az EMT marker 

gének csökkent expressziójához a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. A Capan-2 
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sejteket LCA-val (0,03 μM) kezeltük 48 órán keresztül, és az (A) NRF2, (B) 4HNE, (C) iNOS és (D) 

nitrotirozin fehérje szintjét vizsgáltuk meg a kezelés hatására Western blot technikával. Az ábrákon 

reprezentatív Western blot eredmények és három független (n=3) kísérlet denzitometriás elemzése 

látható. (E) A Capan-2 sejtekben LCA (0,03 μM) és/vagy GSH és pegCAT kezelést követően a -catenin 

és Snail fehérje kifejeződését vizsgáltuk (n = 3, a bal oldali panel reprezentatív Western blot eredmény, 

a jobb oldali panelek független kísérletek denzitometriás analízisét mutatják).  

A nyilak a denzitometriás elemzésnél figyelembe vett sávokat jelzik. Az adatok átlag ± SEM formában 

vannak feltűntetve. A * és ** szimbólumok a statisztikailag szignifikáns különbségeket jelzik a kontroll 

(DMSO-val kezelt) és LCA- kezelt csoportok között, ahol p < 0,05 és p < 0,01.  

Rövidítések: 4HNE- 4-hidroxinonenal; DMSO- dimetil-szulfoxid; GSH- glutation; iNOS- indukálható 

nitrogén-oxid szintáz; LCA- litokólsav; NRF2- nukleáris faktor, eritroid2-kapcsolt faktor 2; pegCAT-  

pegilált kataláz 

 

 

6.1.5. Az LCA csökkenti a daganatos őssejt markerek expresszióját a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben 

 

A továbbiakban vizsgáltuk az LCA hatását az őssejtszerűségre, néhány őssejtmarker 

kifejeződésén keresztül. Az LCA szignifikánsan csökkentette az aldehid-dehidrogenáz 1 

(ALDH1) fehérje szintjét (11. A ábra) és az ALDH-pozitív Capan-2 sejtek számát (11. B ábra). 

Ezzel összhangban a CD133 fehérje expressziója is csökkent az LCA kezelést követően (11. C 

ábra). Ezek az eredmények összességében azt mutatják, hogy az LCA csökkentheti a daganatos 

őssejtek arányát a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek között. 
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11. ábra Az LCA csökkenti az ALDH1 és CD133 fehérje kifejeződését a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben. A Capan-2 sejteket LCA-val (0,03 μM) és DMSO-val kezeltük 48 órán 

keresztül. (A) Az ALDH1 fehérje expresszióját Western blot módszerrel mértük (n = 3). (B) Az ALDH-

pozitív sejtek arányát Aldefluor festést követően áramlási citometriával határoztuk meg (n = 3, 

triplikátumokban). (C) A CD133 fehérje szintjét Western blot módszerrel detektáltuk (n = 3). Az adatok 

átlag ± SEM formában vannak feltüntetve. A * szimbólum statisztikailag szignifikáns különbséget jelez 

a kontroll (DMSO-val kezelt) és LCA-val kezelt csoportok között, ahol p < 0,05. 

Rövidítések: ALDH1- aldehid-dehidrogenáz 1; DMSO- dimetil-szulfoxid; LCA- litokólsav 

 

 

6.1.6. Az LCA mitokondriális oxidatív foszforilációt indukál a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben 

 

Az LCA-val kezelt Capan-2 sejtek metabolikus változásainak a meghatározásához 

Seahorse XF96 analizátort alkalmaztunk. A műszer egyidejűleg méri az oxigén fogyásának 

mértékét (OCR- oxygen consuption rate), ami a mitokondriális respirációt jelenti és az 

extracelluláris savasodás mértékét (ECAR- extracellular acidification rate), ami a glikolízist 

jelenti. Kísérleteinkben azt találtuk, hogy az LCA kezelés szignifikánsan növelte a bazális 

légzést, az etomoxir-érzékeny légzést (zsírsav-oxidáció), az etomoxir-rezisztens légzést 

(glükóz- és aminosav-oxidáció) és az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kötött légzést (12. A ábra). 

Az LCA kezelés nem befolyásolta szignifikánsan a mitokondriális oxidáció oligomycin-

rezisztens frakcióját, amely az ATP-hez nem kapcsolt légzésnek felel meg (12. A ábra). Továbbá 

az LCA nem befolyásolta a glikolízis folyamatát (ECAR) a Capan-2 sejtekben. (12. B ábra). 
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Ezen eredményekből arra következtethetünk, hogy az LCA kulcsfontosságú szerepet játszhat a 

mitokondriális oxidációban. 

 

 

 

12. ábra Az LCA növeli a mitokondriális respirációt a hasnyálmirigy adenokarcinóma 

sejtekben. A mitokondriális oxigénfogyasztást és a glikolízist az LCA-val (0,03 μM) és DMSO-val 

kezelt Capan-2 sejtekben Seahorse XF96 készülékkel mértük. Az OCR (A) és ECAR (B) értékeket 

három független kísérlet eredményéből számoltuk (n = 3).  Az A és B ábra első része reprezentatív 

eredményt mutat, az ábrák második fele független kísérletek (n = 3) fold change értékeit mutatja be.  A 

* és ** szimbólum, statisztikailag szignifikáns különbséget jelent a kontroll (DMSO-val kezelt) és LCA-

val kezelt csoportok között, ahol p < 0,05 és p < 0,01. 

Rövidítések: DMSO- dimetil-szulfoxid; ECAR- extracelluláris savasodási ráta; LCA- litokólsav; ns- 

nem szignifikáns; OCR- oxigénfogyasztási ráta 
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6.1.7. Az LCA által indukált hatások az FXR, CAR és VDR magreceptorokon 

keresztül valósulnak meg 

 

Az epesavak aktiválhatnak magreceptorokat, mint az FXR [225], [226], CAR [12], PXR 

[227], LXR [228] és VDR [229], és membránreceptorokat is, például a TGR5 [10], [12], [230]. 

