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1. Roviditések

*NO:

‘OH
4HNE
AKT
ALDHI1
AMPK
ARE
BA

Bai
BAAT
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BMSC
BSH
CA
CAEC
CAF
CAR
CAT
CCK
CDCA
CDHI1
c-Myc
CYP27
CYP7Al1
CYP8BI1
CSC

nitrogén-dioxid gyok
szuperoxid-anion

hidroxil-gyok

4-hidroxinonenal

szerin-treonin kinaz
aldehid-dehidrogenaz 1
AMP-aktivalt protein-kinaz
antioxidans valaszelem

epesav (bile acid)

epesav indukalhat6 operon
epesav-CoA-aminosav N-aciltranszferaz
epesav-CoA szintetdz

csontveldi dssejt

epesav-hidrolaz

kolsav

karcindméhoz tarsult endotélsejtek
karcindmahoz tarsult fibroblasztok
konstitutiv androsztan receptor
katalaz

kolecisztokinin

kenodezoxikolsav

E-cadherin fehérjét kodolod gén
sejtes myelocytomatdzis onkogén
szterol 27-hidroxildz enzim
koleszterol 7a-hidroxildz enzim
szterol 120-hidroxilaz enzim

rakdssejtek (cancer stem cells)



DCA dezoxikolsav

DEAB dimetilamino-benzaldehid

DMSO dimetil-szulfoxid

ECAR extracellularis savasodasi rata
ECM extracellularis matrix

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EGF epidermalis novekedési faktor
EMT epitelidlis-mezenchimalis tranzicio
FBS héinaktivalt fotalis marhaszérum
FGF fibroblaszt ndvekedési faktor
FSP1 fibroblaszt szekrécios fehérje-1
FXR farnezoid X receptor

GBA bél-agy tengely (Gut-Brain Axis)
GCA glikolsav

GCDCA glikokenodezoxikdlsav

GLUT1 gliikoztranszporter 1

GPX2 glutation-peroxidaz 2

GR glutation reduktaz

GSH glutation

H>0O: hidrogén-peroxid

HCC hepatocellularis karcinoma

HGF hepacita novekedési faktor

HIF-1 hipoxia-indukalhato6 faktor-1
HMOX1 hemoxigenaz 1

IBD gyulladasos bélbetegség

IC immunsejtek

IFN-I I-es tipust interferonok (IFNa és [3)
IL-15 interleukin-15

iINOS indukalhato nitrogén-monoxid szintaz



KEAPI
K-RAS

LCA
LDHA
LOX
LPS
LXR
MAPK
MDA
mTOR
NAC
NADPH
NF-xB
NO
NOX4
NQOI1
NRF2
OCR
ONOOr
OXPHOS
P53
PAGE
PanIN
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PDAC
PDGF-B/C
PDK1
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Kelch-like ECH-associated protein 1
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homolég
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laktat-dehidrogenaz A

lizin-oxid4z enzim
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maj X receptor

mitogén-aktivalt protein kinaz
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mammalian target of rapamycin
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peroxinitrit

oxidativ foszforilacio

tumor protein 53
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intraepithelialis neoplazia
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trombocita eredetli ndvekedési faktor B/C
piruvat-dehidrogenaz kinaz

pegilalt katalaz
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PKC
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qPCR
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ROS
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TBA
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protein-kinaz C

foszfataz és tenzin homolog
tobbszordsen telitetlen zsirsav(ak)
pregnan X receptor

kvantitativ polimeraz lancreakcio
reaktiv nitrogén intermedier
ribonukleinsav

reaktiv oxigénformak
szfingozin-1-foszfat receptor 2
szegmentalt filamentdzus baktériumok
snail csalad transzkripcids represszor-2
snail csalad transzkripcids represszor-1
szuperoxid-dizmutaz 1-3
szulforodamin B
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TRXPT
UDCA
VDR
VEGF
WNT
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tioredoxin-peroxidaz
ursodezoxikolsav

vitamin D receptor
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2. Bevezetés

2.1. Hasnyalmirigy-daganatos megbetegedések

A hasnyalmirigy adenokarcindéma (PDAC) az egyik legagresszivebb daganattipus. A 12.
leggyakoribb raktipus és a haldlozasi rata 6. helyén all vilagszerte, 2022-ben 510,566 1j esetet
¢s 467,005 haldlesetet irtak le [1]. A betegeket altalaban eldrehaladott staddiumban
diagnosztizaljak, mivel hidnyoznak a korai diagnozishoz sziikséges markerek, és a betegek
tlinetmentesek a betegség korai szakaszaban. A hasnyalmirigy-daganatban szenvedd betegek 5
éves tulélési aranya mindossze 10% koriil mozog. A betegség magas metasztatikus potencialja
[2] és a kemoterdpidval szembeni rezisztencidja [3] rossz prognozist eredményez, ezért
elengedhetetlen a hasnyalmirigy adenokarcindma patogenezisének jobb megértése.

2050-re a varhat6 rakos megbetegedések eldfordulési valosziniisége a népességnovekedés
¢s az Oregedés eldrejelzett valtozasai alapjan, feltételezve, hogy az Osszesitett rakkockazati
aranyok nem valtoznak, azt josoljak, hogy tobb mint 35 millio ) rédkos esetet fognak
diagnosztizalni. Ez 77%-0s ndvekedést jelent vilagszerte a 2022-ben becsiilt 20 millié esethez

képest [1].

2.2, Az emberi mikrobiom és a hasnyalmirigy-daganat kozotti kapcsolat

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kap a mikrobiom, mint az immunrendszeriink, s
ezaltal az egészségiink egyik kulcs szerepldje. Szdmos tanulmany bizonyitja, hogy az emberi
mikrobiom és a gazdaszervezet koevolucidja rendkiviil nagy hatassal bir az altalanos egészségi
allapotunkra [4], [5]. Az emberi test kiilonb6z6 terliletein — mind a kiilsé felszineken, mind a
belsd tliregekben — nagy szamu baktériumfaj €1, melyek egyiitt alkotjdk a mikrobiotat, amely
tartalmazhat szimbidta, kommenzalis és patogén mikroorganizmusokat is. A mikrobiota
Osszességét a mikrobiom kifejezéssel illetjiik. Az emberi testben €l6 mikroorganizmusok
tobbsége a bélrendszerben talalhato, egy tipikus bélmikrobiom tobb szaz kiilonb6zd fajbol
szarmazo, tobb billid mikrobialis sejtet tartalmazhat, amelyek genomjai globalisan tobb mint
harommillié gént foglalhatnak magukba [6]. A mikrobiom 0Osszetételét szdmos tényezd

befolyésolhatja, ilyenek a sziiletési mod, csecsemdkori taplaléds, életkor, étrend, higiénia,
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¢letmod, genetikai adottsagok és az immunrendszer, valamint az antibiotikumok és egyéb vegyi
anyagok (xenobiotikumok) alkalmazasa [7].

A mikrobiom 0Osszetétele megvaltozik a neoplasztikus betegségekben. Ezeket a
valtozasokat onkobidzisnak nevezziik, és az igy kialakult baktériumko6zosség az onkobiom [8].
Maga az onkobidzis nem idéz el6 daganatot, de eldsegitheti a tumor ndovekedését és az attétek
kialakulasat [9]. Az onkobiom tamogatja a daganatokra jellemzdé folyamatokat, példaul az
attétképzodést, az angiogenézist, a gyulladast, a sejt anyagcsere szabalyozasanak zavarara valo
hajlamot, valamint az immunvédelem elkeriilését [10], [11], [12].

A hasnyalmirigy anatémiai elhelyezkedése a gyomor-bél traktus kozelében lehetévé teszi
a bél és a hasnyalmirigy kozotti kétiranytl kommunikéciot, amelyet gyakran bél-hasnyalmirigy
vagy bél-hasnyalmirigy-m4j tengelynek neveznek. A szajiiregi [13] és a nyombélben talalhato
[14] mikrobiom Osszetétele megvaltozik hasnyalmirigy adenokarcindma esetén. A szdjiiregi és
bélbaktériumok képesek athelyezddni, és megtelepedhetnek a hasnyalmirigy-vezetékben és
magaban a hasnyalmirigyben is [15], [16]. Erdekes médon a gombak kolonizacidja szintén
Osszefiiggésbe hozhat6é a hasnyalmirigy adenokarcindémaval [17]. A hasnyalmirigyben
megtelepedd baktériumok gyulladast idéznek eld, eldsegitve ezzel a tumor kialakulasat és
elérehaladasat [15], [18]. Az invaziv baktériumok a vérkeringésbe is bejuthatnak, és gyakran
erésen immunogének a lipopoliszacharid (LPS) termelésiik miatt. Az LPS aktivalhatja a Toll-
like receptorokat (TLR-eket), amelyek az NF-kB utvonalon keresztiil proinflammatorikus
citokinek (pl. CXCL-ek, IL-6) termelését indukaljak [19].

A mikrobiom kozvetlen immunstimulalo hatdsa mellett szdmos daganattipusban, koztiik a
hasnyalmirigy adenokarcindmaban is, leirtdk a mikrobiom endokrin-szerli miikodését [20],
[21]. Az intesztinalis mikrobiom mérete miatt jelentds bioszintetikus kapacitassal rendelkezik,
és képes bioaktiv metabolitokat termelni, amelyek a keringésbe jutva hormon-szerii hatasokat
fejthetnek ki a tavoli célpontokon, példaul a tumorsejteken.

Ertekezesémben a human mikrobiom éltal szintetizalt metabolitok, két masodlagos epesav,

a litokodlsav ¢és az ursodezoxikoélsav hatésait vizsgaltam pankredsz adenokarcinomaban.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Pankreasz adenokarcinéma

A hasnyalmirigy adenokarcindma az egyik legagresszivebb raktipus. A PDAC nem invaziv
prekarcinogén neoplazidkbol alakul ki, amelyet az ket boritdé ham diszplazia morfoldgiai foka
alapjan alacsony vagy magas fokozatiként osztalyoznak. Ezek az elvaltozasok gydgyithatok,
ha elég koran felismerik és kezelik Oket. Az invaziv PDAC leggyakoribb elofutira a
hasnyalmirigy intraepitelialis neoplaziaja (PanIN), amely mikroszkdpikus elvaltozasként a kis
hasnyalmirigy kivezetdcsé hamsejtjeib6l alakul ki [22]. A betegség kialakulasanak
rizikofaktorai a dohdnyzas, az elhizas, rossz taplalkozasi szokasok, cukorbetegség, valamint a
kronikus hasnyalmirigy-gyulladas [23].

A PDAC gyakran kronikus hasnyalmirigy-gyulladas hatterében alakul ki, és gyulladdsos
mikrokornyezethez kapcsolddik. Szamos bizonyiték alatamasztja, hogy a gyulladas indukalasa
az onkogén K-RAS-t (Kirsten-Rat szarkéma virus onkogén homoldg) [24] expresszalod
hasnyalmirigyszovetben felgyorsitja a tumor progressziojat €s neoplasztikus prekurzor 1€ziok,
példaul acinaris-ductalis metaplasia (ADM) és pankreasz intraepitelialis neoplazia (PanIN)
megjelenését idézi eld [25]. A K-RAS aktiv form4jat eredményezé mutaciok a PDAC-k tobb
mint 95%-aban eléfordulnak, és sokan ugy vélik, hogy ezek a mutacidk hozzajarulnak a daganat
kialakulasahoz [26], [27].

A mitéti reszekcid és a szisztematikus kemoterdpia kombindcidja jelenti az egyetlen
reményt a hosszi tavu talélésre vagy gyogyuldsra a nem metasztatizald hasnyalmirigy-
daganatos betegek szamara [3], [28]. A PDAC-ban szenvedd betegek kezelésére 1997-ben egy
nukleozid-analogot, a gemcitabine-t, vezették be [29]. A késObbiekben szamos kemoterapias
gyogyszert hagytak jovda a PDAC kezelésére, mint a topoizomerdz gatlok (irinotecan),
nukleozid-analégok (capecitabine), platinavegyiileteket (oxaliplatin), antimetabolitok (5-

fluorouracil), azonban ezek a terapids lehetdségek nem mutattak jelentds talélési elonyt a

crer

crer

eljaras azonban jelentds mellékhatasokat okoz, mint példaul a hasmenés, hanyinger, faradtsag,
mieloszuppresszid €s neuropatia, amelyeket csak részben lehet kontrollalni gyogyszerekkel. A

hasnyalmirigy adenokarcindma elleni kemoterapids protokoll tovabba alkalmazza egy masik
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kombinaciojat a folinsav, 5-fluorouracil, és az oxaliplatin harmasnak, az ugy nevezett
FOLFOX-ot. 2012-ben a gemcitabine ¢és az albuminhoz kotott paclitaxel egyiittes alkalmazasa
javulast mutatott a betegek talélésében, de ezen kombinacidé alkalmazasa is sulyos
mellékhatasokkal jar, mint a hajhullas, mieloszuppresszio, hanyinger, faradtsag és neuropatia
[31].

A kombinalt kezelés hatdsdra megndvekedett talélési elény, az egy dgensli gemcitabine
kezeléshez képest, azt mutatja, hogy ezen kombinalt kemoterdpias gyogyszerek alkalmazasa
egy lehetséges kezelési opcid a hasnyalmirigyrakban szenvedd betegek szamara, de a

mellékhatasok miatt kizarolag j6 altalanos allapotl betegek esetén alkalmazhatoak [30].

3.2. A human mikrobiom

A human mikrobiéta az emberi test felszinén, illetve az emberi szervezetben €16
kommenzalista, szimbionta és patogén mikroorganizmusok, virusok, gombak, baktériumok
kozossége. A huméan mikrobiom, pedig ezen mikroorganizmusokat és kollektiv genomjat
foglalja magaba. A mikrobiom vizsgélata napjainkban nagy mértékben novelte a mikrobiota
egészségre gyakorolt jelentdségének megértését az ¢let minden szakaszdban [32]. Az emberi
mikrobialis kolonizaci6é a béron és a kiilsé kornyezettel érintkezd testliregek nyalkahartyain
torténik, mint példaul a gyomor-bélrendszerben, a légzérendszerben és az urogenitalis
traktusban, valamint a szekrécidos mirigyekben, mint a faggyt- és emlomirigyek. Az egyének
mikrobiotdjanak taxondmiai Osszetétele rendkiviil valtozatos. A funkciondlis redundancia
rendkiviil bonyolultta teszi az egészséges mikrobiom jellemzését, mivel kiilonb6zd taxondémiai
profilok hasonléan miikodé Okoszisztémakhoz vezethetnek. Ebbdl kovetkezéen nem lehet
kijelenteni, hogy melyek az egészséges mikrobiom kulcsfontossagu jellemz6i azon tal, hogy
milyen leir6 Osszetétel jellemzi az egyes teriileteket. Az egészséges szdjiireget jellemzo
mikrobiomot, Staphylococcus, Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium,
Porphyromonas vagy Treponema fajok alkotjak, amelyek jelenlétét életmodbeli, kornyezeti és
genetikai tényezdk is befolyasoljdk [33]. A bor feliiletén €l6 mikroorganizmusok foként
Actinobacteria (Corynebacteriaceae ¢€s Propionibacteriaceae) ¢€s Firmicutes (foként
Staphylococcaceae) fajokbdl allnak [34]. Az emésztérendszer nydlkahartydin Firmicutes és
Bacteroidetes torzsek (példaul Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus), tovabba Enterobacteriaceae, Enterococcus, Lactobacillus, Verrucomicrobia

Akkermansia és archaeal Methanobrevibacter smithii fajok fordulnak el6 [35].
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3.3. Diszbiozis-onkobidzis, onkobiom

A bél mikrobiota tobb mint 1500 fajbol all, amelyek tobb mint 50 kiilonb6z6 térzsbe
sorolhatok [36]. A bélben a Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria,
Tenericutes, Actinobacteria és Verrucomicrobia tdrzsek a legdomindnsabbak, és ezek egylitt az
emberi mikrobidlis populécio 90%-at alkotjak [37].