Az LCA által indukált hatásokért felelős receptorok meghatározásához először receptor 

antagonistákat és/vagy inhibitorokat alkalmaztunk, beleértve a CINPA1-et a CAR receptor 

gátlására, a DY268-at az FXR receptor gátlására, az NF449-et a TGR5 receptor downstream 

jelátviteli útvonalának gátlására, GSK2033-at az LXR receptor gátlására és a ketokonazolt a 

PXR receptor gátlására. Az LCA-kezelésre eredetileg adott csökkent sejtinváziós választ a 

CINPA1 (CAR receptor antagonista) és a DY268 (FXR receptor antagonista) kezelés blokkolta, 

más receptor antagonisták hatástalanok voltak (13. A ábra). A DY268 és a CINPA1 gátolta az 

LCA által indukált -catenin és NRF2 expresszió csökkenését (13. B ábra). Annak érdekében, 

hogy egy átfogóbb képet kapjunk, a receptorokat a Capan-2 sejtekben siRNS transzfekcióval 

csendesítettük (13. C ábra). Egy másik LCA receptort, a VDR-t is vizsgáltunk ebben a 

kísérletsorozatban. Az FXR és VDR nukleáris receptorok csendesítése megakadályozta az LCA 

által indukált -catenin fehérje szint csökkenést. A TGR5 receptor csendesítése nem 

befolyásolta az LCA által kiváltott hatásokat (13. D ábra). Ezen eredményekből arra 

következtethetünk, hogy az LCA által kiváltott hatások a CAR, FXR és VDR receptorokon 

keresztül közvetítődhetnek a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. 
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13. ábra Az LCA által indukált mezenchimális-epiteliális tranzíciót (MET) és az oxidatív 

stressz válaszokat a nukleáris receptorok, FXR, CAR és VDR közvetítik a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben. A Capan-2 sejteket DMSO-val, LCA-val (0,03 μM) és/vagy 5 μM 

CINPA1, DY268, NF449, GSK2033 és ketokonazollal kezeltük 48 órán keresztül. (A) A sejtinváziót 

Corning Matrigel inváziós kamrával tanulmányoztuk (n=1). (B) A -catenin és NRF2 fehérje 

expresszióját Western blot módszerrel vizsgáltuk (reprezentatív ábra). A TGR5, FXR és VDR epesav 

receptorokat a Capan-2 sejtekben siRNS technikával csendesítettük. A kontroll csoportot negatív 

kontroll siRNS-sel transzfektáltuk. (C) 48 óra elteltével a transzfekció hatékonyságát kvantitatív PCR-

el, (D) a -catenin expresszióját pedig Western blot technikával határoztuk meg (n = 3). Az adatok átlag 

± SEM formában vannak feltüntetve. A transzfekciós hatékonyság elemzésére egyutas ANOVA és 



61 
 

Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. A kontroll siRNS és LCA/siRNS kezelt csoportokat párosított t-

próbával hasonlítottuk össze. A statisztikailag szignifikáns különbséget a *, ** és *** szimbólumok  

jelentik, ahol p < 0,05, p < 0,01 és p < 0,001. 

Rövidítések: DMSO- dimetil-szulfoxid; FXR- farnezoid X receptor; LCA- litokólsav; NRF2- nukleáris 

faktor, eritroid 2-kapcsolt factor 2; TGR5- G-fehérje kapcsolt epesavreceptor; VDR–D-vitamin receptor 

 

 

6.2. Az ursodezoxikólsav hatásainak tanulmányozása hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben 

 

6.2.1. Az ursodezoxikólsav csökkenti a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek 

proliferációját 

 

A Capan-2 sejteket UDCA-val kezeltük különböző koncentrációban (0,01 μM, 0,03 μM, 

0,1 μM, 0,3 μM és 1 μM), majd SRB festést végeztünk. Az UDCA koncentráció- és időfüggő 

módon csökkentette a Capan-2 sejtek proliferációját. Az UDCA sejtproliferációt csökkentő 

hatása a 0,3 μM koncentrációban volt szignifikáns, ami megfelel az UDCA normál humán 

szérumban mért koncentrációjának (14. A ábra). Ezen eredmények alapján a további 

kísérletekben az UDCA kezelést 0,3 μM-ban alkalmaztuk. Megvizsgáltuk, hogy a 

proliferációban bekövetkező csökkenés az UDCA hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekre 

gyakorolt toxicitásának tudható-e be. Eredményeink azt mutatták, hogy az UDCA a vizsgált 

koncentrációban nem növelte sem a propidium-jodid pozitív, sem az Annexin-FITC-propidium-

jodid kettős pozitív (nekrotikus), sem az Annexin-FITC pozitív (apoptotikus) sejtek arányát 

(14. B ábra).  

 

 

https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology/articles/10.3389/fcell.2024.1487685/full#F1
https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology/articles/10.3389/fcell.2024.1487685/full#F1
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14. ábra. Az UDCA gátolja a Capan-2 sejtek proliferációját anélkül, hogy befolyásolná az 

apoptózist. (A) A Capan-2 sejteket (3000 sejt/lyuk) 96 lyukú lemezre raktuk és UDCA-val kezeltük az 

ábrán jelzett koncentrációkban és időintervallumban. Az összfehérje tartalmat SRB teszttel határoztuk 

meg (n=3), és a kísérleteket 3 technikai replikátum alkalmazásával végeztük. (B) A Capan-2 sejteket 

(150,000 sejt/lyuk) 6 lyukú lemezre raktuk és 48 órán keresztül UDCA-val (0,3 μM) kezeltük. A sejteket 

Annexin-FITC-PI Apoptózis kit segítségével festettük és áramlási citométerrel elemeztük (n = 3). Az 

SRB-vizsgálatban a statisztikai analízishez egyutas ANOVA, Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk, 

ahol az UDCA kezelt mintákat a DMSO - kontroll mintákhoz hasonlítottuk. Az ábrán a fekete vonal az 

UDCA humán szérumban mért referencia koncentrációtartományát jelzi. A * jelölés statisztikailag 

szignifikáns különbséget jelent a kontroll és UDCA-val kezelt csoport között, ahol p < 0,05.  

Rövidítés: DMSO- dimetil-szulfoxid, PI- propidium-jodid, UDCA- ursodezoxikólsav. 

 

6.2.2. Az ursodezoxikólsav gátolja az EMT folyamatát a Capan-2 sejtekben 

 

Miután megállapítottuk, hogy az UDCA citosztatikus hatással bír a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekre, megvizsgáltuk, hogyan befolyásolja a daganatok egyéb klasszikus 

tulajdonságait (cancer hallmarks) [231]. Kimutattuk, hogy az UDCA csökkenti az EMT 

folyamatában kulcsfontosságú mezenchimális fehérjék, β-catenin, Snail, Slug és Vimentin 

fehérje szintjét (15. A ábra), míg az epiteliális ZO1 és E-cadherin fehérje kifejeződése 

emelkedett (15. B ábra) az UDCA kezelés hatására. Érdekes módon az UDCA csökkentette a 

Claudin-1, tight junction fehérje szintjét (15. C ábra) az LCA hatásához hasonlóan. A Claudin-

1 alacsony kifejeződése a hasnyálmirigy-adenokarcinómás betegek esetében a jobb túléléssel 

korrelál (15. D ábra). Az EMT-hez kapcsolódó gének csökkent kifejeződésével összhangban 

azt is megállapítottuk, hogy az UDCA csökkenti a Capan-2 sejtek invazivitását (15. E ábra). 
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15. ábra Az UDCA gátolja az EMT folyamatát (A–C). A Capan-2 sejteket (150,000 sejt/lyuk) 

6 lyukú lemezen tenyésztettük, majd 0,3 µM UDCA-val kezeltük 48 órán keresztül. A mezenchimális 



64 
 

markerek, (A) β-catenin, Snail, Slug és Vimentin, valamint (B) az epiteliális ZO1 és E-cadherin fehérje 

szintjét, és a (C) Claudin-1 expresszióját az UDCA kezelés hatására Western blot technikával vizsgáltuk 

meg (n = 3). Az ábrák felső részén reprezentatív Western blot eredmények, míg az ábra alsó részén a 

független kísérletek denzitometriás elemzése látható (n = 3) (D) A Claudin-1 expressziójának 

összefüggését a betegek túlélésével a GEPIA2 adatbázisból nyertük ki 2024. április 16-án. (E) A 

tumorsejtek invázióját Matrigel inváziós kamra segítségével tanulmányoztuk (n=3) az "Anyagok és 

módszerek" részben leírtak szerint. A statisztikai különbségeket t-teszttel értékeltük. A *, ** és *** 

szimbólumok a statisztikailag szignifikáns különbségeket jelzik a kontroll (DMSO-val kezelt) és 

UDCA-val kezelt csoportok között, a következők szerint: p < 0,05, p < 0,01 és p < 0,001. 

Rövidítések: DMSO- dimetil-szulfoxid; UDCA- ursodezoxikólsav; ZO1- zona occludens 1; CLDN1- 

claudin-1 

 

6.2.3. Az UDCA hatásai más humán PDAC sejtvonalakban is előidézhetők, 

ugyanakkor nem figyelhetők meg normál humán fibroblasztokban 

 

Az UDCA hatásait további két hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtvonalon, a BxPC-3 és 

PancTu-1 sejteken is tanulmányoztuk. Az UDCA kezelés csökkentette a mezenchimális Snail 

(16. A és B ábra) fehérje szintjét mindkét vizsgált sejtvonalban, ugyanakkor szignifikánsan 

emelte az epiteliális E-cadherin fehérje kifejeződését a PancTu-1 sejtekben (16. B ábra), 

hasonlóan a Capan-2 sejteknél megfigyelt eredményeinkhez. Kísérleteinkben igazoltuk, hogy 

az UDCA-nak nincs hatása a mezenchimális Slug (16. C ábra) fehérje expressziójára humán 

fibroblaszt sejtekben. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az UDCA nem befolyásolja az EMT 

folyamatát a nem transzformált, normál humán sejtekben, ami arra utal, hogy az UDCA hatásai 

szelektívek a PDAC sejtekre.  
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16. ábra Az UDCA hatásai más humán PDAC sejtvonalakban is megfigyelhetőek, 

ugyanakkor az UDCA nincs hatással a normál humán fibroblaszt sejtekre. A BxPC-3 

(100,000 sejt/lyuk) és a PancTu-1 sejteket (150,000 sejt/lyuk), valamint a humán fibroblaszt sejteket 

(200,000 sejt/lyuk) 6 lyukú lemezre raktuk, majd a letapadásukat követően 0,3 μM UDCA-val kezeltük 

48 órán keresztül. A (A,B) Snail, (B) E-cadherin, (C) Slug fehérje szintjét Western blot módszerrel 

detektáltuk (n = 3). Az ábrák reprezentatív eredményeket és három független kísérletből származó 

eredmények denzitometriás értékelését tartalmazzák. Az adatok átlag ± SEM formában vannak 

feltüntetve. A statisztikai különbségeket t-teszttel értékeltük.  A * és ** szimbólumok statisztikailag 

szignifikáns különbséget jelölnek a kontroll és az UDCA-val kezelt csoportok között, ahol p < 0,05 és 

p < 0,01 

Rövidítések: DMSO- dimetil-szulfoxid; UDCA- ursodezoxikólsav  

 

6.2.4. Az ursodezoxikólsav mitokondriális aktivitást indukál 

 

A sejtek anyagcseréjében bekövetkező változások a daganatok egyik jellegzetessége, egy 

úgynevezett „cancer hallmark” [232], [233]. Kíváncsiak voltunk arra is, hogy az UDCA 

befolyásolja-e a mitokondriális respirációt. Seahorse analízis segítségével vizsgáltuk az UDCA 

hatását a mitokondriális oxidációra Capan-2 sejteken. Eredményeink azt mutatták, hogy az 

UDCA fokozta a mitokondriális respiráció összes vizsgált frakcióját, a bazális légzést, az 

etomoxir-érzékeny légzést (zsírsav oxidáció), az etomoxir-rezisztens légzést (glükóz és 

aminosav oxidáció), az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kapcsolt légzést és az oligomycin-

rezisztens légzést is (17. A ábra). Az UDCA DioC6 fluoreszcenciát indukál, ami a 

https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology/articles/10.3389/fcell.2024.1487685/full#F5
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mitokondriális membránpotenciál növekedésére utal (17. B ábra). Ez a megfigyelés a sejthalál 

indukciójának hiányával együtt egy jobban összekapcsolt mitokondriális rendszerre utal.  

 

 

 

 

17. ábra Az UDCA mitokondriális aktivitást indukál. (A) Capan-2 sejteket (5000 sejt/lyuk) 

Seahorse lemezre raktuk és 0,3 μM UDCA-val kezeltük 48 órán keresztül, majd Seahorse analízist 

végeztünk (n=3 és 8 technikai replikátum) az „Anyagok és módszerek” című részben leírtak szerint. Az 

adatokat log2 transzformáltuk a normál eloszlás elérése érdekében. (B) A mitokondriális 

membránpotenciál mérésére DioC6 festést alkalmaztunk. A Capan-2 sejteket 6 lyukú lemezre raktuk és 

48 órán keresztül UDCA-val és DMSO-val kezeltük. Ezután a sejteket DioC6-al (40 nM) 30 percen 

keresztül festettük, a fluoreszcenciát áramlási citometriával elemeztük (n=3). A statisztikai 

különbségeket t-teszttel értékeltük. A * és *** szimbólumok statisztikailag szignifikáns különbséget 

jelölnek a kontroll csoport és az UDCA-val kezelt csoportok között, ahol p < 0,05 és p < 0,001 .  