A mikrobidta szimbidzisban ¢l a gazdaszervezettel, és mar az élet korai szakaszdban
befolyasolja a gazdaszervezet fizioldgiai fejlodését [38]. Fontos szerepet jatszik az
emésztésben, a mikrotdpanyagok felszivodasaban, a vitaminok és az epesavak szintézisében
[39]. A mikrobidta szamos élettani folyamatot befolyasol, mint az immunhomeosztazis
fenntartasat [40], a bélbarrier funkcidjanak megdrzését [41], a zsirszovetek mennyiségét [42],
az anyagcserét, a vérnyomas szabalyozasat, a gliikoz-homeosztazist, a véralvadasi
kockazatokat [7].Tovabba a mikrobiom a bél-agy tengelyen (GBA) keresztiil hatassal van a
kozponti idegrendszer és a bélidegrendszer kozotti kétiranyu kommunikaciora [43] illetve, a
neurotranszmitterek, mint példaul a szerotonin bélben torténd szintézise révén még
viselkedésiinkre is képes hatassal lenni [44] [45].

A bél mikrobiomjanak Osszetételét befolyasolja az életkor, higiénia, étrend, pre- és
probiotikumok vagy antibiotikumok szedése, az alkoholfogyasztas és a dohanyzas, tovabba
egyes patogének invazioja is hatdssal lehet a mikrobiom oOsszetételére [7]. A mikrobiom
Osszetételében bekovetkezd valtozast diszbiodzisnak nevezziik. Az emésztérendszeri diszbidzis
kialakulasa patologias folyamatokat (tartos gyulladas, és az ebbdl eredd oxidativ stressz okozta
DNS-kérosodas ¢€s genominstabilitas) indukal (1. abra). A daganatos megbetegedésekre
jellemzd diszbidzist onkobidzisnak, a megvaltozott Osszetételli mikrobiomot onkobiomnak

nevezziik [8], [46].
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1. abra A human mikrobiom és a gazdaszervezet kozotti kapcsolat. A human mikrobiom
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Mikrobiom

szoros €s dinamikus kapcsolatban all a gazdaszervezettel. A bélmikrobiom Osszetételét szamos tényezo
befolyasolja, koztiik a taplalkozasi szokasaink, az anyagcsere-folyamataink, valamint az immunrendszer
mikodése. Ugyanakkor ez a kapcsolat kétiranyt: a mikrobiom 4altal termelt jelentds mennyiségii
anyagcseretermék (metabolit), példaul rovid szénlancu zsirsavak, epesav-metabolitok vagy indol-
szarmazékok, a véraramba jutva kozvetlen hatast gyakorolhatnak a gazdaszervezet metabolizmusara,
immunvalaszaira, s6t, akar idegrendszeri miikodésére is. igy a mikrobiom és a gazdaszervezet kozotti

interakciok kulcsfontossaguak az egészségi allapot fenntartasaban [7].

A Fo6ldon talalhatd koriilbeliil ~10' mikrobidlis faj koziil 11-et sorolt az International
Association for Cancer Registries (IACR) ,,human karcinogénnek™ vagy ,,onkomikrébanak”.
Egyes onkomikrobak, olyan virulenciafaktorokkal rendelkeznek, amelyek az E-cadherin—-Wnt—
B-catenin jelatviteli utvonalon keresztiil fokozzak a tumorképzddést, mint példaul a
Fusobacterium nucleatum és tobb Salmonella torzs, [47], [48], melyek évente koriilbeliil 2,2
millié rakos esetet okoznak (ami a globalis daganatos megbetegedések ~13%-at teszi ki) [9].

Az onkobiom altaldban eltérd immunogén jelleget mutat a normal mikrobiomhoz
(eubiomhoz) képest, mivel az onkobiotikus valtozasok moédositjdk az immunrendszert [49].
Egy immunogénebb mikrobiom tdmogathatja az immunterapidt vagy a célzott terapiat, mig a
tartds, magas szintli gyulladds eldsegitheti a karcinogenezist [50]. Az emberi daganatok
koriilbeliil 20%-a 6sszefiiggésbe hozhatd virusos, bakteridlis vagy parazitas fertozésekkel [51],
ilyen Osszefliggést irtak le a Helicobacter pylori fertdzés esetén, mely kezdetben gyomorfekélyt

okoz, majd gyomorrdk kialakulasdhoz vezet, illetve noveli a nyeldcsé rak kialakulasanak
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kockazatat [52]. Tovabbi kutatasokban azt talaltak, hogy a Salmonella fertézés megnovelte a
kolorektalis tumorok eléfordulasat egérmodellben [53].

A mikrobidlis diszbiozist, vagyis a bélflora egyensulyanak felborulasat leggyakrabban
olyan daganatos megbetegedésekkel hozzak Osszefiiggésbe, amelyek kozvetlen kapcsolatban
allnak a baktériumokkal kolonizalt szervekkel, példaul a gyomorral, bélrendszerrel vagy a
szajiireggel. Ugyanakkor a mikrobiom hatdsa nem korlatozodik kizarolag ezekre a tertiletekre,
mivel a baktériumok altal termelt metabolitok a véraram tjan tavoli szervekhez is eljuthatnak,
¢és ott eldsegithetik vagy gatolhatjak a daganatképzdodést [20]. A bakterialis metabolitok egy
része a baktériumok természetes anyagcseréjének kozti-termékei, példaul a fenolok, indolok,
hidrogén-szulfid vagy mas aromds aminok, amelyek hossza tadvon kronikus gyulladast, DNS-
karosodast vagy epigenetikai modosulasokat valthatnak ki a gazdaszervezet sejtjeiben. Emellett
olyan metabolitokat is azonositottak, amelyek a gazdaszervezet enzimatikus rendszerei altal
tovabb moddositott formaban valnak bioldgiailag aktivva és ezek gyakran még erdteljesebb
bioldgiai hatést fejtenek ki [54].

Mikozben a diszbiotikus bélflora szamos gyulladasos betegség jellemzdje, maga a
diszbidzis is képes olyan mechanizmusokat aktivalni, amelyek felboritjdk a bél homeosztazisat
¢s gyulladast idéznek eld. Az intesztindlis barrier és permeabilitas kulcsszerepet jatszik abban,
hogy megakadalyozza a bélben ¢l6 baktériumok és korokozok bejutasat a szervezetbe, ezért
szigorllan szabalyozott. Azonban a bélmikrobidta diszbidzisa kovetkeztében megnovekedett
bélpermeabilitas figyelhetd meg, ami a baktérium endotoxinok, elsdsorban a lipopoliszacharid
lipopoliszacharidok folyamatosan aktivaljadk a Toll-like receptorokat (TLR), és fokozzdk a
gyulladasos citokinek termelését, ami karositja a bélhamot és kronikus bélgyulladashoz
vezethet [56]. A kronikus gyulladds szamos anyagcserezavarral, példaul autoimmun
diabétesszel hozhato Osszefiiggésbe. Egérkisérletekben megfigyelték, hogy a nagyobb
mennyiségli szegmentalt fonalas baktériumok (SFB) megvédik a diabéteszes genotipusu
egereket a betegség kialakulasatol, ami arra utal, hogy a bélmikrobidta egyarant képes gatlo és
védo hatasokat kifejteni [57], [58].

Egyes tanulmanyokban a bél mikrobiomjanak diszbidzisat kapcsolatba hoztak az autizmus-
spektrumzavarral (ASD). Leirtdk, hogy a vastagbélben 1évé Clostridium baktériumok
magasabb ASD kockdazatot €s stilyosabb tiineteket jelezhetnek, mivel ez a baktériumfajta egy
neurotoxin termelésével képes blokkolni egyes neurotranszmitterek muiikodését a bél-agy
tengelyen keresztiil. Ez idegi folyamatok kéarosodasdhoz és szdmos viselkedési zavar

kialakuldsédhoz vezethet [59]. Més tanulményokban a bél mikrobiomot Osszefliggésbe hoztak
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crer

tobbszordsen telitetlen zsirsavak metabolizmusat, és neuroinflammaéciot okozhat, amely
Osszefiiggésben allhat a kognitiv hanyatlassal [60].

A koros bélmikrobidta a velesziiletett immunrendszer érésére is hatdssal van. Mikrobiota
nélkiil a neutrofilek és a dendritikus sejtek miikddése karosodik, ami csokkent korokozdo6lo
nyilvanul meg [61], [62]. A bélflora egyensulyanak felboruldsa csdkkentheti az immunvalaszt
¢s novelheti a fertdzések vagy daganatok, illetve az immunrendszerhez kapcsolodo betegségek

kialakulasanak kockazatat [63].

3.4. Onkobiozis PDAC-ban

A mikrobiom ¢és a hasnyalmirigy adenokarcindéma kozotti kapcsolatot eldszor az a
megfigyelés vetette fel, hogy a Helicobacter pylori kolonizacidja Gsszefiiggésbe hozhato a
hasnyalmirigy-gyulladassal [64]. Azbta jelentdsen megnovekedett az onkobiommal foglalkozé
tanulmanyok szama, amelyek kifejezetten a hasnyalmirigy adenokarcinomara fokuszalnak. A
jelenlegi ismereteink szerint a szajiiregi , gyomor- €s bélflora képes kolonizalni az epevezetéket,
a hasnyalmirigy vezetéket, végiil pedig magat a hasnyalmirigyet is [14], [19]. Jellemz6
valtozasok kovetkeznek be a szdjiireg mikrobidlis Osszetételében [13] és a bélfloraban [14]
hasnyalmirigy adenokarcindma esetén.

Egy 0sszefoglal6 tanulméanyban szisztematikusan értékelték a human gasztrointesztinalis
traktus mikrobiomjaban bekovetkezett valtozasok és PDAC kozotti dsszefliggéseket, ahol azt
talaltak, hogy egyes nemzetségekbe tartozo fajok ardnya megnovekedett PDAC betegekben,
mig mas nemzetségekbe tartozo6 fajok ardnya lecsokkent, az egészséges kontrollhoz képest (1

tablazat) [8].

17



1. tablazat A mikrobiom 0Osszetételében bekovetkezo valtozasok PDAC-ban.

Megnovekedett Lecsokkent baktérium Ref.
baktérium nemzetségek nemzetségek
Bél Actinomyces Faecalibacterium [65]
Bifidobacterium Bifidobacterium
Veillonella Coprococcus
Escherichia/Shigella Subdoligranulum
Fusicatenibacter
Roseburia
Parasutterella
Paraprevotella
Hasnyalmirigy E. coli Alcaligenes [66]
Klebsiella pneumoniae Serratia
Pseudomonas aeruginosa | Enterococcus
Szajiireg Streptococci [13]
Campylobacter
Prevotella
Veilonella
Actinobacteria
Nyombél Acinetobacter Porphyromonas [14]
Aquabacterium Paenibacillus
Oceanobacillus Enhydrobacter
Rahnella Escherichia
Massilia Shigella
Delftia Pseudomonas
Deinococcus
Sphingobium
Széklet Phylum Bacteroidetes Firmicutes [67]
Proteobacteria

A diszbiozis kialakuldsa PDAC-ban a jotékony baktérium fajok diverzitasanak csokkenését

okozza, mig mas patogén baktériumok megjelenése ¢és szamuknak novekedése figyelhetd meg

az egeészséges

hasnyalmirigyben, antibiotikumokkal kezelt egerekben, allatkisérletekkel bizonyitottak [68].
Az antibiotikumok specifikus hatast mutatnak a PDAC kialakuldsanak kockézatara, a penicillin
novelte [69], mig a széles spektruml antibiotikum keverékek (streptomicin, gentamicin,

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

kontroll mintakhoz képest. A bakterialis

védelmet mutattak egérmodellekben [71].
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3.5. A masodlagos epesavak, mint bakterialis metabolitok szintézise

A bélmikrobiom jelentds bioszintetikus kapacitassal rendelkezik, szdmos metabolitot
termel, melyek lokalisan hatnak vagy a vérkeringéssel eljutnak a tavoli szerveket érintd
daganatsejtekhez és befolyasoljak azok viselkedését. Ilyen metabolitok a bélbaktériumok altal
elsddleges epesavakbol képz6dd masodlagos epesavak, mint a litokélsav (LCA), dezoxikolsav
(DCA) és ursodezoxikolsav (UDCA).

Az epesavakat az emberi szervezetben szintézisiik sorrendjétdl fiiggden, elsddleges vagy
masodlagos epesavaknak nevezziik. A kélsav (CA) és a kenodezoxikolsav (CDCA), amelyek
3, illetve 2 hidroxilcsoportot tartalmazo vegyiiletek, eldszor a majsejtekben koleszterinbdl
szintetizalddnak, ezért elsddleges epesavaknak nevezziik dket. Ezt kdvetéen a CA és a CDCA
a majban konjugalodik, a karboxil csoportjaik glicinnel vagy taurinnal toérténd kovalens kotése
révén, aminek eredményeként glikokdlsav (GCA), taurokdlsav (TCA), glikokenodezoxikolsav
(GCDCA) ¢és taurokenodezoxikolsav (TCDCA) képzddik [72].

Az €16 szervezetek két kiillonboz6 titvonalat hasznalhatnak az epesavak szintéziséhez [73].
Az ,alternativ’ utvonalon keresztiil csak CDCA elenyészd mennyiségli szintézisére van
lehetdség, ugyanakkor a ,.klasszikus™ Gtvonal biztositja az epesav sziikséglet tobb mint 90%-
kezdddik, amelyet a koleszterin 7a-hidroxildz enzim (CYP7AT1) katalizal. Ezt kdvetden az
intermedier azonnal modosul az oldallancon a szterol 27-hidroxildz enzim (CYP27) 4ltal a
CDCA szintéziséhez, vagy CA szintézis esetén tovabb hidroxilalodik a C12-es pozicion a 12a-
hidroxilaz (CYP8BI1) segitségével, miel6tt a CYP27 katalizalta 1épés bekdvetkezne.

Ezen az Utvonalon egyrészt a CYP7A1 aktivitasa a sebességmeghatarozé 1€pés, masrészt, a
CYP8BI1 aktivitasa, amely a szteroidvaz hidrofil dsszetételét szabalyozza, igy iranyitva a CA
¢s CDCA termelési aranyat [74].

Szintézisiik utdn a kolsav és kenodezoxikolsav taurinnal és glicinnel konjugalodik, két
enzim aktivaldsa révén, ezek az epesav-CoA szintetaz (BACS) és az epesav-CoA-aminosav N-
aciltranszferaz (BAAT). A konjugacid révén az eldallitott epesav hidrofilebbé és savasabba
valik az oldallancon: a pKa érték koriilbeliil 5-rdl 3,9-re csokken a glicin konjugatumok esetén,
¢s 2 ald a taurin konjugatumok esetén. A szintetizalt epesav mennyiségét transzkripcids szintii
kontroll mechanizmusok szabalyozzak, mely soran az epesavak a farnezoid X receptorhoz
(FXR) torténd kotddésével, végiil gatoljak a CYP7A1 és CYP8B1 gének kifejezddését,

amelyek az epesav bioszintézisében részt vevd enzimek kodolasaért felelosek.
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Az epesav termelés naponta koriilbeliil 500 mg koleszterint hasznal fel, igy ez az egyik f6
mechanizmus a koleszterinszint szabalyozasara az emberi szervezetben [75].
Etkezés utan a kolecisztokinin (CCK) hormon felszabadulasanak hatasara az epesavak az
epével az epeutakon keresztiil a vékonybélbe jutnak. Mivel a konjugalt epesavak teljesen
ionizalt allapotban vannak az epeutak és a vékonybél pH-jan, nem képesek atjutni a
sejthartydkon, ezaltal biztositjak a megfelelden magas epesav koncentraciot a bél lumenében a
zsirok emésztéséhez, tovabba micellak képzésével hozzajarulnak a zsirban old6do tapanyagok,
vitaminok (A, D, E, K1 ) oldasédhoz, emulgéalasahoz €s a normal koleszterinszint fenntartasahoz
[76]. Az epesavak ezutan az ileumban az enterocitak altal felszivodnak, és a portalis keringésen
keresztlil a majba jutnak, ahol ujra felhasznalodnak, ezt a korforgast nevezik enterohepatikus
korforgasnak (2. abra) [77].

Méj

90% Méj
Primer
epesavak
Szisztémas
keringés Gyomor
10%
© P zekunder epesavak
S - ) CA-> DCA
S Vekonybel CDCA-> LCA
2 Bélbaktériumok UDCA
\m -
t ¢ T
g ﬁ Csipébél ~TTo--lN

Vastagbél

Enterohepatikus
korforgas 95%

5% salakanyag

2. abra Az epesavak enterohepatikus korforgasa. Az epesavak enterohepatikus korforgasa a maj,
az epeholyag, a bélrendszer és a maj kozotti zart anyagcesere korfolyamat. A majban képz6doé elsddleges
epesavak az epehdlyagban tarolodnak, majd étkezés soran az epével egyiitt a vékonybélbe jutnak, ahol
elésegitik a zsirok emésztését és felszivodasat. A bélben a bélbaktériumok részben modositjak az
elsddleges epesavakat: 7o-dehidroxilacid és 7o/B-epimerizacio révén masodlagos epesavak,

dezoxikolsav, litokolsav és ursodezoxikodlsav, keletkeznek. Az epesavak tobbsége, igy a modositott
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masodlagos epesavak is visszaszivodik a vékonybél also szakaszaban, majd a portalis vénan keresztiil

visszajutnak a majba, ahol ujra kivalasztodnak, fenntartva ezzel a zart korforgast [77].

Naponta nagyjabol 500 mg epesav 1ép ki az enterohepatikus korforgasbol, mely epesavak
kiilonbozd reakcidk révén szekunder epesavakka alakulnak. Az atalakulas elsé 1épése a
dekonjugacio, majd ezt koveti az oxidacid, a dehidroxilalas és az epimerizacid. A bakterialis
epesav dekonjugacio a taurin és glicin konjugatumok hidrolizisével torténik, amelyet az epesav-
hidroldz (BSH) vagy 7a-dehidroxilaz enzim katalizal. Ezeket az enzimeket a Firmicutes torzsbe
tartoz6 Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus [78], Listeria monocytogenes, Clostridium
[79], Lactobacillus és Bifidobacterium [54] [89] fajok, illetve az Eubacterium nemzetségbe [82]
tartozo fajok termelik. A dekonjugalt epesavak ezt kovetden elérhetdk a kiilonb6z6 baktériumok
altal kozvetitett biotranszformacios utvonalak szamara. Az oxidacios és epimerizacios aktivitas
az intesztinalis Firmicutes torzsekhez (Clostridium, Eubacterium ¢€s Ruminococcus), a
Bacteroides ¢és Escherichia fajokhoz kapcsolodik, mig a dehidroxiladlds a Clostridia és
Eubacteria tajokhoz kothetd [83].

Az epesavak dehidroxilalasaban résztvevd enzimek egy operonba szervezddnek, ez az
ugynevezett epesav-indukalhato (bile acid-inducible - bai) operon, mely 8 gént tartalmaz: baiB,
baiCD, baiE, baiA2, baiF, baiG, baiH, és bail [84].

A CA 7a- dehidroxilacidja DCA, a CDCA 7o- dehidroxilacigja LCA, és a CDCA 7

epimerizacidja UDCA masodlagos epesavak szintézisét eredményezi (3. dbra) [85].
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3. abra A masodlagos epesavak szintézisének utvonalai. Az epesavszintézis a koleszterin
atalakuldsaval indul a méjban, ahol két {6 enzim, a CYP7A1 és a CYP27Al jatszik kulcsszerepet. A
koleszten-3-on. Ezzel parhuzamosan a CYP27A1 enzim a koleszterin 27-es szénatomjan vezet be
hidroxilcsoportot, amelynek eredményeként 27-hidroxikoleszterol képzédik. Ezek a koztes termékek
tovabb modosulnak tovabbi enzimek hatasara. A 7o-hidroxi-4-koleszten-3-onbdl, a CYP8BI1 és a
CYP27A1 enzimek egyiittes miikodése révén, kolsav keletkezik. Ezzel szemben a 27-
hidroxikoleszterolbol, CYP27A1 és CYP7B1 enzimek hatdsara, kenodezoxikolsav képzodik. A
béltraktusban a baktériumok altal a kélsav 7a-dehidroxilacio révén dezoxikolsavva alakul at, mig a
kenodezoxikdlsav szintén 7a-dehidroxilacioval litokdlsavat eredményez. Emellett a kenodezoxikolsav
egy alternativ modosuldson, 7a/7B-epimerizacion is keresztiilmehet, melynek kovetkezményeként
ursodezoxikolsav keletkezik. Ezek a masodlagos epesavak fontos szerepet jatszanak az epesavak
korforgasaban és a koleszterin-anyagcsere szabalyozasaban. Az epesavszintézis egy bonyolult,
szigoruan szabalyozott folyamat, amelyben a koleszterin modosulasa soran elsddleges és masodlagos
epesavak jonnek létre, 1étfontossaghi funkciokat betdltve az emberi szervezet lipidanyagcseréjében és az

enterohepatikus keringés fenntartasaban [74] .
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A dekonjugéci6 és a dehidroxilacio noveli az epesavak hidrofob jellegét (pKa-értékét), ami
fokozza a passziv felszivodast a vastagbél hamsejtjeiben, ¢€s eldsegiti az epesavak
visszanyerését, befolyasolja az epesavak kémiai-fizikai és ¢€lettani tulajdonsagait, igy azok
eltéréen hatnak az enterohepatikus korforgas kiilonb6zo részein [74]. A masodlagos epesavak
egy része a vastagbélben visszavételre keriil és a portalis vénan keresztiil visszakeriil a majba,
ahol glicinnel és taurinnal 0jbol konjugacids reakcidban vesz részt, masrésziik pedig véraramba
keriilve a szervezet kiilonb6z6 pontjain jelatviteli folyamatokat indukalhat.

Az epesavak nemcsak az emésztésben jatszanak szerepet, hanem jelatvivé molekulaként is
funkcionalnak. Képesek aktivalni membranreceptorokat, példaul a G-fehérje-kapcsolt
epesavreceptort (GPBARI1, mas néven TGRS), a szfingozin-1-foszfat receptor 2-t (SIPR2),
valamint muszkarin receptorokat is (CHRM2 ¢és CHRM3). Az epesavak nuklearis
receptorokhoz is kdtddhetnek, mint példdul: Farnezoid X receptor (FXR, NR1H4), Pregnan X
receptor (PXR, NR1H2), D-vitamin receptor (VDR, NR1H1), Konstitutiv androsztan receptor
(CAR, NR1H3) és a M4j X receptor (LXR, NR1H2-3) [86]. Ezeken a receptorokon keresztiil
az epesavak hatast gyakorolnak az immunvélaszokra, a gyomor-bélrendszeri nyalkahartya-
barrierek miikodésére, a terhességre [87], a karcinogenezisre [10] , valamint az anyagcsere-
betegségekre [88]. Minden epesav tobb kiilonbozd receptorhoz is kapcsolddhat. A receptorok
eltéré mértékben aktivalddnak a kiilonb6z6 epesavak hatdsara, példaul: az FXR aktivalasanak
sorrendje: CDCA>DCA>LCA>CA [89], a TGRS aktivilasanak sorrendje:
LCA>DCA>CDCA >CA[90], [91], illetve a VDR és PXR foként LCA altal aktivalodik.
Az epesav receptorok aktivalasa szamos jelatviteli itvonalat indithat el, amelyek a gliikoz-,
lipid- és energiahéztartas szabalyozéasaban, valamint a daganatos megbetegedésekben is fontos

szerepet jatszanak.

3.6. Az epesavak szerepe PDAC-ban

A bélmikrobiom ¢€s az epesavak kozotti kolcsonhatds kétiranyu. A bélmikrobiom
szabalyozza az epesav- szintézist, a konjugacidt és az elsddleges epesavak masodlagos

epesavakkd torténd atalakulasat [92]. Ezzel szemben az epesavak megvaltoztathatjak a

crer

ami a hasnyalmirigy-daganat karcinogenezisének egyik kulcsfontossagu 1épése.
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Az epesavak, mint bakteridlis metabolitok szerepe a hasnyalmirigyrakban nem tisztazott.
Néhany tanulmanyban pro- [95] és antikarcinogén [96] hatasokat is kimutattak. Az epesavak
csOkkentik az apoptdzisra vald érzékenységet, serkentik a sejtciklus elérehaladasat, fokozzak a
hasnyalmirigy-daganatsejtekben a ROS-szint csokkentésén keresztiil az epesavak gatoljak az
epitelidlis-mezenchimalis 4&tmenetet (EMT) és a daganatos 6ssejtek kialakuldsat [86], [96].

Az epesavak daganatsejtekre gyakorolt hatdsa nagymértékben fiigg az alkalmazott epesav
koncentraciotol. Szamos tanulmanyban az epesavakat szuprafizioldgias koncentracidban
alkalmazzak, melyek aspecifikus hatdsok kialakulasahoz vezetnek [86]. Az epesavak magas
koncentracioban valo alkalmazasa olyan ,off-target” jelatviteli utvonalakat is aktivalhat,
amelyek normal élettani koriilmények kozott nem 1épnek miikodésbe [86].

Az epesavak szerepet jatszanak a PDAC kialakulasaban. Az epekd képzddése elzarhatja az
epedramlast, ami hasnyalmirigy gyulladast idézhet el [98], a hosszutavon fennallé gyulladas
az egyik rizikofaktora a hasnyalmirigy adenokarcinomédnak [86]. A premalignus
hasnyalmirigy-vezetéksejtek epesavval torténd kezelése daganatkeltd hatast mutat [99], [100].

Tovabba tobb epesav magas koncentracioja mutathaté ki PDAC-betegekben [101].

3.6.1. Az LCA és az UDCA szerepe a daganatokban

Az epesavak hatdsa a daganatokban nagymértékben fligg att6l, hogy milyen tipusu
daganatr6l van sz0, illetve milyen koncentracidban alkalmazzak az adott epesavat [10], [12],
[102]. Kimutattdk, hogy az LCA kiilonb6zé daganattipusban, tobbek kozott
neuroblasztomaban [103], prosztatardkban [104], [105], nephroblastomaban [106],
epeholyagrakban [107], méjrakban [108] és emldrdkban [10], [12], [109] antineoplasztikus
hatasokkal bir. A hasnyalmirigy-daganat és az LCA kapcsolatat eddig nem tanulmanyoztak.

Az ursodezoxikolsav egy klinikai jelentdséggel bird, hidrofil tulajdonsagli epesav. Az
UDCA nagyjabol 40 éve engedélyezett gydgyszer, elséként a primer biliaris cholangitis (PBC)
kezelésére alkalmaztdk, azota az Ujabb kutatdsok eredményeként kiterjesztették az
alkalmazhatdsagéanak korét, példaul a koleszterin epekd oldéasara [86], [110] is hasznaljak.

Az UDCA-t leginkdbb jotékony hatasti vegyliletként [86] azonositottdk a daganatos
megbetegségek kapcsan. Az UDCA gatolja a hepatocellularis karcinoma sejtek (HCC)

novekedését €s apoptozist indukdl [111], illetve a kolorektélis karcindmasejtek (CRC)

crcr
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[113]. Hasnyalmirigy-daganatban egy tanulmany szamolt be arrol, hogy az UDCA gatolja az
epitelialis-mezenchimalis tranzicié folyamatat és a rakos Ossejtek kialakuldsat azaltal, hogy
csOkkenti az oxidativ stresszt a PDAC sejtekben [96]. Ezekben a tanulmanyokban az
epesavakat nagy koncentracioban (nem szérum referencia koncentracid) alkalmaztak, ami sok

esetben aspecifikus vagy toxikus hatdsokat eredményezhet.

3.7. Tumor mikrokornyezet

A tumor mikrokornyezetet (TME — tumor microenvironment) széles korben
Osszefiiggésbe hoztdk a tumorigenézissel, mivel olyan daganatsejteket tartalmaz, amelyek a
keringésen ¢€s a nyirokrendszeren keresztiil kdlcsonhatasba lépnek a kdrnyezd nem malignus
befolyasolva a daganat kialakulasat és fejlodését. A malignus és nem malignus sejtek kozotti
szoros ¢és tobbiranyt kommunikicid hozza létre a TME-t. Tehat a tumor mikrokdrnyezet
nagyfoku heterogenitast mutat, a malignus sejtek mellett az egészséges, nem transzformalt
sejteknek is nagy szerepiik van a daganatok progresszidjaban [114].

A malignus tumorok két egymastol elkiiloniilt részbdl, parenchimabol és sztrémabol
éplilnek fel. A parenchimat magas proliferacios képességgel rendelkezd, invaziv daganatsejtek,
mig a tumoros sztromat legnagyobb aranyban olyan sejttipusok alkotjdk, mint a karcindmahoz
tarsult fibroblasztok (CAF), pericitdk, karcindmahoz tarsult endotélsejtek (CAEC),
immunsejtek (IC), valamint kiilonb6zd sztromalis 6s- és progenitor sejtek [115]. A TME-t
jellemzd komplex interakcié gyakran extracellularis metabolitokat is magéaba foglal, amelyek
nemcsak energiat szolgaltatnak, hanem jelatvivé molekulaként is miikodnek a kiilonb6zd
sejttipusok kozott [114]. A normal fibroblasztok szintetizaljak és épitik fel az extracellularis
matrixot (ECM), forrasai kiilonféle parakrin és autokrin ndvekedési faktoroknak, amelyek
nemcsak a kornyezd sejtek, hanem sajat maguk novekedését is szabalyozzak, tovabba fontos
szereplik van a sebgyogyulasban [116], [117]. A karcindmdhoz tarsult fibroblasztok
osztodasat és novekedését [117]. Ezenkiviil citokineket és novekedési faktorokat valasztanak
ki, példaul a fibroblaszt szekrécios fehérje-1 (FSP1), amely noveli a vastagbél- és emldrak
metasztatikus potencialjat [118]. A CAF-ok olyan energiatartalmu metabolitokat valasztanak

ki, mint a laktat €s a piruvat, melyeket a daganatsejtek képesek felvenni és hasznositani, ezzel
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tamogatva a malignus sejtek talélését és novekedését. Ezt a jelenséget Lisanti €s munkatarsai
nevezték el ,,forditott Warburg-eftektusnak™ [119].

Az angiogenezis kdzponti szerepet jatszik a daganatsejtek ndvekedésében ¢és tulélésében,
¢s egyben a tumorsejtek metasztazisdnak f6 utvonala is [120]. A tumorokban futd érhalozat
belsé rétegét a CAEC, vagy mas néven tumor-asszocialt endotél sejtek (TEC) alkotjak. A CAEC
vagy TEC sejtek a normal endotél sejtek ndvekedési faktor (TGF-f) jelenlétében bekdvetkezett

A daganatszovetek érképzodése egy tobblépcsds, komplex folyamat, amelyet kiilonféle
molekularis €s sejtes tényezok hangolnak 0ssze [122]. A normal sztromaval 6sszehasonlitva a
daganatos sztroma érhélozata joval gazdagabb. A PDAC az egyik legsiiriibb sztromaval boritott
daganattipus, amelyben a daganathoz tarsult érrendszer a sztroma szerves részét képezi [123].
Klinikai szempontbdl az intratumoralis mikroérsiiriség (MVD) kedvezbtlen progndzissal
tarsul, és 0nallé prognosztikai tényezdként is szolgalhat [124].

A tumor mikrokdrnyezetre jellemz6 a nagy mennyiségben jelen 1évé immunsejt (IC) is. Az
immunsejtek a TME-ben kiilonb6zd gyulladast inicidlod szigndlmolekuldkat szabaditanak fel,
mint példaul novekedési faktorokat (VEGF, TGF-B), gyulladasos citokineket (IL-6), matrix
metalloproteinazokat (MMP9), melyek a neoplasztikus folyamatoknak kedveznek, tamogatjak
eldsegitve a tumor progresszidjat [125]. Ugyanakkor az IC-ek novelhetik az oxidativ stresszt,
¢és a reaktiv oxigén formak felszabaditdsaval eldidézhetik a T-sejtek, a B-limfocitak és a
természetes 6ldsejtek aktivalodasat [126].