Rövidítések: BASE- bazális légzés, CTL- kontroll, OCR- oxigénfogyasztási ráta, RESIS- rezisztens, 

SENS- érzékeny, UDCA- ursodezoxikólsav. 

 

 

 

https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology/articles/10.3389/fcell.2024.1487685/full#F5
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6.2.5. Az ursodezoxikólsav nem befolyásolja a PDAC kezelésében is alkalmazott 

kemoterápiás szerek kinetikai tulajdonságait 

 

Egyre több tanulmány bizonyítja azt, hogy a bakteriális metabolitok befolyásolják a 

terápiás szerek hatékonyságát [234], [235], [236]. Kísérleteinkben vizsgáltuk az UDCA és a 

hasnyálmirigy adenokarcinóma kezelésében alkalmazott néhány kemoterápiás szer kombinált 

hatását [237], [238]. Az 5-fluorouracilt (5FU) és az oxaliplatint (OXA) különböző 

koncentrációkban teszteltük önmagukban és UDCA-val (0,3 μM) kombinálva és vizsgáltuk, 

hogyan hatnak a kezelések a PDAC sejtekre [236]. Eredményeink azt mutatják, hogy az UDCA 

nem befolyásolta ezen terápiás szerek kinetikai tulajdonságait, az IC50 értéket és a Hill 

koefficienst (kollaboratív kötődés vagy hatás) a Capan-2 sejtek proliferációjának 

modulálásában (18. ábra; 5. táblázat). 

 

 

18. ábra. Az UDCA nem befolyásolja az 5FU és az OXA kemoterápiás gyógyszerek 

hatását. A Capan-2 sejteket (5000 sejt/lyuk) 96 lyukú lemezen tenyésztettük, majd 5FU és OXA 

terápiás szerekkel kezeltük önmagukban vagy UDCA-val (0.3 µM) kombinálva 48 órán keresztül. A 

kontroll minta DMSO kezelést (0,001%) kapott. A kezelés elteltével MTT vizsgálatot végeztünk (n=3 

és 3 technikai replikátum). Az eredményeket a kontroll csoporthoz viszonyítva fejeztük ki. A statisztikai 

különbséget kétutas ANOVA teszt alkalmazásával, majd Tukey post hoc teszttel értékeltük. A #, ## és 

### szimbólumok statisztikailag szignifikáns különbségeket jelölnek a kontroll minta és kemoterápiás 

szer jelzett koncentrációja között, ahol <0,05, p < 0,01 vagy p < 0,001.  

Rövidítések: 5FU-  5-fluorouracil, OXA- oxaliplatin, UDCA- ursodezoxikólsav 

https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology/articles/10.3389/fcell.2024.1487685/full#F8
https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology/articles/10.3389/fcell.2024.1487685/full#T2
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5. táblázat A kemoterápiás szerek és a kemoterápiás szer/ UDCA kombinációk kinetikai 

értékei. 

Kemoterápiás gyógyszer Metabolit IC₅₀ (±SD) Hill-együttható (±SD) 

5-fluorouracil — 1,478 (±0,789) 0,643 (±0,049) 
 

UDCA 1,067 (±0,576) 0,854 (±0,312) 

Oxaliplatin — 2,839 (±0,513) 1,158 (±0,037) 
 

UDCA 2,450 (±0,579) 1,036 (±0,475) 
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7. Megbeszélés 

7.1. A litokólsav hatásai a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben 

 

A daganatos megbetegedéseket gyakran kíséri a mikrobiom átalakulása, az onkobiózis, 

mely elősegítheti a daganat progresszióját. A mikrobiom bakteriális metabolitok szekréciója 

révén képes befolyásolni a daganat működését. Az értekezésem alapjául szolgáló tanulmányban 

elsőként azonosítottuk a litokólsavat, egy daganatellenes aktivitással rendelkező bakteriális 

metabolitként a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben.  

Érdekes módon az epesavakat korábbi tanulmányokban rákkeltő anyagoknak tekintették [239], 

[240]. Az epesavak karcinogenitásával kapcsolatos vizsgálatok elsősorban az elsődleges és a 

konjugált epesavak sejtkárosító és gyulladáskeltő hatásaira fókuszáltak. A legújabb ezirányú 

vizsgálatok kimutatták, hogy az epesavak daganatellenes hatásúak is lehetnek, és az epesavak 

pro- vagy antikarcinogén aktivitása a tényleges epesavfajtától és a daganat típusától függ. 

Hasnyálmirigy adenokarcinómában például a CDCA prokarcinogén tulajdonságokkal 

rendelkezik [241], a CA és az UDCA daganatellenes tulajdonságokkal bír [242], [243], míg a  

DCA keverthatással rendelkezik [95], [102], [241]. Az LCA daganatellenes tulajdonságait 

kimutatták a hasnyálmirigy adenokarcinómától eltérő neopláziákban is, beleértve az emlőrákot 

[10], [12], [109], neuroblasztómát [103], prosztatarákot [105], májrákot [108], epehólyagrákot 

[107] és a nephroblasztómát [106]. Ezek a hatások szelektívek a neopláziákra, mivel az LCA 

nem befolyásolja a nem transzformált sejteket [10]. Fontos felismerés, hogy a bélbaktériumok 

által termelt epesav-metabolitok, mint az LCA, nem csupán lokálisan a béltraktusban, hanem 

távolabbi szervek, például a máj vagy a hasnyálmirigy daganatsejtjeit is képes befolyásolni. Az 

LCA szerepének feltérképezése különösen fontos a hasnyálmirigy adenokarcinóma esetében, 

mivel ez a daganattípus rendkívül agresszív, rossz prognózisú, és jelenleg kevés hatékony 

terápiás célponttal rendelkezik. Ebből kifolyólag a mikrobiom által termelt, endogén kis 

molekulák, mint az LCA, potenciális daganatellenes szerként való azonosítása új lehetőségeket 

nyithat a betegség kezelési stratégiáiban. 