Egy friss tanulmanyban leirtdk, hogy regressziot sikeriilt kivéaltani elérehaladott PDAC-
ban, egy K-RAS inhibitor alkalmazasaval, mely novelte az intratumoralis CD8  effektor T-

sejtek szamat és atprogramozta a daganathoz tarsult fibroblasztokat (CAF) [127].

3.8. A neoplasztikus transzformacioval dsszefiiggo tulajdonsagok

A daganatos sejtek egyik legalapvetobb jellemzdje, hogy képesek a rendellenes 6nallo
sejtosztddas fenntartdsara, folyamatos proliferdcios szigndlok biztositdsaval. A normal
szovetekben a novekedési faktorok termelése és felszabaduldsa szigoruan szabalyozott.
Azonban a neoplasztikus sejtek olyan szomatikus mutaciokat hordoznak, melyek jelatviteli

utvonalak konstitutiv aktivalasat eredményezik, mint a MAPK [128], a PI3K [129] és az Akt
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[130] atvonalak. Példaul a PTEN funkcioveszté mutacioja, mely felerdsiti a PI3K-jelatvitelt,
tobb daganatmodellben is tumorigenézist indukal [129].

Az mTOR-t (mammalian target of rapamycin) érinté mutaciok korldatlan sejtosztoddast
biztositanak a tumorsejteknek [131]. A legtobb normal sejt csak korlatozott szamua novekedési
¢s osztodasi cikluson képes keresztiilmenni, ami a kromoszomak végeit védo telomerek
rovidiilésének ¢s késobbi védd funkciojuk elvesztésének koszonhetd. Ez funkciovesztés
kromoszoma instabilitast eredményez, amely krizist, majd sejthaldlt okoz. Szinte minden
human daganatos sejtre jellemzd a telomerdz nagyfoka aktivacidja, amely feltehetéen azért
torténik, hogy lehetévé tegye a tumorsejtek korlatlan sejtosztodasat [132]. A telomerdz
hozzajarulhat a tumor progresszidjahoz azaltal, hogy fenntartja a telomerek hosszat,
megakadalyozva a sejtszintli szeneszcencia vagy apoptozis kivaltasat. Tobb mechanizmust,
illetve kiilonb6zé onkogéneket azonositottak, melyek kivaltjak a telomerdz aktivacidjat a
malignus sejtekben, ilyenek példaul a transzkripcids szabalyozoként miikodé Myc [133] és a
Wnt [134] gének.

Amellett, hogy a daganatos sejtek képesek ndovekedést serkentd jelek kivaltasara és
konstitutiv fenntartasara, meg kell keriilniiitk a tumorszuppresszor gének miikodésétodl fiiggd
mechanizmusokat, amelyek negativan szabalyozzdk a sejtszaporodast. A két legismertebb
tumorszuppresszor gén, a retinoblasztoma (RB) [135] és a p53 fehérje (TP53) [136]. Ezek
olyan szabdlyozd mechanizmusok kdzponti molekulai, amelyek meghatarozzak, hogy a sejtek
osztddjanak-e, vagy inkdbb szeneszcencia- €és apoptozisprogramokat aktivaljanak. A legtobb
neoplasztikus sejtben megfigyelték a tumorszuppresszor gének funkcidvesztd mutécioit [135].

A daganatsejtek szamos stratégiat fejlesztenek ki, hogy korlatozzak vagy teljesen
elkeriiljék az apoptozist. A leggyakoribb a TP53 tumorszupresszor gén miikodésének
elvesztése, az antiapoptotikus szabalyozok tiltermelése (Bcl-2, Bel-xL), talélési jelek fokozasa
(Igf1/2 novekedési faktorok) és az extrinzik vagy intrinzik apoptozis utvonal megkeriilése
[137].

A normal szovetekhez hasonléan a daganatoknak is sziikségiik van tdpanyagokra ¢€s
oxigénre. Az anyagcsere folyamatokhoz sziikséges érhdlozatot az angiogenezis fokozdasdaval
képesek kialakitani, mely eldsegiti a daganatos szovetek életben maradasat és taplalasat [138].
Az angiogenezis a nem malignus szovetekben egy szigortian szabalyozott folyamat, mely
fontos szerepet tolt be az embriogenezisben ¢és a sebgyogyuldsban. Az angiogenezisben fontos
szerepet jatszo molekulak kozé tartozik a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF-
A)[139] és a trombocita eredetli novekedési faktorok (PDGF-B/C) [140]. Kordbban az

angiogenezist csupan a gyorsan ndvekvd daganatok esetén tartottdk jelentOsnek, azonban
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késObb kimutattak, hogy az angiogenezis mar a premalignus stddiumban is szerepet jatszik a
daganatos progresszidban [141]. Ez tovabb erdsiti az angiogenezis szerepét, mint a rak egyik
alapvetd6 jellemzojét.

A malignus sejtek alakjukban, valamint més sejtekhez és az extracellularis matrixhoz valé
kapcsolddasukban is eltérnek az egészséges, normal sejtektdl. Az egyik legnagyobb kiilonbség
az E-cadherin adhézios fehérje molekula elvesztése. Az E-cadherin fokozott expresszidjat
egyértelmiien az invdzio és a metasztazis ellensulyozojaként azonositottdk, mig csokkent
expresszioja e folyamatok eldsegitdje volt. Tobb tanulmanyban is leirtdk az E-cadherin
kulcsszerepét a daganatok gatlasaban [142].

A tumor mikrokornyezetében jelenlévd folyamatosan fenndllo gyulladdsos allapotok

A daganatos sejtekre jellemzd kronikus és gyakran kontrolldlatlan sejtszaporodas nemcsak
a sejtciklus szabalyozasanak felborulasaval jar, hanem az anyagcsere ujraprogramozdsdaval is.
Normal koriilmények kozott, aerob (oxigéndus) allapotban a sejtek a gliikozt eldszor glikolizis
révén piruvatta alakitjak a citoplazmaban, majd a pirosz6lésav a mitokondriumokban szén-
dioxidda bomlik. Anaerob koriilmények k6zott viszont a glikolizis kertil el6térbe, és csak kevés
piroszdldsav keriil a mitokondriumokba. Azonban a malignus sejtek anyagcseréjében valtozas
figyelhetdé meg, még oxigén jelenlétében is hajlamosak az energiatermelést nagyrészt a
glikolizisre korlatozni, a mitokondriélis oxidativ foszforilacio helyett. Ezt az allapotot nevezziik
»aerob glikolizisnek” vagy kozismerten, ,,Warburg effektus”-nak. Ez a metabolikus
ujraprogramozas lehetdvé teszi a daganatsejtek szamdara, hogy gyorsan hozzajussanak az
épitdelemekhez (nukleotidokhoz, aminosavakhoz, lipidekhez), amelyekre sziikségiik van a
gyors osztodashoz, még akkor is, ha az energiatermelés hatékonysaga csokken [144].

Az onkogenézist iranyitd biologiai folyamatokat egyiittesen ,,hallmarks of cancer” -nek
nevezziik, mely 0sszefoglaldja azoknak a folyamatoknak, melyeken keresztiil a sejtek olyan
tulajdonsagokra tesznek szert, amelyek tumorigenitasukat és végsd soron malignussa valasukat

lehetdvé teszik [137] (4. abra).
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Folyamatos proliferacios Tumorszupresszor gének
szignalok elkeriilése

Korlatlan replikativ
potencial

Metabolikus
atprogramozas

Tumor-asszocialt

Apoptoézis gyulladas
elkeriilése
Angiogenezis Az immunvalasz
indukalasa elkeriilése

Genomi instabilitas Invazio és metasztazis
és mutacio aktivalasa

4. abra A tumorsejtekre jellemzé tulajdonsagok ,hallmarks of cancer” A daganatos sejtek
mukodését tobb, jol meghatarozhatd biologiai jellemzd hatarozza meg, amelyeket Osszefoglaloan
,hallmarks of cancer’-nek neveziink. Ezt a koncepciot Hanahan és Weinberg vezette be, és azota a
daganatbiologia egyik alapvetd elméletéve valt. Ide tartoznak példaul a kontrollalatlan sejtosztodas, a
sejthaldl elkeriilése, az angiogenezis eldsegitése, az immunszabdalyozas kijatszasa, a metabolikus
atprogramozas, valamint a metasztatizalo képesség megszerzése. Ezek a jellemzok segitik a
tumorsejteket abban, hogy tuléljenek, szaporodjanak, és elkeriiljék a szervezet védekezo

mechanizmusait [137].
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3.9. »Hallmarks of cancer” - a tumoros sejtekre jellemzo tulajdonsagok PDAC-ban

3.9.1. Sejtproliferacio

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

A malignus sejtek kivédik a normal sejtekben miikodé szabalyozé mechanizmusokat és
fenntartjak a konstitutiv ndvekedési szignalokat. A folytonos proliferaciés szignal fenntartasa,
a szomatikus mutéciok kialakulasaval lehetséges, amelyek jellemzdéen a MAPK, PI3K, AKT,
jelatviteli utvonalak alland6 aktivaltsdgat eredményezik. PDAC-ban a K-RAS gén szomatikus
mutacidja az esetek 90%-aban el6fordul [145]. Szamos tanulmény igazolja, hogy a MAPK
jelatviteli utvonalakban szerepet jatszo gének mutacioi befolyasoljak a sejtnovekedés,
differenciacid, migracidé és apoptozis folyamatait és fontos szerepet jatszanak a daganatok
kialakuldsdban és progresszidjaban [145], [146], [147], pankre4sz adenokarcinomaban is [148].
A tumorok nagy széazalékaban, igy PDAC-ban is [149], a tumorszuppresszor gének mutaciot
szenvednek [150]. A p53 fehérje mutacidja fokozza a PDAC sejtek kemoterapids szerekkel
(gemcitabinnal) szembeni ellenallé képességét is [151]. A legijabb kutatdsi eredmények azt
mutatjak, hogy a megemelkedett PTEN expresszid, valamint a PI3K/AKT jelatviteli titvonal
gatlasa Osszefliggést mutat a rosszabb klinikai kimenetellel és a rosszabb prognézissal PDAC-

ban [152].

3.9.2. Epitelialis-mezenchimalis tranzicio

A legtobb felndtt szovet és szerv az epitelidlis és mezenchimalis sejtek kozotti
atalakulas, az epitelidlis—mezenchimalis atmenet (EMT) és annak forditott folyamata, a
mezenchimalis—epitelidlis dtmenet (MET), tobbszori egymas utan ismétlédd ciklusa révén
alakul ki. Ennek megfelelden az egymast kovetd ciklusokat primer, szekunder és tercier EMT-
nek nevezziik [153].

A primer EMT mar az embrionalis fejlodés korai szakaszaban lezajlik a beagyazodas soran.
A szekunder EMT szerepe a sebgyogyulasban, szdveti regeneracidban €s fibrozisban nyilvanul

meg, mig a tercier EMT a daganatokra jellemzd, hozzajarul az dssejtszerliség fenntartasahoz, a
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gyogyszerrezisztenciahoz, az immunrendszer elkeriiléséhez és a metasztazisok kialakuldsadhoz
[154].

Az epitelidlis sejtek szoros kapcsolatokat alakitanak ki a szomszédos sejtekkel, és apiko-
bazalis polaritasi tengelyt hoznak létre az adhézios kapcsolatok (adherens junctions), a
dezmoszomak és a szoros kapcsolatok (tight junctions) szekvencidlis elrendezOdése révén.
Ezzel szemben a mezenchimalis sejtek lazan szervezddnek egy haromdimenzids extracellularis
matrixban és a kotdszoveteket alkotjdk. Az EMT folyamatdnak meghatarozd 1épései a
kovetkezoek (5.abra): 1) az epitelidlis sejtek elveszitik a sejtek kozotti, illetve a bazalis
membrannal vald szoros kapcsolatukat, 2) megvaltozik az apiko-bazélis polaritasuk, 3)

aktivalodnak a mezenchimalis fenotipust meghatarozé gének.

EMT i -

Z01 . . -
. Epitelialis Mezenchimalis | B-catenin
E-cadherin i
Snail
Apikalis Tim X Slug
A = ) Vimentin
- -
= = ™\
Bazalis Dam 1 2 - ( \
| | 1 _
HDS Bazalis membran
MET

5. abra Epitelialis-mezenchimalis tranzicio folyamata. Az EMT soran az epitelialis sejtek elveszitik
sejtkapcsolataikat és apiko-bazalis polaritasukat, atformaljak citoszkeletonjukat és megvaltoztatjak
jelatviteli programjaikat. Mindezek hatasara megné a sejtek mobilitasa, elsegitve az invaziv fenotipus
kialakulasat [155]. Roviditések: TJ= Tight Junction, AJ= Adherens Junction, DS= Dezmoszéma, HDS=

Hemidezmoszdéma

Az EMT indukcidjaban kulcsszerepet jatszo gének kozé tartoznak a Snail transzkripcids
represszor fehérje csalad tagjai (Snail és Snai2, mas néven Snail, Slug), a zink-ujj motivummal
rendelkez0 E-box-kotd ZEB csaldd tagjai, valamint a TWIST fehérjecsalad is. A WNT
fehérjecsalad tagjai gatoljak az epitelialis markergének expressziojat (E-cadherin, claudin 1-7
(CLDN1-7) és zonula occludens 1 (ZO-1, mas néven TJP1)) €s az epitél sejtek kozotti szoros
sejtkapcsolatok felbomlanak. Az EMT indukci6jdhoz kapcsolddo receptor tirozin kinazok kozé

tartoznak a transzformal6 novekedési faktor B (TGF-p), a fibroblaszt névekedési faktor (FGF),
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az epidermalis novekedési faktor (EGF) és a hepacita novekedési faktor (HGF) csalad tagjai
[156] (2. tablazat).

Normal epitelidlis sejtekben a B-catenin a citoplazmaban talalhato, és az E-cadherinhez,
illetve rajta keresztiil az aktin-citoszkeletonhoz ko6tédik. Az EMT-indukdlo transzkripcids
faktorok aktivalodasaval (Snail, Slug, ZEBI1) gatlodik a CDH1 gén (E-cadherin)
transzkripcidja. A csokkent E-cadherin fehérje expresszio, €s az adhézidés kapcsolatok
instabilitasa soran a (-catenin nem lokalizadlodik a membranhoz, a szabad B-catenin a WNT
jelatviteli ut aktivaciojatol fiiggden vagy degradalodik (WNT nem aktiv), vagy a sejtmagba
jutva felhalmozodik, €s szamos invaziv viselkedéshez kapcsolodod gén, tobbek kozt a vimentin,
vagy a fibronectin transzkripciojat szabalyozza [157].

Az EMT soran a sejtek atszervezik kortikalis aktin citoszkeletonjukat egy olyan
struktirava, amely lehetévé teszi a dinamikus sejtmegnyulast €s az irdnyitott mozgast. Az
ujonnan képzddo, aktinban gazdag membrannyulvanyok eldsegitik a sejtek mozgasat [158].

A tercier, vagyis a daganatokra jellemzé EMT folyamatat PDAC-ban is megfigyelték. A
PDAC progresszidjanak egyik kulcsfontossagu 1épése az EMT aktivacidja, mely lehetdvé teszi
a daganatos sejtek fokozott mozgékonysagat és az invaziv tulajdonsagok megszerzését [159],
[160]. Kimutattak, hogy a ZEB1 transzkripcids faktor genetikai kiiitése jelentdsen csokkentette
a PDAC tumorok metasztatikus képességét [161].

Szoveti mikroarray vizsgalatok kimutattdk az E-cadherin expresszidjanak részleges vagy
teljes hianyat PDAC-ban, az E-cadherin csokkent expresszidja a betegség rosszabb
kimenetelével volt 6sszefiiggésben [162].

Az EMT folyamataban megszerzett mezenchimalis fenotipusos jegyek, mint az elnyult
morfoldgia és az irdnyitott mozgas altali migracids képesség, a daganat nagyon korai terjedését
teszi lehetdvé, PDAC-ban is. Az EMT neoplasztikus folyamatdban a primer daganatsejtek

intravazacid révén a véraramba jutva képesek metasztazisok kialakitasara.
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2. Tablazat Az epitelidlis-mezenchimalis tranzicid folyamataban kulcsfontossagu szerepet jatszo

markerek, transzkripcios faktorok é€s jelatviteli itvonalak [163], [164], [165]

Kategoria

Epitelialis markerek ()

Mezenchimalis
markerek (1)

TranszKkripcios faktorok

M

Jelatviteli atvonalak (1)

ECM lebonto enzimek
m

3.9.3.

Gén / Fehérje
CDHI1 (E-cadherin)

OCLN (Occludin)

CLDNI1-CLDN7
(Claudinok)

TIP1 (ZO-1)

MUCI
CDH2 (N-cadherin)

VIM (Vimentin)
FN1 (Fibronectin)
ACTA2 (a-SMA)
SNAI1 (Snail)

SNAI2 (Slug)

ZEB1, ZEB2

TWISTIL, TWIST2
TGF-B (TGFB1, TGFB2)
WNT/B-catenin

NOTCH

PI3K/AKT

MAPK/ERK

MMP2, MMP9

LOX

Oxidativ/nitrozativ stressz

Funkcioé / Valtozas EMT soran

Sejt-sejt adhézid; expresszidja csokken

Tight junction komponens; expresszio csokken
Tight junction komponensek; expresszid csokken
Tight junction adapter fehérje; diszlokacio,
csokkenés

Sejtfelszini glikoprotein; csokken

Sejtmozgas eldsegitése; fokozodik

Intermedier filamentum; fokozodik
ECM fehérje; n6 az expresszidja
Kontraktilis fehérje; gyakori miofibroblasztokban

E-cadherin represszio, EMT indukcio

Hasonlé mint a Snail, EMT-prométer

Epitelialis gén represszid; mezenchimalis gének
aktivalasa

EMT szabalyozasa, invazivitas fokozasa

EMT {6 indukaldja; SMAD-medialt transzkripcio
B-catenin nuklearis akkumulacio; EMT tamogatasa
EMT eldsegitése differencialas kozben

Sejttalélés, EMT aktivalasa

Migracid, talélés, EMT-promocio

Matrix metalloproteindzok — ECM bontas, invazio
tdmogatéasa

ECM atalakitasa, stabilitas novelése

Az elmult évtizedben az oxidativ stresszrdl alkotott képilink és tuddsunk jelentOsen

kiszélesedett, és ma mar nemcsak a pro- és antioxidans molekuldk kozotti egyensuly

felborulasanak tekintjiik, hanem egy olyan komplex folyamatnak, amelynek gyokerei a
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génjeinkben és a génexpresszid szabalyozdsanak mechanizmusaiban rejlenek. Ennek az 1j
megkozelitésnek a kozéppontjaban a nuklearis faktor, eritroid 2-kapesolt faktor 2, vagyis az NRF2
transzkripcids faktor all [166]. Az NRF2 kozponti szabalyoz6 molekulaja a human antioxidans
valaszoknak [167]. A reaktiv oxigén- és nitrogén szarmazékok normal ¢€lettani folyamatokban
is termelddnek, és fontos feladatokat latnak el tobbek kozott a jelatvitelben. Ugyanakkor a pro-
¢s antioxidans homeosztazis felboruldsaval neoplasztikus folyamatok indukélodhatnak. A
szabadgyOkok termelddésének novekedésével, illetve az antioxidans vélasz csokkenésével, a
redox-homeosztazis felboruldsa oxidativ stresszt valt ki a sejtben, mely létfontossagu
molekulék karositasahoz, végiil pedig nekrozishoz vagy apoptdzishoz vezet.

A mitokondriumban az elektrontranszportlinchoz kototten termelddnek reaktiv
intermedierek (ROS, reaktiv oxigén formak). A ROS termelddést az oxidativ foszforilaci6 soran
az elektrontranszportlancbol egy elektron szivargdsa okozza, melynek kovetkeztében egy
elsddleges szabadgydk, a szuperoxid-anion (02 +e~ — ‘Oy") keletkezik [168]. Tovabbi ROS
molekulak a hidroxil-gyok ("OH), a peroxil-gyok (ROO"), tovabba a parositatlan elektronnal
nem rendelkezd, de rendkiviil erds oxidalo tulajdonsadgu hidrogén-peroxid (H20:). A reaktiv
nitrogén intermedierek (RNI) magukba foglaljdk a nitrogén-monoxid (NO), valamint a
nitrogén-monoxid és szuperoxid-anion reakcidjaban keletkezd, nagy reakciokészséggel bird
peroxinitritet (ONOO") [169], [170].

A talzott ROS termelés okozhat genomialis és/vagy mitokondrialis DNS kdrosodast, a
sejtek szomatikus mutacidit, onkogének aktivalasat, tumorszuppresszor gének gatlasat,
valamint a metabolikus és jelatviteli Utvonalak modosuldsat, melyek mind hozzajarulnak a
sejtkarosodashoz, kiillonbozo betegségek kialakulasahoz €s a karcinogenezishez [171]. Szamos
betegséget Osszefliggésbe hoztak mar az oxidativ stresszel, tobbek kozott a hipertenzidt,
asztmat, cukorbetegséget, de a neoplasztikus betegségeket is [172], [173], [174].

Szamos védekezd mechanizmus miikodik antioxidansok formdjaban, melyek védik a
mitokondriumokat a prooxiddns molekulak kéros hatdsaitol, a szabadgyokos folyamatok
termindlasaval. A fontosabb antioxidans enzimek: szuperoxid-dizmutdzok (SOD), katalaz
(CAT), glutation-peroxiddz (GPX), tioredoxin-peroxiddz (TRXP). Tovéabbi fontos nem
enzimatikus antioxidans molekula a glutation (GSH), N-acetil-cisztein (NAC), nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) ¢és a koenzim Q (ubikinon), valamint az exogén
vitaminok: A, C és E vitamin [175], [176].

A szuperoxid gyokok biologiai rendszerekben betoltott szerepéhez Fridovich 1968-ban a
Cu,Zn-SOD enzimrdl tett kulcsfontossagti tudomanyos felfedezése szolgalt alapul [177]. Az
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molekularis oxigénné. [178].

‘O + 02+ 2H" — H20, +0»

c sy

soran az enzim hem porfirin vazanak vassal alkotott komplexe oxidalodik vas (III)-r6l vas (IV)-
re, majd egy ujabb hidrogén-peroxid molekulaval torténd reakcidban redukalodik vissza. A két
Iépéses reakcioban végiil két mol hidrogén-peroxidbdl két mol viz és molekularis oxigén

keletkezik [179], [180].
2H-0, — 2H.0 + O

A keletkezett hidrogén-peroxidot a kataldzon kiviil egy masik antioxidans enzim, a
glutation-peroxidaz (GPX) is képes vizz¢ redukalni a glutation (GSH) segitségével, melyet a

glutation reduktdz enzim (GR) regeneral.
2H-0: + 2GSH — 2H:0 + GSSG

Az oxidativ vagy nitrozativ stressz olyan allapot, amely soran egyensulyzavar 1ép fel a
ROS/RNI és az antioxidansok termelésében. Ez akkor fordul eld, amikor a karos szabadgyokok
szintje meghaladja a sejt védekezd mechanizmusainak képességét, hogy semlegesitse dket,
mindez sejtkarosodast, gyulladast és egyéb koros allapotokat eredményezhet [181].
szabadgyokokkel szemben a sejt kiillonbozo lipidkomponensei koziil a tobbszérdsen telitetlen
zsirsavak (PUFA) mutatjak a legnagyobb érzékenységet. A PUFA oxidéacioja hidroperoxidok és
endoperoxidok képzddéséhez vezet, amelyek tovabbi bomlési folyamatokban reaktiv
intermedierek keletkezését eredményezhetik, ilyenek a malondialdehid (MDA) és a 4-
hidroxinonenal (4HNE) [182]. Az MDA ¢és 4HNE jo biomarkerkei a lipidperoxidacios
folyamatoknak, ezaltal az oxidativ stressznek is [183], [184] Az oxidativ stressz egy masik jol
kovethetd markere az NO termeléséért felelds indukalhato nitrogén-oxid-szintaz (iNOS) enzim
kifejezodése. PDAC-ban az iINOS emelkedett expresszidja a betegek rosszabb tulélésével
korrelal [185].

Szamos tanulmany bizonyitja az oxidativ stressz és az NRF2 rendkiviil fontos szerepét a
daganatok kialakul4saban és progresszidjaban, igy a hasnyalmirigy-daganatban is [186].

A daganatos sejtekben felborul a redox homeosztazis [137], ami szoros Osszefiiggést mutat az

NRF2 miikodésével (6. abra). Nyugalmi allapotban az NRF2 egy masik fehérjével, a Kelch-
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like ECH-associated protein 1 (KEAP)-el alkot komplexet a citoplazméaban. Az NRF2/KEAP1
transzkripcidjat. AKEAP1 egy Kelch-domént tartalmazé fehérje, amely a CUL3 ubiquitin-ligaz
komplex részeként felelos az NRF2 proteoszomaban torténd lebontasaért. A KEAP1 cink-ujj
doménekkel rendelkezik, amelyek érzékenyek az oxidativ és elektrofil stresszre. A
szabadgyokok altali oxidacios reakcidk hatasara a KEAP1 fehérjében konforméacios valtozasok
kovetkeznek be, melyek hatdsara az NRF2 és KEAP1 kozotti kdlesonhatés felbomlik, ezaltal
aktivalédik az NRF2. Az NRF2 a sejtmagba transzlokalodik a nuklearis lokalizaciods szignalok
segitségével, ahol az ARE (antioxidans valaszelem) szekvencidhoz kotddik a targetgének
NAD(P)H kinon oxidoreduktdz 1 (NQO1), a hem-oxigendz 1 (HO-1), a glutation-peroxidaz
(GPX) és a katalaz (CAT) [187].

Oxidativ stressz
Nyugalmi

Sejtmag

Antioxidans gének

6. abra Az NRF2 és a KEAP1 kapcsolata. Nyugalmi allapotban az NRF2 sejtmagba valo
transzlokacidja gatolt a KEAP1 fehérje altal. Oxidativ stressz hatasara az NRF2 felszabadul a KEAP1
gatlasa aldl és elkezdddik a sejtmagban a NRF2 targetgénjeinek a transzkripcioja [187].

Roviditések: Nrf2 (nukleéris faktor, eritroid 2-kapcsolt faktor2) Keapl (Kelch-like ECH-kapcsolt
protein 1), Cul3 (Cullin 3), Ub (Ubiquitin), Maf (Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene

homolog), ARE (Antioxidans valasz szabalyozé elem)
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A PDAC ¢s az oxidativ stressz kapcsolatat vizsgalod tanulméanyokban kimutattak, hogy a
sebészileg eltdvolitott human hasnydlmirigy szovetben megemelkedett a nuklearis NRF2
expresszioja és csokkent az E-cadherin expresszi6 a normal hasnyalmirigy ductus hdmsejtekhez
képest [188]. A hasnyalmirigyre specifikus K-RAS expresszidé az NRF2 aktivacidjan keresztiil
fokozza a daganatos sejtek proliferacidjat [189] [190]. A K-RAS mutécioval rendelkezd PDAC
esetében gyakran megfigyelhetdé az NRF2 utvonal rendellenes aktivacidja, amely hozzéjarul a
daganat progressziojahoz [191]. Emiatt az NRF2 potencialis célpont lehet 0j terapids stratégiak

kidolgozasara PDAC-ban.

3.9.4. Ossejtszeriiség

A normal Jssejtek embriondlis szdvetekben, felndtt és magzati szdvetekben is
megtalalhatok, példaul a csontvelében (csontveldi Ossejtek BMSC), zsirban (zsirszévetbol
szarmaz6 Ossejtek ADSC), vérben (hematopoetikus 0ssejtek HSC), magzatvizben
(magzatvizbdl szarmaz6 dssejtek AFSC), koldokzsindrban (koldokzsinor dssejtek UCSC). Az
Ossejtek egy olyan osztalyat képezik a differencidlatlan sejteknek, amelyek nagyfokt
onmegujulasi és proliferacios képességgel rendelkeznek, valamint egy vagy tobb iranyban
képesek differencidlodni. A totipotens Ossejtek (példaul egyetlen megtermékenyitett petesejt)
tobb mint 250 sejttipussa képesek fejlédni az emberi vagy allati élet soran [192].

A legtjabb kutatasok alatdmasztjak a daganat dssejtek (cancer stem cell CSC), mas néven
tumorindukal6 sejtek, szerepét a daganatok fejlédésében, az attétek kialakuldsdban, a
kemorezisztenciaban és a daganat kigjuldsaban [193].

A daganat Ossejtek Onmegujuldsra képesek, szimmetrikus vagy aszimmetrikus
sejtosztoddson mennek keresztiil [194]. Szamos daganattipusban meghataroztak mar CSC-
markereket, hogy azonositsak és izolaljak a daganat dssejt populacidkat [195]. A kutatasokban
membranglikoproteineket alkalmaznak (CD44, CD24, CD133) tobbek ko6zott a hasnyalmirigy-
daganat 6ssejtek [196], vagy a mdj daganat dssejtek [197] azonositasara. Tovabbi tanulményok
bizonyitjak, hogy az aldehid-dehidrogendz 1 enzim (ALDH1) alkalmazhaté a hasnyalmirigy-
daganat dssejtek [198], de mas CSC populaciok azonositasara is, mivel a retinol retinsavva
torténd oxidacidjaban betoltott szerepe révén hozzajarul az dssejtek korai differencialodasahoz.

A daganat Ossejtek a hasnyadlmirigyrdkban [196] kozponti szerepet jatszanak a
gyogyszerrezisztencia kialakuldsaban, az agresszivitdsban és a metasztazisok kialakuldsaban is

[199], [200].
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A PDAC tobb Iépésben alakul ki, amelyek magukba foglaljdk a hasnyalmirigy
intraepitelidlis neopldzidkat (PanIN 1-3, alacsony-, kozepes-, magas-fokozatu diszplazia), és
végilil invaziv daganattd fejlddnek. Ilyen premalignus hasnyalmirigy elvaltozasokban
megallapitottak, hogy tobb CSC marker, mint példaul a CD24, CD44, expresszidja emelkedett
a magasabb fokozata diszplazidkban [201].

A jelenleg elérhetd gyodgyszerek hatékonyak a daganattomeg nagy részének
elpusztitasaban, de a CSC-ket érintetleniil hagyjak, ami a tumor kiGjuldsdhoz ¢és attétek
kialakulasahoz vezet [193], [202]. Ezért nagy sziikség van 1) modszerek kidolgozasara az Gssejt
jelleg  molekularis mechanizmusanak részletesebb megértésére a célzott terapia

kidolgozéséhoz.

3.9.5. Sejtmetabolizmus

A malignus sejtek korlatlan osztodasi és metasztatikus képességéhez elegendd energidra
van sziikség. A PDAC egy rendkiviil agressziv daganattipus, amelyet hipovaszkularizacio ¢€s
desmoplasztikus reakci6 jellemez, igy a daganat mikrokdrnyezete tdpanyaghianyos €s erdsen
hipoxias [203]. A tumorsejtek metabolikus Gjraprogramozason mennek keresztiil, amely soran
az aerob glikolizis, mas néven Warburg-effektus dominal, melyet a fokozott gliikozfelvétel €s
a megnovekedett laktattermelés jellemez [204]. A metabolikus Gjraprogramozas kiemelkedden
fontos a daganatsejtek tulélése és ndvekedése szempontjabodl [205]. A fokozott aerob glikolizis,
a csokkent oxidativ foszforilacid és a fokozott tejsavszintézis folyamata valdjaban a
rosszindulati daganatok egyik jellemvonasa [137].