Megjegyzendő, hogy az általunk végzett vizsgálatokban az LCA-t a humán szérumban mért 

nanomoláris koncentrációban alkalmaztuk, ami alacsonyabb a korábbi tanulmányokban 

alkalmazott LCA koncentrációknál, ami aspecifikus hatások kialakulásához is vezethet. 

Az LCA antineoplasztikus hatása sokrétű a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben, 

magába foglalja a citosztázist, az EMT gátlását, a daganatos őssejtek tulajdonságainak 

csökkentését és a mitokondriális oxidáció indukcióját. Kísérleteinkben kimutattuk, hogy az 
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LCA gátolta az EMT folyamatát, azáltal, hogy csökkentette a mezenchimális markerek (-

catenin és Snail) expresszióját, és emelte az epiteliális ZO1 marker kifejeződését.  Érdekes 

módon vizsgálatunkban az LCA kezelés csökkentette a Claudin-1 fehérje szintjét, hasonlóan a 

mezenchimális markerekhez. Hasnyálmirigy daganatban a Claudin-1 fokozott expressziója a 

betegség progressziójával jár együtt [244], [245]. Az EMT gátlásával összhangban az LCA 

csökkentette a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtek inváziós kapacitását és elősegítette az 

őssejt-szerű tulajdonságok elvesztését. Fontos megjegyezni, hogy ezek az őssejt-szerű 

tulajdonságok számos daganattípushoz kapcsolódnak, beleértve a hasnyálmirigy 

adenokarcinómát [246]. Az őssejt-jellegű sejtek jelenléte a tumor heterogenitás, a terápiás 

rezisztencia és a kiújulás lehetőségének egyik fő biológiai alapja. Ezért az LCA ezen 

sejtpopulációkra gyakorolt hatása különösen értékes terápiás szempontból, mivel csökkentheti 

a daganat kiújulási képességét, és a kemoterápiára való rezisztenciát.  

A sejtek anyagcseréjének átrendeződése a daganatos sejtek egyik jellemzője [232]. Kiterjedt 

metabolikus átprogramozás figyelhető meg a hasnyálmirigy adenokarcinómában, beleértve a 

glikolízis változásait, a mitokondriális oxidatív foszforilációt, a Szentgyörgyi-Krebs-ciklust, a 

lipid anyagcserét és a glutaminolízist. Bár a mögöttes biokémiai változások sokfélék, az egyik 

közös vonás a mitokondriális OXPHOS elnyomása [247]. Az LCA kezelés mitokondriális 

oxigénfogyasztást indukált a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben, beleértve a zsírsav-

oxidációt, a glükóz vagy aminosav oxidációt és az ATP-termeléshez kötött légzést. A magasabb 

mitokondriális légzési szintek korlátozhatják a bioszintézishez szükséges szubsztrátok 

elérhetőségét, és hozzájárulhatnak a metabolikus inflexibilitáshoz, ami a sejteket kevésbé 

ellenállóvá teszi a tápanyag elérhetőség változásaival szemben. Ez a jelenség különösen 

jelentős a tumorsejtek adaptív túlélési stratégiái szempontjából, mivel a daganatok gyakran 

hipoxiás, tápanyaghiányos mikrokörnyezetben fejlődnek. Az LCA által kiváltott oxidatív 

anyagcsere irányváltás a glikolízisfüggő tumorsejtek számára hátrányos feltételeket teremthet, 

amely csökkentheti proliferációs képességüket. Ezek a sejtszintű folyamatok hozzájárulhatnak 

ahhoz, hogy az LCA anyagcsere-folyamatokon keresztül is kifejtse daganatellenes hatását. 

A sejtek redox-homeosztázisának befolyásolása az LCA daganatellenes hatásainak egyik 

fő oka [12]. Kimutattuk, hogy az LCA oxidatív-nitrozatív stresszt indukál a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtekben, azáltal, hogy csökkenti az NRF2 antioxidáns transzkripciós faktor 

expresszióját, emeli az iNOS és a nitrotirozin fehérje szinjét, valamint lipidperoxidációt 

indukál. Az LCA okozta oxidatív stressz kulcsszerepet játszik az EMT folyamatának gátlásában 

PDAC sejtekben és más neopláziák sejtmodelljeiben a proliferáció csökkentésében [12] is. Az 

NRF2 karcinogén hatását hasnyálmirigy-daganatokban számos tanulmány bizonyítja [189], 
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[248]. Ezzel összhangban a ROS túltermelés a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtjeit 

fogékonnyá teszi a sejthalálra [249]. A hasnyálmirigy adenokarcinóma progressziója gyakran 

egybeesik a Keap-1 fehérjét inaktiváló mutációkkal, melyek konstitutívan aktívvá teszik az 

NRF2-t [250]. A magas nukleáris NRF2 expresszió korrelál a hasnyálmirigy-daganatos betegek 

csökkent túlélési arányával [251]. Igazoltuk, hogy az antioxidánsok, köztük az NRF2 is, 

overexpresszálódnak a hasnyálmirigy adenokarcinómában, és a túlzott antioxidáns expresszió 

a betegség rosszabb klinikai kimenetelével jár. Eredményeink arra utalnak, hogy az LCA képes 

megbontani a tumorsejtek által kialakított antioxidáns védőmechanizmusokat, ezáltal 

érzékenyebbé téve a sejteket az oxidatív stressz által közvetített apoptotikus ingerekkel 

szemben. Ez különösen jelentős olyan tumorok esetében, ahol az NRF2-konstitutív aktivációja 

és a ROS-detoxikáló enzimek túlzott jelenléte fontos szerepet játszik a terápiarezisztencia 

kialakulásában. Mindezek alapján az NRF2- jelátvitel célzott modulálása, például olyan 

természetes vegyületek révén, mint az LCA ígéretes stratégiát jelenthet a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma kezelésében, különösen olyan esetekben, ahol más terápiák hatékonyságát 

korlátozza a fokozott antioxidáns védelem. 