A glikolizis a PDAC esetében eldsegiti a daganatsejtek erdteljes ndvekedését, tovabba a
glikolizis enzimjei és kozti termékei részt vesznek a PDAC attétképzddésének szabalyozasaban
is [206]. Az OXPHOS csokkent miikddése is hozzajarul a glikolizis dominancidjahoz. A
mitokondridlis diszfunkcidt okozhatjdk mitokondrialis DNS-mutaciok, a 1égzési lancban
bekovetkezett hibak ¢€s a fokozott ROS-termelés is [207], melyek onkogén utvonalakat
aktivalhatnak, eldsegitve a glikolizis enzimjeinek expresszidjat [208]. A PDAC sejtekben
jelentdsen megndvekszik a mitokondridlis DNS-mutacidk szdma, ami Osszefligg a csokkent
oxigénfelhasznalassal és a fokozott glikolizissel [209]. PDAC sejtekben a ROS-termelést
szabalyozo6 NADPH oxiddz enzim (NOX) nélkiilozhetetlen a glikolizis aktivitdsanak
fenntartdsdhoz. A NOX enzim expressziojanak gatlasa PDAC sejtekben csokkentette a

gliikozfelvételt és a laktattermelést, ami gatolta a daganat ndvekedését [210]. A K-RAS
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mutacioja szerepet jatszik a PDAC sejtek glilkbzhasznositasaban és az anabolikus anyagcsere
szabalyozasaban is [211]. A K-RAS onkogén fokozza a gliikoz felvételét a daganatsejtekben
azaltal, hogy fokozza a gliikoztranszporter 1 (GLUT1) expressziojat [191]. A c-Myc (cellular
Myelocytomatosis oncogene) onkogén kulcsfontossagi szerepet jatszik a PDAC sejtek
glikolitikus fenotipusanak kialakulasaban [212]. A hipoxia ¢s a HIF-1a (hipoxia-indukalt faktor
la) fokozzak a glikolitikus enzimek expresszigjat [191]. PDAC sejtekben a hipoxia eldsegiti a
piruvat-dehidrogenaz kinaz (PDKI1), a laktat-dehidrogenaz A (LDHA), a piruvat-kindz
izoenzim M2 (PKM?2), gliikk6z-6-foszfat-izomeraz/autokrin motilitasi faktor (PGI/AMF) és a
hexokinaz 2 (HK2) expressziojat [213]. A fokozott PDK1 expresszio eldsegiti a sejtosztodast
is az ERK1/2 és az EGFR jelatviteli utak felerdsitésével [214], tovabba a megndvekedett PDK 1
expresszio aktivalja az NF-kB jelatvitelt is [215]. A glikolizis folyamatdban fontos szerepet
jatsz6 enzim, a frukt6z-2,6-biszfoszfataz 3-4 (PFKFB3-4), hipoxia vagy HIF-1a hatdsdra magas
szinten expresszalodik kiilonbozd daganattipusokban, igy a hasnyalmirigyrdkban is [216].

Az anyagcsere atprogramozasa hozzajarul a malignus daganatok, igy a hasnyalmirigy-
daganat [217] esetében is a gydgyszerrezisztencia kialakuldsdhoz. A PDAC sejtek metabolikus
sajatossdgainak ¢és energiahdztartdsdnak megértése segithet 1) kezelési stratégidk

kidolgozasdban a gydgyszerrezisztencia lekiizdésére.
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4. Célkituzések

A mikrobiom-daganat kapcsolatban a mikrobiom a bakteridlis metabolitok szekrécidja
révén befolyasolhatja a daganatok miikodését.
A bakteralis metabolitok a keringésbe keriilve eljuthatnak a tdvoli daganatsejtekhez és
befolyésolhatjak azok miikodését, tulajdonképpen hormonszerii hatasokat fejtenek ki.
Ilyen bakteridlis metabolitok a masodlagos epesavak, mint a litokdlsav (LCA) és az
ursodezoxikolsav (UDCA). Kutatdsaimban a daganatok klasszikus jellemvonésainak a
vizsgalatan keresztlil azt tanulmanyoztam, hogyan hatnak a madasodlagos epesavak a

hasnyalmirigy-daganatsejtek mitkddésére.

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

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

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

e Befolyasoljak-e az epesavak a daganatsejtek redox homeosztazisat,

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

e Milyen hatassal vannak az epesavak az dssejtszertiségre,

e Hatassal vannak-e az epesavak a daganatsejtek energiahaztartasara,

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

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

befolyésolni.

40



5. Anyagok és modszerek

5.1. Reagensek

A kisérleteinkben hasznalt epesavakat, a litokolsavat (LCA, cat # L6250; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MI, USA) és az ursodezoxikolsavat (UDCA, cat # U5127; Sigma-Aldrich) dimetil-
szulfoxidba (DMSO, cat # D8418; Sigma-Aldrich) oldottuk be és 100 mM-os torzsoldatokat
készitettlink. Az LCA-t 0,03 uM koncentracioban, az UDCA-t 0,3 uM koncentracioban
kontroll sejtek 0,001% DMSO-t tartalmaz6é médiumot kaptak a kezelés alatt.
A redukalt glutationt (GSH; cat # G4251; Sigma-Aldrich) 5 mM végkoncentracioban
hasznéltuk. A pegilalt kataldzt (pegCAT; cat # C4963; Sigma-Aldrich) 500 U/ml
koncentracioban alkalmaztuk.
Az epesav receptor antagonistakat, NF449 (cat # 1391) Gse-szelektiv antagonista [218],
CINPALI (cat # 5605) konstitutiv androsztan receptor (CAR) antagonista [219], DY268 (cat #
5656) farnezoid X receptor (FXR) antagonista [220] és GSK2033 (cat # 5694) m4j X receptor
(LXR) antagonista [221] a Tocris Bioscience-t6l (Bristol, Egyesiilt Kiralysag) szereztiik be €s
a kisérletekben 5 pM végkoncentracioban alkalmaztuk. A ketokonazolt (cat # K0600000,
pregnane X receptor (PXR) jelatvitel gatldsa [222] a Sigma-Aldrich-tdl vasaroltuk és 5 uM
végkoncentracioban alkalmaztuk.
A TGRS G-fehérje kapcsolt epesav membran receptort célzd siRNS-t (GPBARI-siRNS
azonositd: s195791), a D-vitamin receptor specifikus siRNS-t (VDR/NR111- siRNS azonosito:
s14777) és az FXR receptor specifikus siRNS-t (NR1H4-siRNS azonosito: s19371), valamint
anegativ kontroll siRNS-t (cat # 4390843) a Thermo Fisher Scientific-t6] (Waltham, MA, USA)
vasaroltuk, és 30 nM végkoncentracioban hasznaltuk.
A kemoterapias gyogyszereket, az S-fluorouracilt (SFU, cat # F6627) és az oxaliplatint (OXA,
cat # 09512) a Sigma-Aldrich-t6l szereztik be, ¢s DMSO-ban oldottuk 100 mM
torzskoncentraciora. Az SFU esetén alkalmazott legmagasabb koncentracié 300 uM, mig az

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

A Capan-2 és PancTu-1 K-RAS muténs, illetve a BxPC-3 K-RAS vad tipusit humén
hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtvonalakat az American Type Culture Collection-t61 (ATCC)
vasaroltuk.

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

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

A human primer fibroblaszt sejteket, az Innoprottdl (Derio, Edificio 502, Primera Planta,
Spain) rendeltiik. A sejteket DMEM (cat # D5546; Sigma-Aldrich) médiumban tenyésztettiik,
20% FBS, 1% penicillin/streptomycin és 2 mM L-glutamin jelenlétében 5% szén-dioxid
tartalmu inkubatorban 37 °C-on.

A sejtvonalak esetleges mycoplasma szennyezddését rendszeresen ellendriztiik.

5.3. Sejtéletképességi vizsgalat (MTT)

Az MTT assay egy szinreakcion alapuld in vitro modszer, amely a metabolikusan aktiv
sejtek mitokondridlis enzimeinek mikodése révén méri a sejtek életképességét. A Capan-2
sejteket 96 lyuku lemezen (3000 sejt/lyuk) tenyésztettiik 200 pl sejttenyészté médiumban, majd
a letapadast kovetd napon LCA-val (0,03 uM-66 uM), UDCA-val (0,3 uM) vagy a kontrollként
alkalmazott DMSO-val kezeltiik a sejteket. A 48 6ras kezelés utan a sejtek életképességet 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium-bromiddal (MTT; cat # A2231.000; VWR)
vizsgaltuk. A sejtekhez MTT-oldatot (20 pul 5 mg/ml) adtunk és 37°C-on 1,5 6ran at inkubaltunk.
A feliiluszo eltavolitasa utan a formazan kristalyokat lyukanként 100 pl DMSO-ban oldottuk,
majd az abszorbanciat 540 nm-en mértiik spektrofotométerrel (Thermo Labsystems Multiskan

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

Az SRB modszer egy szinalapu kvantitativ sejtvizsgalat, amely a sejtekhez kotddo festék

crer

crer

Aldrich) festést alkalmaztunk. A vizsgalathoz a Capan-2 sejteket 96 lyukt lemezen (3000
sejt/lyuk) tenyésztettiik 200 pl sejttenyésztd médiumban. A letapadast kdvetd napon a sejteket
LCA-val (0,03 uM) vagy UDCA-val (0,01-1 uM) kezeltiik, kontrollként DMSO-t (0.001%)
alkalmaztunk. A 48 6rés kezelés eltelte utan a sejteket triklor-ecetsavval (TCA, cat # T6399;
Sigma-Aldrich) fixaltuk 10% végkoncentracioban 1 d6ran keresztiil 4°C-on. Ezt kdvetden a
sejteket desztillalt vizzel mostuk 5 alkalommal, majd 0,4% (1% ecetsavban készitve) SRB
oldattal festettiik Oket 10 percen keresztiil. A nem kotott festéket 1%-os ecetsav oldattal
tavolitottuk el. A kotott festéket lyukanként 100 pl Tris bazisban (10 mM) oldottuk, majd az

abszorbanciat 540 nm-en detektaltuk.

5.5. A sejthalal kimutatasa

Az Annexin V és propidium-jodid (PI) alapt sejthalalvizsgélat 1ényege, hogy az Annexin
V a korai apoptozis soran a sejtfelszinre keriilt foszfatidilszerinhez kotddik, mig a PI csak a
membrankarosodott, késé apoptotikus vagy nekrotikus sejtekbe jut be, igy lehetdvé téve a
sejthaldl kiilonbozd fazisainak megkiilonboztetését, igy nekrotikus és apoptotikus sejthalél
valtozésainak értekeléséhez Annexin V/PI kettds festést alkalmaztunk (cat #V13242; Thermo
Fisher Scientific). A Capan-2 sejteket 6 lyuku lemezre raktuk (150,000 sejt/lyuk) és 48 oran
keresztiil kezeltik UDCA-val (0,3 uM). Ezutan a sejteket 100 pg/ml PI oldattal és 5 ul FITC
Annexin V-el festettiik 15 percen keresztiil szobahdmérsékleten. Az apoptotikus €s nekrotikus
sejtek szamat FACS Calibur dramlasi citométerrel hataroztuk meg (Beckton Dickinson Franklin

Lakes, NJ, Egyesiilt Allamok).
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5.6. Sejtinvazios kisérlet

A Corning Matrigel invazios kamraban végzett sejtinvazids kisérlet, a sejtek képességét
vizsgalja a mesterséges extracellularis matrixon (Matrigel) valo athatolasra, modellezve a sejtek
invaziv potencialjat példaul daganatmetasztazis soran. A sejtinvazids vizsgalatokat Corning
BioCoat Matrigel invazids kamraban (cat # 354480; Corning, NY, USA) végeztiik 8,0 um-es
PET membranokkal 24 lyuku lemezen. A felsé kamraban a Capan-2 sejteket (20,000 sejt/lyuk)
szérummentes médiumban egy €jszakan at tenyésztettiik. Masnap a sejteket LCA-val (0,03 uM)
vagy UDCA-val (0,3 uM) kezeltiik 0,5 ml szérummentes médiumban, az alsé kamraban 1évo
0,75 ml médium szérumot, LCA-t/vagy UDCA-t és 100 ng/ml SDF1-alfa (cat # SRP4388;
Sigma-Aldrich) kemoattraktanst tartalmazott. A 48 oras kezelést kovetden a nem migralo
sejteket a membran felszinérdl PBS-oldattal lemostuk, a membrén alsé feliilet¢hez kotodott,
vagyis a membranon atmigralt sejteket 100% metanollal fixaltuk, és 4',6-diamidino-2-
fenilindollal (DAPI) festettilk. A migralt sejteket Opera Phoenix High Content Screening
System segitségével megszamoltuk, a képeket a Harmony 4.6 Sofware segitségével elemeztiik.
Az invazios indexet a Matrigel membranon keresztiil atjutod sejtek és a kontroll membranon
atjuto sejtek ardnyabol szamitottuk ki a kdvetkezOképpen:

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

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

5.7. Western blot

A Western blot egy fehérjedetektdldo modszer, amely soran a gélelektroforézissel
elvalasztott fehérjéket membranra vissziik at, majd specifikus antitestek segitségével
azonositjuk a célfehérjét. A sejtlizishez RIPA puftert (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS,
1% TritonX 100, 0,5% natrium-deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM Na3;VOs, 1| mM NaF, 1 mM
PMSF ¢és proteazgatld koktél) hasznaltunk. A fehérje koncentraciokat BCA reagenssel (cat #
A65453; Pierce Biotechnologies, Rockford, IL, USA) spektrofotométerrel mértiik. A fehérjéket
(20 pg fehérje/zseb) 10%-o0s SDS poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztottuk, majd
nitrocellul6z membranra blottoltuk. A nitrocellul6z membran még szabad fehérjekotd helyeit
5%-0s BSA oldattal (I1x TBS-Tween pufferben) blokkoltuk 1 6ran keresztiil

szobahOmeérsékleten. Ezt kovetden a membranokat a primer antitestekkel (3. tablazat)
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inkubaltuk egy ¢éjszakan 4t 4 °C-on allando6 billegtetés mellett. A membranokat 3-szor 10 percig
mostuk 1x TBS-Tween pufferrel, majd ezt kovetden IgG HRP-vel konjugalt masodlagos
antitesttel 1 6ran keresztiil inkubaltuk szobahémérsékleten allando billegtetés mellett. Végiil a
membranokat 3-szor 10 percig 1x TBS-Tween pufferrel mostuk. Az antitestkdtodést
kemilumineszcenciaval, ChemiDoc Touch Imaging késziilékkel (Bio Rad, Hercules, CA, USA)
detektaltuk. A savok intenzitasat denzitometraldssal az Image Lab 6.1 szoftver segitségével

hataroztuk meg. A B-aktint hasznaltuk normalizélésra.

3. tablazat A kisérletek soran alkalmazott antitestek és azok higitasi aranya

Antitest Forgalmazo Katalogusszam  Klonalitas Higitas

B-Catenin  Cell Signaling 8480 Monoklonalis 1:1000
Technology

Snail Cell Signaling 3879 Monoklonalis 1:1000
Technology

Claudin-1  Cell Signaling 13255 Monoklonalis 1:1000
Technology

Z0-1 Cell Signaling 8193 Monoklonalis 1:1000
Technology

NRF2 Abcam ab31163 Poliklonalis 1:1000

iINOS Novus Biologicals NB300-605 Poliklonalis 1:1000

4-HNE Abcam ab46545 Poliklonalis 1:1000

Nitrotirozin Thermo Fisher A21285 Poliklonalis

D 1:1000

Scientific

ALDHI Abcam ab227948 Poliklonalis 1:1000

CD133 Novus Biologicals NB120- Poliklonalis 1:1000

16518SS

B-aktin Sigma-Aldrich A3854 Monoklonalis 1:20000

Slug Cell Signaling C19G7 Monoklonalis 1:1000
Technology

Vimentin Cell Signaling 5741 Monoklonalis 1:1000
Technology

E-cadherin  Cell Signaling 3195 Monoklonalis 1:1000

Technology

5.8. Aldefluor assay

Az Aldefluor assay egy in vitro fluoreszcenciaalapu sejtvizsgalati modszer, amelyet
els6sorban az dssejtek €s daganatdssejtek azonositasara hasznalnak, mivel ezekben a sejtekben
gyakran magas az aldehid-dehidrogendz (ALDH) enzim aktivitdsa. Az ALDH1, az enzim csalad
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egy specifikus izoformdja, gyakran hasznaljak oket Ossejtmarkerként, mivel ezek expresszioja
jellemzdé daganatdssejtekben €s normal dssejtekben is. Az ALDHI1 3tumor 6ssejt marker gén
aktivitasat az epesavakkal kezelt sejtekben Aldefluor festéssel (cat # 01700; StemCell
Technologies, Vancouver, Kanada) hataroztuk meg [102]. A sejteket 6 lyuka lemezen
tenyésztettiik (100,000 sejt/lyuk), majd a letapadast koveté napon LCA-val (0,03 uM) vagy
UDCA-val (0,3 uM) kezeltiik 48 6ran keresztiil. Ezutan a sejteket ALDH szubsztratot (5 pl/ml)
tartalmazo (0,5 ml) aldefluor assay pufferben inkubaltuk 45 percig 37°C-on. Negativ
kontrollként a sejteket 5 pl dietilamino-benzaldehiddel (DEAB; 50 mmol/l), egy specifikus
ALDH-gatloval kezeltiik. Az ALDH-pozitiv sejtek szadzalékos aranyat dramlasi citometriaval

hataroztuk meg, az elemzést a Flowing Software 2.5.1 segitségével végeztiik el.

5.9. RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ RT-PCR

A génexpresszid pontos quantifikdldsara a Capan-2 sejteket 6 lyuka lemezre raktuk
(100,000 sejt/lyuk), majd a letapadast kovetd napon LCA-val (0,03 uM) kezeltiik dket. A 48
oras inkubalast kovetden a sejtekbél RNS-t izolaltunk TRIzol reagenssel (Invitrogen, Waltham,
késziilékkel (Thermo Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA) hataroztuk meg. A
RNS mintakat DN4z I enzimmel (cat #10104159001; Merck) kezeltiik, a cDNS szintézis High
Capacity Reverz Transzkripcios Kit (cat # 4368814; Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)
segitségével tortént a gyartd ajanlasa szerint. A qPCR reakcid 10 pl végtérfogatban tortént, a
reakcidelegy 20 ng cDNS mintat, 500-500 nM primert (4. tablazat) és qPCRBIO SyGreen Lo-
ROX Supermixet (PCR Biosystems Ltd., London, UK) tartalmazott. A qPCR reakciot Light-
Cycler 480 detektalo rendszeren (Roche, Basel, Switzerland) végeztiikk. Az mRNS expresszios
szintek normalizalasara a 36B4 ¢és a cyclophilin (CYCLO) gének expressziojanak mértani

kozépeértékét hasznaltuk.
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4. tablazat Az RT-qPCR kisérletekben alkalmazott human primer parok

Gén neve Forward primer (5°-3°) Reverz primer (5°-3°)
TGRS CACTGTTGTCCCTCCTCTCC ACACTGCTTTGGCTGCTTG
FXR TGCTTACAGCAATTGTTATCCTG ACATCAAGAAGTGGCTCCTGA
VDR GGACTGCCGCATCACCAA TCATCTCCCGCTTCCTCT

3684 CCATTGAAATCCTGAGTGATGTG GTCGAACACCTGCTGGATGAC
CYCLO GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC CTTGCCACCAGTGCCATTATG

5.10. Mitokondrialis oxidacié és glikolizis

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

A Dbazilis 1égzés meghatarozasanal, az alap oxigénfogyasztasbol kivontuk az
antimycin—rezisztens légzést (baseline—antimycin). Az etomoxir—rezisztens OCR értéket
(etomoxir—antimycin) a gliikoz és aminosav oxidéacioval kapcsolatos oxigénfogyasztasként
definialtuk. A zsirsavoxidaciot az etomoxir—érzékeny OCR- értékekbdl (baseline—etomoxir)
hataroztuk meg. Az oligomycin—rezisztens 1€gzés (oligomycin—antimycin) nem kapcsolt
légzésnek felel meg, mig az oligomycin—érzékeny frakciot ATP-hez kotott légzeésként

(baseline—oligomycin) definialtuk.
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5.11. Géncsendesités

A tranziens transzfekciohoz mely soran egy lipid alapu reagensel juttatjuk az siRNS-t a
sejtekbe, amely célzottan gatolja a kivant gén expresszidjat, a Capan-2 sejteket 30 nM TGRS,
VDR, FXR specifikus siRNS ¢és negativ kontroll siRNS-el kezeltiik. A transzfekciot
Lipofectamine RNAIMAX (cat # 13778150; Thermo Fisher Scientific) transzfekcids reagens

segitségével végeztiik 48 oraig, LCA kezelés mellett és anélkiil.

5.12.  Mitokondrialis membranpotencial mérése

A DiOC6 (3,3'-Dihexyloxacarbocyanine iodide) festéssel végzett mitokondrialis
membranpotencial mérés soran a lipofil, potencidlfiiggd festék felhalmozodik az ép
mitokondriumokban, igy fluoreszcenciaintenzitdsa aranyos a membranpotenciallal. Munkam
soran a mitokondridlis membranpotencial mérésére DioC6 (cat # HY-D0084;
MedChemExpress) festést alkalmaztunk. A Capan-2 sejteket 6 lyukll lemezre raktuk (150,000
sejt/lyuk) és a 48 6ras UDCA (0.3 uM) kezelést kdvetden 40 nM DioC6-al festettiik 30 percen
keresztiil. Ezutan a sejteket PBS-el mostuk, majd tripszinnel gytjtottiik be ket az dramlési
citometrids elemzéshez (FACS Calibur, BD Biosciences). A kontroll sejteket 10 pM karbonil-
cianid-4-(trifluor-metoxi)  fenilhidrazonnal ~ (FCCP)  kezeltik a  mitokondrilis
membranpotencial szétkapcsolasa érdekében. Az FCCP-vel kezelt sejtekben mért értéket

minden csoportbol kivontuk.

5.13. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism 8.0.1 szoftvert hasznaltunk. Az eredményeket
atlag + SEM formaban tiintettiik fel. A normal eloszlast a D'Agostino—Pearson normalités teszt
segitségével ellendriztiik. Az epesavval és a vehikulummal kezelt mintdk 6sszehasonlitdsara
parositott t-probat alkalmaztunk. Tobb csoport Osszehasonlitasdhoz egy- vagy kétutas
varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, Dunnett vagy Tukey post-hoc teszt alkalmazasaval. A
nemlinedris regresszio €s az ICso értékek meghatarozasa a GraphPad szoftver "[Inhibitor] vs.

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

6.1. A litokélsav hatasainak vizsgalata hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben

erer

crcr

A sejteket LCA-val kezeltiik kiilonb6z6 koncentracioban (0,003 uM—66 uM) ¢€s a sejtszamot
MTT modszer segitségével hataroztuk meg. Az LCA a vizsgalt koncentracidkban, mely magaba
foglalta az LCA human szérumban mért koncentraciojat (0,01-0,03 pM, [223], [224])
szignifikansan csokkentette a Capan-2 sejtek életképességét (7. A abra). Hasonldan az MTT
vizsgalathoz, szulforodamin B festést alkalmazva azt talaltuk, hogy az LCA 0,03 puM

crer

crer

hogy az LCA hatésai PDAC tumorsejt specifikusak.
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A Capan-2 sejteket LCA-val kezeltiik a feltiintetett koncentraciokban 48 o6ran keresztiil. (A) A sejtek
¢életképességét MTT- teszttel (n = 3), és (B) az Osszfehérje tartalmat SRB festéssel hataroztuk meg (n =
3). Az adatok atlag =+ SEM forméaban vannak feltiintetve. A statisztikai analizist a sejtviabilitas
vizsgalatnal egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el, ahol az LCA-val
kezelt mintdkat hasonlitottuk 6ssze a DMSO kontroll mintaval. A fehérje tartalmat az LCA-val kezelt
¢s DMSO kontroll mintak ko6zott parositott t-probaval hasonlitottuk Gssze. A *, ** és *** gtatisztikai
szignifikanciat mutat a LCA kezelt és a kontroll mintak kozott, ahol p < 0,05, p < 0,01 és p <0,001. Az
abran a piros vonal az LCA human szérum referencia koncentracid tartomanyét jelzi (0,01-0,03 pM).

Roviditések: DMSO- dimetil- szulfoxid; LCA- litokoélsav

6.1.2. Az LCA csokkenti az epitelialis-mezenchimalis tranzicioban résztvevé marker-
fehérjék expressziojat és a sejtinvaziot a hasnyalmirigy adenokarcinoma
sejtekben

A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy az LCA képes-e befolydsolni az EMT
folyamatat. Eredményeink azt mutattak, hogy LCA szignifikansan csokkentette az EMT
folyamatadban résztvevé mezenchimalis markerek kifejezddését, a Snail fehérje szintjét a
Capan-2 sejtekben ¢€s a B-catenin fehérje kifejezodését a Capan-2 és BxPC-3 sejtekben. Az
epitelialis ZO1 tight junction markerfehérje szintje emelkedett a Capan-2 sejtekben az LCA
kezelés hatasara (8. A dbra). Meglepden modon az LCA csdkkentette a Claudin-1, tight junction
fehérje szintjét mindkét vizsgalt sejtvonalban. Mindezen eredményekkel Osszhangban a
sejtinvazios kisérletek azt mutattak, hogy az LCA-val kezelt sejtek invadzios képessége
szignifikansan csokkent a DMSO-val kezelt sejtekhez képest (8.B 4bra). Osszességében
elmondhato, hogy az LCA gatolhatja az EMT folyamatat azaltal, hogy csokkenti az EMT
folyamataban kulcsfontossagli fehérjék kifejez0dését és a hasnyadlmirigy adenokarcindéma

sejtek invazids kapacitasat.
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8. abra Az LCA csokkenti az EMT markerek expressziojat és a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtek invazios képességét. A Capan-2 és BxPC-3 sejteket LCA-val (0,03 uM)
¢s DMSO-val (0,001%) kezeltiik 48 o6ran keresztiil. (A) Az EMT folyamataban szerepet jatszo markerek
(mezenchimalis: B-catenin, Snail; epitelialis: ZO1, Claudin-1) fehérje szintjét Western blot technika
segitségével hataroztunk meg. Az abrdkon egy reprezentativ eredmény és harom fiiggetlen kisérlet

(n=3) denzitometrias értékelése van feltiintetve. (B) A Capan-2 sejtek invazids kapacitasat Matrigel
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invazios kamraban vizsgaltuk és invazios indexet szamoltunk (n = 3). Az adatok atlag + SEM formaban
vannak feltiintetve. A * és ** szimbolumok a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik az LCA
kezelt és kontroll mintak kozott, ahol p < 0,05 és p <0,01.

Roviditések: DMSO- dimetil-szulfoxid; LCA- litokélsav; ZO1- zonula occludens 1

6.1.3. Az antioxidansok magas expresszios szintje a pankreasz adenokarcinémaban
szenvedo betegeknél rosszabb prognozist eredményez

Megvizsgaltuk néhany antioxidans enzim és detoxifikalé hatasu gén (NRF2, GPX2,
SOD1/2, NQOI1, HMOXI1, TXN) expresszios szintjét a TCGA/GTEx hasnyalmirigy
adenokarcinoma (PAAD) adatbazisbdl szarmaz6 179 tumor és 171 normal szovetmintaban.
Erdekes modon az antioxidéans, detoxifikalo hatast gének expresszidja emelkedett a pankredsz
adenokarcindméban a normal szovethez képest (9. A abra). Tovabba azt talaltuk, hogy a magas
antioxidans expresszid a betegek rosszabb tulélésével tarsult (9. B abra). Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a magas antioxidans kifejez0dés a hasnyalmirigy adenokarcinéma egyik

fontos jellemzoje, mely ronthatja a betegség kimenetelét.
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9. abra A hasnyalmirigy adenokarcindma daganatok overexpresszaljak az antioxidans
géneket, a csokkent antioxidans szint a hasnyalmirigy adenokarcinomas betegek jobb
tulélésével korrelal. (A) A boxplot abrazolas az antioxidans és NRF2 célgének expressziojat mutatja
hasnyalmirigy adenokarcindmaban és normal szdvetben. Az expresszios szintek log2 (TPM+1) skalan
vannak bemutatva. A képek a Gene Expression Profiling Interactive Analysis online adatbazisbol
(http://gepia.cancer-pku.cn) 2023. majus 11-én lekért adatokbol szarmaznak. Pirossal a tumormintak,
sziirkével pedig a normal szovetek vannak jelolve. (B) A Kaplan—Meier (KM) gorbék a teljes talélésre

vonatkozdan a Kaplan—Meier plotter adatbazisbol (www.kmplot.com) szdrmaznak. Az eredmények az


http://www.kmplot.com/

adatbazisbol 2023. januar 30-an lettek lekérve. Az abran a piros vonal a magas, a fekete vonal az
alacsony expresszios szintet mutatja.

A * szimbdlum statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelent a tumor €s a normal mintak kzott, ahol p
<0,05.

Roviditések: CAT- katalaz; GPX2- glutation-peroxidaz 2; HMOX1- hem oxigenaz 1; NQO1- NAD(P)H
kinon-oxidoreduktaz 1; NRF2- nuklearis faktor, eritroid 2-kapcsolt faktor 2; SOD1,2- szuperoxid-

diszmutaz 1,2; TXN- tioredoxin

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

Az elézoekben azt talaltuk, hogy a hasnyalmirigy adenokarcindma szdévetekben az
antioxidansok overexpresszalddnak a normal szovethez képest, és az antioxidansok fokozott
expresszioja a betegek rosszabb tulélésével tarsul. Egy korabbi tanulmanyunkban kimutattuk,
hogy emlddaganatban az LCA oxidativ stressz indukcion keresztiil citosztazist okoz [12].
Kivancsiak voltunk arra, hogy az LCA hogyan hat az oxidativ stressz folyamatara a
hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben. Az LCA kezelés a Capan-2 hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben csokkentette az NRF2 fehérje expresszidjat, ami a cellularis
antioxidans védelem egyik kozponti szabalyozd molekuldja (10. A 4bra), hasonléan az
emlodaganatos sejtekhez. A 4HNE fehérje adduktok szintje emelkedett az LCA kezelést
kovetden, ami fokozott lipidperoxidaciot jelez (10. B ébra). Tovabba az LCA kezelés fokozta
az INOS fehérje expressziojat (10. C é&bra), ami magas nitrogén-monoxid (NO) szintet
feltételez. Az NO ¢és szuperoxid reakcidjaban keletkezd peroxinitrit egy rendkiviil karos,
reakcioképes anyag, ami képes modositani az aromds aminosavakat. LCA kezelés hatasara
emelkedett a nitrotirozin szintje a sejtekben, ami peroxitnitrit képzddésre utalhat (10. D abra).
Tovabbi eredményeink azt mutatjak, hogy az antioxidansok, mint példaul a redukalt glutation
(GSH) és a pegilalt katalaz (pegCAT) alkalmazédsa megakadalyozta a B-catenin és a Snail LCA
altal indukalt expresszidjanak csdkkenését. Osszességében elmondhatd, hogy az LCA okozta
oxidativ/nitrozativ stressz fontos szerepet jatszhat az EMT gatlasaban a hasnyalmirigy

adenokarcinoma sejtekben (10. E abra).
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10. abra. Az LCA altal indukalt oxidativ/nitrozativ stressz hozzajarul az EMT marker

gének csokkent expresszigjahoz a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben. A Capan-2
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sejteket LCA-val (0,03 uM) kezeltiik 48 oran keresztiil, €s az (A) NRF2, (B) 4HNE, (C) iNOS ¢s (D)
nitrotirozin fehérje szintjét vizsgaltuk meg a kezelés hatdsara Western blot technikaval. Az abrakon
reprezentativ Western blot eredmények és harom fiiggetlen (n=3) kisérlet denzitometrids elemzése
lathatd. (E) A Capan-2 sejtekben LCA (0,03 uM) és/vagy GSH és pegCAT kezelést kvetden a 3-catenin
¢és Snail fehérje kifejezddését vizsgaltuk (n = 3, a bal oldali panel reprezentativ Western blot eredmény,
a jobb oldali panelek fiiggetlen kisérletek denzitometrids analizisét mutatjak).

A nyilak a denzitometrids elemzésnél figyelembe vett savokat jelzik. Az adatok atlag + SEM formaban
vannak feltlintetve. A * és ** szimbolumok a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a kontroll
(DMSO-val kezelt) és LCA- kezelt csoportok kozott, ahol p < 0,05 és p <0,01.