Kísérleteinkben kimutattuk, hogy az LCA daganatellenes hatásait a hasnyálmirigy 

adenokarcinóma sejtmodellekben a CAR, FXR és VDR nukleáris receptorok közvetítik. A VDR 

magas expresszióját kimutatták hasnyálmirigy-daganatos sejtekben [252] és a hasnyálmirigy-

tumor sztrómában [253]. A VDR jelátvitel aktiválása javítja a hasnyálmirigy daganat 

terápiájának hatékonyságát és a klinikai kimenetelt [253], [254]. A VDR receptor szerepet 

játszik a hasnyálmirigy-daganat őssejt-szerű tulajdonságainak gátlásában [255] is. Az FXR 

hatásainak megértése nehezebb, mivel a magas FXR expressziónak a sejtek túlélésére gyakorolt 

hatásai ellentmondásosak [256], [257]. Mivel a VDR és FXR ligandfüggő transzkripciós 

faktorokként működnek, aktivációjuk egyedi génexpressziós programokat képes elindítani, 

amelyek akár sejtspecifikusak is lehetnek. Különösen érdekes, hogy az LCA viszonylag 

alacsony affinitással, de nagy specificitással aktiválja a VDR-t, ami arra utal, hogy a litokólsav 

hatásai jól szabályozott receptor-mediált folyamatok eredménye lehet. A CAR receptor hatása 

hasnyálmirigy adenokarcinómában nem ismert. A CAR, mint xenobiotikum-érzékelő receptor, 

szerepet játszhat a sejtek metabolikus adaptációjában, valamint a gyógyszer-metabolizáló 

enzimek expressziójának szabályozásában, ami felveti annak lehetőségét, hogy az LCA 

fokozhatja a kemoterápia hatékonyságát a CAR-mediált útvonalak révén. Az epesavak számos 

receptort aktiválhatnak (lásd [258]), és hasonló útvonalak játszhatnak szerepet az LCA által 

közvetített daganatellenes folyamatok indukálásában más daganattípusokban is (pl. 
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vastagbélrák [229]), de más receptorok is aktiválódhatnak a különböző neopláziákban a 

citosztázis kiváltására (pl. TGR5 és CAR receptorok emlőrákban [12]).  

Míg a kísérleti eredmények egyértelműen azt mutatják, hogy az LCA több daganatra 

jellemző tulajdonságot is gátol a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtmodellekben, addig nem 

világos, hogy ezek a hatások hogyan ültethetőek át humán hasnyálmirigy adenokarcinómára. 

Az epesavak kapcsolatba hozhatóak a hasnyálmirigy adenokarcinóma rizikó faktoraival, mint 

az elhízás, a cukorbetegség, a hasnyálmirigy-gyulladás és a hipertrigliceridémia. Például a DCA 

másodlagos epesav koncentrációja emelkedett a 2-es típusú cukorbetegségben [259],valamint 

hasnyálmirigy-gyulladásban az összes keringő epesavszint megemelkedett [261]. 

A konjugált epesavszintek (a legtöbb esetben glikokólsav) a hasnyálmirigy  

adenokarcinómában szenvedő betegek plazma- és szérummintáiban emelkednek a kontroll 

egyénekhez képest [262], [263]. A PDAC betegek plazmájában a nem konjugált epesavak 

szintje csökken [264]. Azonban a nem konjugált epesavak koncentrációja az epében (közös 

epevezetékből (CBD) származó) emelkedett a PDAC-ban szenvedő betegeknél, a jóindulatú 

betegségben szenvedő egyénekhez képest. A megnövekedett konjugálatlan epesavkoncentráció 

oka lehet az epevezetékben lévő hidroxiláz-termelő baktériumok és a CBD kövek jelenléte, 

melyek blokkolják az epe megfelelő áramlását, ami epepangáshoz és a baktériumok 

elszaporodásához vezet [265]. Az epesav koncentrációk az emberi szérumban segíthetnek 

megkülönböztetni a hasnyálmirigy adenokarcinómában szenvedő betegeket a jóindulatú 

betegségekben szenvedő betegektől és az egészséges egyénektől. 

 Bár a laboratóriumi modellrendszerek, mint a sejtvonalak hasznosak az LCA 

hatásmechanizmusának vizsgálatára, de nem tükrözik teljes mértékben a humán daganat 

heterogenitását, immunológiai környezetét és mikrobiom-összetételét, amelyek mind 

befolyásolhatják az epesavak biológiai aktivitását.  

Legjobb tudomásunk szerint nincs tanulmány hasnyálmirigydaganatban a bakteriális LCA-

termelés és a daganat progressziója közötti összefüggésről. Megjegyzendő, hogy a másodlagos 

epesavak közül az LCA szintje a legalacsonyabb az egészséges egyének szérumában [258], így 

az LCA koncentrációjának kimutatása nehézkes. Más daganattípusban, például az emlő 

adenokarcinómában kimutattuk, hogy a bakteriális LCA-szintézis korai stádiumban csökken 

(0–1 stádium), ami arra utal, hogy az alacsony LCA-koncentráció hozzájárul az emlőrák 

patogenéziséhez [10].  A betegség előrehaladtával az LCA-által aktivált jelátviteli pályák 

expressziója is drasztikusan lecsökken. Vagyis nemcsak a bél mikrobiomjának bioszintetikus 

kapacitása csökken, ami a citosztatikus bakteriális metabolitok, mint az LCA, termelésének 

csökkénéséhez vezet, hanem a metabolitok indukálta citosztatikus szignalizáció is eltűnik a 
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daganatból. Mivel az LCA lokálisan és szisztémásan is képes receptor-mediált jelátviteli 

útvonalakat befolyásolni, annak hiánya vagy csökkent jelenléte felboríthatja a sejtek 

homeosztatikus egyensúlyát, különösen a redox, proliferációs és gyulladásos válaszok terén. 

Ez a jelenség a hasnyálmirigy daganatok esetében is releváns lehet. Felvetődik tehát annak 

lehetősége, hogy a bélmikrobiom LCA-termelésének zavarai hozzájárulhatnak a PDAC 

patogeneziséhez.  

 

 

7.2. Az ursodezoxikólsav hatásai hasnyálmirigy adenokarcinómában 

 

Kísérleteinkben kimutattuk, hogy az UDCA bakteriális metabolit citosztatikus hatást fejt 

ki PDAC sejtmodellekben. Az UDCA jótékony hatását számos daganatban leírták, mint például 

a glioblasztóma [266], neuroblasztóma [267], PDAC [112], prosztatarák [268], melanoma 

[269], hepatocelluláris karcinóma [270], [271], orális laphámkarcinóma [272], leukémia [273], 

gyomorrák  [274], nyelőcsőrák  [297] és vastagbélrák [278]. Fontos kiemelni, hogy ezen 

vizsgálatok nagy többségénél az UDCA-t szuprafiziológiás koncentrációban alkalmazták, 

amely 2-4 nagyságrenddel magasabb, mint az UDCA humán szérum referenciakoncentrációja. 

Más daganatos megbetegedések modelljeiben kutatócsoportunk és más tanulmányok is 

kimutatták, hogy az epesavak (az UDCA-n kívül) alacsony, fiziológiáshoz közeli koncentrációi 

képesek biológiai hatásokat kiváltani [102], [223], [236], [279], [280]. A másodlagos epesavak 

nagy része képes befolyásolni a PDAC sejtek viselkedését (UDCA (az értekezés alapját 

szolgáló tanulmányban leírtak szerint és [96], DCA [102] és LCA [280], [281]) ellentétben más 

rosszindulatú daganatokkal, mint a petefészek- vagy emlőkarcinóma [231], [282] ahol csak 

egy-egy másodlagos epesav hatásos. Ez arra utalhat, hogy a PDAC sajátos epesav 

érzékenységgel rendelkezik, ami a daganat biológiájának eltérő szabályozottságára, illetve az 

epesav-receptorok (pl. FXR, TGR5) differenciált expressziójára vezethető vissza. E 

megfigyelés további kutatások alapját képezheti, különös tekintettel az epesav-mediált 

jelátviteli utak szerepére a hasnyálmirigyrák patogenezisében és terápiás célpontként való 

alkalmazhatóságukban. 

Vizsgálatainkban kimutattuk, hogy az UDCA kezelés csökkentette az EMT-ben 

kulcsfontosságú mezenchimális markerek expresszióját, mint a β-catenin, Snail, Slug és a 

Vimentin, ugyanakkor az UDCA kezelés hatására nőtt az epiteliális markerek, mint a ZO1 és 

az E-cadherin kifejeződése. Az UDCA csökkentette a Claudin-1 tight junction fehérje szintjét, 
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mely fehérje esetében a csökkent tumorális expresszió a hasnyálmirigy-daganatos betegek jobb 

túlélésével korrelál. Ezenkívül azt találtuk, hogy az UDCA kezelés csökkenti a PDAC sejtek 

inváziós képességét is. Ez az EMT-t gátló hatás különösen jelentős a PDAC szempontjából; a 

mezenchimális átmenet nemcsak a sejtek invazivitását és metasztatikus potenciálját növeli, 

hanem hozzájárul a kemoterápiás rezisztencia és a daganatos őssejtek fenntartásához is. Az 

UDCA hatására megfigyelt markerváltozások egy kevésbé agresszív fenotípus kialakulását 

támogatják, amely a terápiás válaszkészség szempontjából előnyös lehet.   

Kimutattuk, hogy az UDCA-kezelés indukálja a mitokondriális oxidatív foszforilációt. Az 

OXPHOS aktivitás növekedése jelentheti a sejtek metabolikus átprogramozását a 

mitokondriális energiahasznosítás irányába. Ez a metabolikus változás nemcsak az UDCA, 

hanem más epesavak esetében is kimutatható volt, és összefüggésbe hozható a citosztázis 

(sejtnövekedés gátlása) és az apoptózis (programozott sejthalál) indukciójával [88], [102], 

[223], [280]. A mitokondriális metabolikus változások kulcsszerepet játszanak a daganatos 

őssejtek átprogramozásában [283], [284] is. Az UDCA az energiametabolizmus 

újraprogramozása révén nemcsak a proliferációs képességet csökkenti, hanem érzékenyebbé is 

teheti a sejteket a különböző terápiás beavatkozásokkal, például kemoterápiával szemben. Az 

OXPHOS fokozódása ráadásul a reaktív oxigéngyökök (ROS) szintjének emelkedéséhez is 

vezethet, amely fokozhatja az apoptotikus válaszreakciókat, tovább erősítve az UDCA 

daganatellenes hatását. 

Vizsgáltuk azt is, hogy az UDCA befolyásolhatja-e a hasnyálmirigy adenokarcinóma 

kezelésében alkalmazott kemoterápiás szerek hatékonyságát. Az epesavak előnyösen 

kombinálhatók a daganatellenes szerekkel. Gyermekgyógyászati daganatos betegek 

kemoterápiás kezelése során megfigyelték, hogy a keringő epesavak szintjének emelkedése 

pozitív korrelációt mutatott a gyorsabb klinikai felépüléssel. A tauroursodezoxikólsav 

(TUDCA) étrendkiegészítőként való alkalmazása jobb gyógyulást eredményezett az 5-FU 

kezelés után az ER stresszválaszok gátlásával egerekben [285].  mikrobiom és a kemoterápiás 

szerek közötti sokrétű kapcsolat az alábbi módon valósulhat meg 1) a baktériumok 

metabolizálhatják a kemoterápiás szereket, ez pedig befolyásolhatja a szerek 

farmakokinetikáját, és ezáltal a hatékonyságukat [287], [288] 2) a kemoterápiás szerek 

modulálják a mikrobiom összetételét, például a kemoterápia hatására bizonyos baktériumok 

aránya növekedhet vagy csökkenhet, ami további hatással lehet a kezelés eredményességére 

[289], [290] és 3) a bakteriális metabolitok befolyásolhatják a kemoterápiás szerek aktivitását, 

más daganat típusokban [102], [280], [291], [292] és PDAC-ban [234], [293]. 

Egyes bakteriális metabolitok, mint például az indol-származékok javítják a kemoterápia 
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eredményességét [234] és befolyásolják bizonyos kemoterápiás szerek, például az 5-

fluorouracil, a doxorubicin és a paclitaxel aktivitását [236].  

Az UDCA fokozta a DNS topoizomeráz I inhibitor által indukált apoptózist több daganatos 

sejtvonalban [294]. Az UDCA és a COX-2 inhibitor, celecoxib kombinációja csökkentette a 

vastagbélrákos sejtek növekedését [295]. Érdekes módon az UDCA szinergikus hatással van a 

szorafenib tumorellenes aktivitására hepatocelluláris karcinóma sejtekben [291].  

Összességében kimutattuk, hogy az UDCA a szérumban mért referencia 

koncentrációban kedvező hatást gyakorol a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekre anélkül, 

hogy potenciálisan befolyásolná a kemoterápiát, így elkerülhető a szuprafiziológás 

koncentráció mellékhatásokkal vagy toxicitással járó magas rizikója. Az UDCA alkalmazható 

önálló szerként is, nemcsak kemoterápiás gyógyszerekkel kombinálva. Az UDCA még 

farmakológiailag releváns koncentrációkban is alacsony toxicitású. Ezek az eredmények az 

UDCA alkalmazhatóságára utalnak a PDAC kezelésében. Az alacsony toxicitás és a kedvező 

hatásprofil különösen ígéretes, mivel a PDAC kezelése korlátozott hatékonyságú, és az új 

terápiás megközelítésekre napjainkban igen nagy szükség van. Jövőbeli preklinikai és klinikai 

vizsgálatok szükségesek annak tisztázására, hogy az UDCA hosszú távú alkalmazása milyen 

mértékben képes befolyásolni a túlélést, a terápiás válaszkészséget és a tumorrekurencia 

kockázatát hasnyálmirigyrákban. 
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8. Összefoglalás 

 
Az emberi test felszínén és a testüregekben számos baktériumfaj él a gazdaszervezettel 

szimbiózisban, melyek különböző bakteriális metabolitok bioszintézisén keresztül 

befolyásolhatják a gazdaszervezet élettani folyamatait és bizonyos patológiás kórképek 

kialakulását is. Külső és belső tényezők egyaránt (életkor, étrend, higiénia, genetikai faktorok, 

immunrendszer, antibiotikumok szedése) befolyásolhatják a mikrobiális összetételt. Az 

emésztőrendszeri mikrobiom diszbiózisa számos betegséggel kapcsolatba hozható, beleértve a 

hasnyálmirigy-daganatot is. A bél mikrobiom olyan kismolekulájú metabolitokat állít elő, 

amelyek hormonszerű hatásokon keresztül képesek gátolni a távoli daganatok progresszióját.  

Jelen dolgozatban bemutattuk, hogy az bélbaktériumok által termelt másodlagos epesav, az 

LCA daganatellenes tulajdonságokkal bír a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben. Az LCA 

gátolja a daganatsejtek proliferációját, az EMT folyamatát, a daganatőssejt markerek 

kifejeződését és serkenti a mitokondriális oxidatív foszforilációt. Az LCA oxidatív/nitrozatív 

stresszt idéz elő, amely az LCA daganatellenes hatásainak alapja. Az LCA által indukált hatások 

a hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtekben a CAR, FXR és VDR nukleáris receptorokon 

keresztül valósulnak meg. Eredményeink azt mutatják, hogy az LCA egy nem toxikus 

antineoplasztikus tulajdonságokkal bíró vegyület, és rávilágítanak az LCA-ra aktiválódó 

nukleáris receptorok farmakológiai hasznosíthatóságára. 

Továbbá jelen dolgozatban bemutattuk azt is, hogy a bélbaktériumok által termelt 

másodlagos epesav, az UDCA szintén citosztatikus tulajdonságokkal rendelkezik 

hasnyálmirigy adenokarcinóma sejtmodellekben. Az UDCA a humán szérum referencia 

koncentrációjának megfelelő koncentrációban csökkentette a PDAC sejtek proliferációját, 

gátolta az EMT folyamatát és indukálta a mitokondriális oxidációt. Az UDCA nem befolyásolta 

a hasnyálmirigy adenokarcinóma kezelésében alkalmazott kemoterápiás szerek hatékonyságát.  

Eredményeink alátámasztják azt a tényt, hogy a bakteriális metabolitok fontos szerepet 

játszanak a daganat progresszióban.  Vizsgálataink igazolták, hogy a különböző daganatokban 

nem ugyanazok az epesavak hatásosak, és ugyanannak az epesavnak a hatása is eltérő lehet, 

ami valószínűleg a daganatok eltérő receptor repertoárjára vezethető vissza.  

A bakteriális metabolitok pontos szerepének megértése felveti ezen vegyületek 

felhasználását a daganatok elleni küzdelemben. Az azonosított metabolit receptorok akár új 

gyógyszer célpontok is lehetnek. A metabolitokat termelő bakteriális mintázat azonosítása új 

biomarkerek ígéretét kínálja a korai felismeréshez és prognózishoz.  
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9. Summary 

 

Numerous bacterial species live on the surface of the human body and in body cavities in 

symbiosis with the host organism. These bacteria can influence physiological processes of the 

host and contribute to the development of certain pathological conditions through the 

biosynthesis of various bacterial metabolites. Both external and internal factors - such as age, 

diet, hygiene, genetic factors, the immune system, and antibiotic use - can affect microbial 

composition. Dysbiosis of the gastrointestinal microbiome has been associated with several 

diseases, including pancreatic cancer. The gut microbiome produces small-molecule 

metabolites that can inhibit the progression of distant tumors through hormone-like effects.  

In this study, we demonstrated that the secondary bile acid LCA, produced by gut bacteria, 

possesses antitumor properties in pancreatic adenocarcinoma cells. LCA inhibits tumor cell 

proliferation, the epithelial-mesenchymal transition (EMT), the expression of cancer stem cell 

markers, and stimulates mitochondrial oxidative phosphorylation. LCA induces 

oxidative/nitrosative stress, which forms the basis of its antitumor effects. The effects induced 

by LCA in pancreatic adenocarcinoma cells are mediated through the CAR, FXR, and VDR 

nuclear receptors. Our results suggest that LCA is a non-toxic compound with antineoplastic 

properties and highlight the pharmacological potential of nuclear receptors activated by LCA. 

Furthermore, in this study, we also showed that another secondary bile acid produced by gut 

bacteria, UDCA, exhibits cytostatic properties in pancreatic adenocarcinoma cell models. 

UDCA, at concentrations corresponding to human serum reference levels, reduced the 

proliferation of PDAC cells, inhibited the EMT process, and induced mitochondrial oxidation. 

UDCA did not affect the efficacy of chemotherapeutic agents used in the treatment of pancreatic 

adenocarcinoma.  

Our findings support the notion that bacterial metabolites play a significant role in tumor 

progression. Our investigations confirmed that not all bile acids are effective across different 

tumor types, and even the same bile acid can have different effects, likely due to differences in 

the receptor repertoires of the tumors. 

Understanding the precise role of bacterial metabolites raises the possibility of using these 

compounds in the fight against cancer. The identified metabolite receptors may serve as new 

drug targets, and the identification of bacterial patterns that produce these metabolites offers 

promising new biomarkers for early detection and prognosis.  
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11. Tágyszavak 

 

Litokólsav      Lithocholic acid 

Urzodezoxikólsav     Ursodeoxycholic acid 

Hasnyálmirigy adenokarcinóma   Pancreatic adenocarcinoma 

Mikrobiom      Microbiome 

Onkobiom      Oncobiome 

Epiteliális-mezenchimális tranzíció   Epithelial-Mesenchymal Transition 

Oxidatív stressz     Oxidative stress 

Őssejtszerűség     Stemness 

Sejtmetabolizmus     Cell metabolism 
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