Roviditések: 4HNE- 4-hidroxinonenal, DMSO- dimetil-szulfoxid; GSH- glutation; iNOS- indukalhato
nitrogén-oxid szintaz; LCA- litokolsav; NRF2- nuklearis faktor, eritroid2-kapcsolt faktor 2; pegCAT-
pegilalt katalaz

6.1.5. Az LCA csokkenti a daganatos 6ssejt markerek expresszidjat a hasnyalmirigy
adenokarcinéma sejtekben

A tovabbiakban vizsgaltuk az LCA hatasat az Ossejtszertiségre, néhany Ossejtmarker
kifejezodésén keresztiil. Az LCA szignifikdnsan csokkentette az aldehid-dehidrogenaz 1
(ALDH1) fehérje szintjét (11. A dbra) és az ALDH-pozitiv Capan-2 sejtek szdmat (11. B &bra).
Ezzel 6sszhangban a CD133 fehérje expresszidja is csokkent az LCA kezelést kovetden (11. C
abra). Ezek az eredmények 0sszességében azt mutatjak, hogy az LCA csokkentheti a daganatos

Ossejtek aranyat a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtek kozott.
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11. abra Az LCA csokkenti az ALDH1 és CD133 fehérje kifejezodését a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben. A Capan-2 sejteket LCA-val (0,03 uM) és DMSO-val kezeltiik 48 6ran
keresztiil. (A) Az ALDHI fehérje expressziojat Western blot modszerrel mértiik (n = 3). (B) Az ALDH-
pozitiv sejtek aranyat Aldefluor festést kovetden aramlési citometridval hataroztuk meg (n = 3,
triplikatumokban). (C) A CD133 fehérje szintjét Western blot modszerrel detektaltuk (n = 3). Az adatok
atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. A * szimbolum statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelez
a kontroll (DMSO-val kezelt) és LCA-val kezelt csoportok kdzott, ahol p < 0,05.

Roviditések: ALDH1- aldehid-dehidrogendz 1; DMSO- dimetil-szulfoxid; LCA- litokolsav

6.1.6. Az LCA mitokondrialis oxidativ foszforilaciot indukal a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben

Az LCA-val kezelt Capan-2 sejtek metabolikus valtozdsainak a meghatarozasahoz
Seahorse XF96 analizatort alkalmaztunk. A miiszer egyidejlileg méri az oxigén fogyéasanak
mértékét (OCR- oxygen consuption rate), ami a mitokondridlis respiraciot jelenti és az
extracellularis savasodds mértékét (ECAR- extracellular acidification rate), ami a glikolizist
jelenti. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az LCA kezelés szignifikdnsan novelte a bazalis
légzést, az etomoxir-érzékeny 1égzést (zsirsav-oxidacid), az etomoxir-rezisztens légzést
(gliik6z- és aminosav-oxidacid) és az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kotott 1égzést (12. A dbra).
Az LCA kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan a mitokondridlis oxidacié oligomycin-
rezisztens frakcidjat, amely az ATP-hez nem kapcsolt 1égzésnek felel meg (12. A dbra). Tovabba

az LCA nem befolyasolta a glikolizis folyamatat (ECAR) a Capan-2 sejtekben. (12. B abra).
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Ezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az LCA kulcsfontossagu szerepet jatszhat a

mitokondrialis oxidacioban.
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12. abra Az LCA noveli a mitokondrialis respiraciot a hasnyalmirigy adenokarcinoma
sejtekben. A mitokondrialis oxigénfogyasztast és a glikolizist az LCA-val (0,03 uM) és DMSO-val
kezelt Capan-2 sejtekben Seahorse XF96 késziilékkel mértiik. Az OCR (A) és ECAR (B) értékeket
harom fiiggetlen kisérlet eredményébdl szdmoltuk (n = 3). Az A és B ébra els6 része reprezentativ
eredményt mutat, az dbrak masodik fele fliggetlen kisérletek (n = 3) fold change értékeit mutatja be. A
* &s ** szimbolum, statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelent a kontroll (DMSO-val kezelt) és LCA-
val kezelt csoportok kozott, ahol p < 0,05 és p <0,01.

Roviditések: DMSO- dimetil-szulfoxid; ECAR- extracellularis savasodasi rata; LCA- litokdlsav; ns-

nem szignifikans; OCR- oxigénfogyasztasi rata

58



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

Az epesavak aktivalhatnak magreceptorokat, mint az FXR [225], [226], CAR [12], PXR
[227], LXR [228] és VDR [229], és membranreceptorokat is, példaul a TGRS [10], [12], [230].
Az LCA Aéltal indukalt hatdsokért feleldés receptorok meghatirozasdhoz el0szor receptor
antagonistakat és/vagy inhibitorokat alkalmaztunk, beleértve a CINPAl-et a CAR receptor
gatlasara, a DY268-at az FXR receptor gatladsara, az NF449-et a TGRS receptor downstream
jelatviteli Gtvonalanak gatlasara, GSK2033-at az LXR receptor gatlasara és a ketokonazolt a
PXR receptor gatlasara. Az LCA-kezelésre eredetileg adott csokkent sejtinvazios valaszt a
CINPA1 (CAR receptor antagonista) ¢s a DY268 (FXR receptor antagonista) kezelés blokkolta,
mas receptor antagonistak hatastalanok voltak (13. A abra). A DY268 és a CINPA1 gatolta az
LCA altal indukalt B-catenin és NRF2 expresszid csokkenését (13. B dbra). Annak érdekében,
hogy egy atfogdbb képet kapjunk, a receptorokat a Capan-2 sejtekben siRNS transzfekcidval
csendesitettiik (13. C abra). Egy masik LCA receptort, a VDR-t is vizsgaltunk ebben a
kisérletsorozatban. Az FXR és VDR nuklearis receptorok csendesitése megakadalyozta az LCA
altal indukalt B-catenin fehérje szint csokkenést. A TGRS receptor csendesitése nem
befolyasolta az LCA altal kivaltott hatasokat (13. D abra). Ezen eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az LCA 4&ltal kivaltott hatasok a CAR, FXR és VDR receptorokon

keresztiil kdzvetitddhetnek a hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtekben.
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13. abra Az LCA altal indukalt mezenchimalis-epitelialis tranziciot (MET) és az oxidativ
stressz valaszokat a nuklearis receptorok, FXR, CAR és VDR kozvetitik a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben. A Capan-2 sejtecket DMSO-val, LCA-val (0,03 uM) és/vagy 5 uM
CINPA1, DY268, NF449, GSK2033 és ketokonazollal kezeltiik 48 oran keresztiil. (A) A sejtinvaziot
Corning Matrigel invazios kamraval tanulmanyoztuk (n=1). (B) A B-catenin és NRF2 fehérje
expressziojat Western blot modszerrel vizsgaltuk (reprezentativ abra). A TGRS, FXR és VDR epesav
receptorokat a Capan-2 sejtekben siRNS technikaval csendesitettiik. A kontroll csoportot negativ
kontroll siRNS-sel transzfektaltuk. (C) 48 ora elteltével a transzfekcid hatékonysagat kvantitativ PCR-
el, (D) a B-catenin expressziojat pedig Western blot technikaval hataroztuk meg (n = 3). Az adatok atlag

+ SEM formaban vannak feltiintetve. A transzfekcids hatékonysag elemzésére egyutas ANOVA és
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Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk. A kontroll siRNS és LCA/siRNS kezelt csoportokat parositott t-
prébaval hasonlitottuk dssze. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget a *, ** és *** szimbolumok
jelentik, ahol p < 0,05, p < 0,01 és p <0,001.

Roviditések: DMSO- dimetil-szulfoxid; FXR- farnezoid X receptor; LCA- litokdlsav; NRF2- nuklearis
faktor, eritroid 2-kapcsolt factor 2; TGRS5- G-fehérje kapcsolt epesavreceptor; VDR—D-vitamin receptor

6.2. Az ursodezoxikolsav hatasainak tanulmanyozasa hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben

6.2.1. Az ursodezoxikolsav csokkenti a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtek
proliferacigjat

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

e

crer

kisérletekben az UDCA kezelést 0,3 puM-ban alkalmaztuk. Megvizsgaltuk, hogy a
proliferacioban bekovetkezd csokkenés az UDCA hasnydlmirigy adenokarcinoma sejtekre
gyakorolt toxicitasanak tudhato-e be. Eredményeink azt mutattdk, hogy az UDCA a vizsgalt
koncentracidban nem ndvelte sem a propidium-jodid pozitiv, sem az Annexin-FITC-propidium-
jodid kettds pozitiv (nekrotikus), sem az Annexin-FITC pozitiv (apoptotikus) sejtek aranyat
(14. B ébra).
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apoptozist. (A) A Capan-2 sejteket (3000 sejt/lyuk) 96 lyuka lemezre raktuk és UDCA-val kezeltiik az
abran jelzett koncentraciokban és iddintervallumban. Az 6sszfehérje tartalmat SRB teszttel hataroztuk
meg (n=3), ¢és a kisérleteket 3 technikai replikatum alkalmazasaval végeztiik. (B) A Capan-2 sejteket
(150,000 sejt/lyuk) 6 lyukt lemezre raktuk és 48 oran keresztil UDCA-val (0,3 uM) kezeltiik. A sejteket
Annexin-FITC-PI Apoptozis kit segitségével festettiik €s aramlasi citométerrel elemeztiikk (n = 3). Az
SRB-vizsgalatban a statisztikai analizishez egyutas ANOVA, Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk,
ahol az UDCA kezelt mintakat a DMSO - kontroll mintakhoz hasonlitottuk. Az abran a fekete vonal az
UDCA human szérumban mért referencia koncentracidtartomanyat jelzi. A * jelolés statisztikailag
szignifikans kiilonbséget jelent a kontroll és UDCA-val kezelt csoport kozott, ahol p < 0,05.

Rovidités: DMSO- dimetil-szulfoxid, PI- propidium-jodid, UDCA- ursodezoxikoélsav.

6.2.2. Az ursodezoxikdlsav gatolja az EMT folyamatat a Capan-2 sejtekben

Miutdn megallapitottuk, hogy az UDCA citosztatikus hatdssal bir a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekre, megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a daganatok egyéb klasszikus
tulajdonsagait (cancer hallmarks) [231]. Kimutattuk, hogy az UDCA csokkenti az EMT
folyamataban kulcsfontossagli mezenchimalis fehérjék, B-catenin, Snail, Slug és Vimentin
fehérje szintjét (15. A abra), mig az epitelidlis ZO1 és E-cadherin fehérje kifejezddése
emelkedett (15. B abra) az UDCA kezelés hatasara. Erdekes médon az UDCA csokkentette a
Claudin-1, tight junction fehérje szintjét (15. C dbra) az LCA hatdsahoz hasonléan. A Claudin-
1 alacsony kifejez6dése a hasnyalmirigy-adenokarcindémas betegek esetében a jobb tuléléssel
korrelal (15. D éabra). Az EMT-hez kapcsolodod gének csokkent kifejezddésével dsszhangban
azt is megallapitottuk, hogy az UDCA csokkenti a Capan-2 sejtek invazivitasat (15. E abra).
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15. abra Az UDCA gatolja az EMT folyamatat (A—C). A Capan-2 sejteket (150,000 sejt/lyuk)

6 lyuku lemezen tenyésztettiik, majd 0,3 uM UDCA-val kezeltiik 48 6ran keresztiil. A mezenchimalis
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markerek, (A) B-catenin, Snail, Slug és Vimentin, valamint (B) az epitelialis ZO1 és E-cadherin fehérje
szintjét, és a (C) Claudin-1 expresszidjat az UDCA kezelés hatasadra Western blot technikaval vizsgaltuk
meg (n = 3). Az abrak felsd részén reprezentativ Western blot eredmények, mig az abra alsé részén a
fiiggetlen kisérletek denzitometrids elemzése lathatdé (n = 3) (D) A Claudin-1 expresszidjanak

Osszefiiggését a betegek tulélésével a GEPIA2 adatbazisbol nyertiik ki 2024. éprilis 16-an. (E) A

crcr

modszerek" részben leirtak szerint. A statisztikai kiilonbségeket t-teszttel értékeltiik. A *, ** és ***
szimbolumok a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a kontroll (DMSO-val kezelt) és
UDCA-val kezelt csoportok kozétt, a kdvetkezok szerint: p < 0,05, p < 0,01 és p <0,001.

Roviditések: DMSO- dimetil-szulfoxid; UDCA- ursodezoxikolsav; ZO1- zona occludens 1; CLDNI1-

claudin-1

6.2.3. Az UDCA hatasai mas human PDAC sejtvonalakban is el6idézhetok,
ugyanakkor nem figyelhet6k meg normal human fibroblasztokban

Az UDCA hatasait tovabbi két hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtvonalon, a BXxPC-3 és
PancTu-1 sejteken is tanulmanyoztuk. Az UDCA kezelés csokkentette a mezenchimalis Snail
(16. A és B abra) fehérje szintjét mindkét vizsgalt sejtvonalban, ugyanakkor szignifikdnsan
emelte az epitelidlis E-cadherin fehérje kifejez0dését a PancTu-1 sejtekben (16. B ébra),
hasonldan a Capan-2 sejteknél megfigyelt eredményeinkhez. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy
az UDCA-nak nincs hatdsa a mezenchimalis Slug (16. C abra) fehérje expresszidjara human
fibroblaszt sejtekben. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az UDCA nem befolyésolja az EMT
folyamatat a nem transzformalt, normal human sejtekben, ami arra utal, hogy az UDCA hatésai

szelektivek a PDAC sejtekre.
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16. abra Az UDCA hatiasai mas human PDAC sejtvonalakban is megfigyelhetéek,
ugyanakkor az UDCA nincs hatassal a normal human fibroblaszt sejtekre. A BxPC-3
(100,000 sejt/lyuk) és a PancTu-1 sejteket (150,000 sejt/lyuk), valamint a human fibroblaszt sejteket
(200,000 sejt/lyuk) 6 lyukt lemezre raktuk, majd a letapadasukat kdvetéen 0,3 uM UDCA-val kezeltiik
48 oran keresztiil. A (A,B) Snail, (B) E-cadherin, (C) Slug fehérje szintjét Western blot mddszerrel
detektaltuk (n = 3). Az abrak reprezentativ eredményeket és harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo
eredmények denzitometrids értékelését tartalmazzak. Az adatok atlag + SEM formaban vannak
feltiintetve. A statisztikai kiilonbségeket t-teszttel értékeltiik. A * és ** szimbolumok statisztikailag
szignifikans kiilonbséget jelolnek a kontroll és az UDCA-val kezelt csoportok kdzott, ahol p < 0,05 és
p<0,01

Roviditések: DMSO- dimetil-szulfoxid; UDCA- ursodezoxikolsav

6.2.4. Az ursodezoxikolsav mitokondrialis aktivitast indukal

A sejtek anyagcseréjében bekdvetkezd valtozasok a daganatok egyik jellegzetessége, egy
ugynevezett ,,cancer hallmark™ [232], [233]. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az UDCA
befolyasolja-e a mitokondrialis respiraciot. Seahorse analizis segitségével vizsgaltuk az UDCA
hatasat a mitokondrilis oxidéaciora Capan-2 sejteken. Eredményeink azt mutattdk, hogy az
UDCA fokozta a mitokondridlis respirdcié Osszes vizsgalt frakciojat, a bazalis 1égzést, az
etomoxir-érzékeny 1égzést (zsirsav oxidacio), az etomoxir-rezisztens légzést (glikéz és
aminosav oxidacio), az oligomycin-érzékeny, ATP-hez kapcsolt 1égzést és az oligomycin-

rezisztens légzést is (17. A abra). Az UDCA DioC6 fluoreszcenciat indukal, ami a
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mitokondrialis membranpotencidl novekedésére utal (17. B dbra). Ez a megfigyelés a sejthalal

indukcidjanak hianyaval egyiitt egy jobban dsszekapcsolt mitokondrialis rendszerre utal.
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17. abra Az UDCA mitokondrialis aktivitast indukal. (A) Capan-2 sejteket (5000 sejt/lyuk)
Seahorse lemezre raktuk és 0,3 uM UDCA-val kezeltiik 48 6ran keresztiil, majd Seahorse analizist
végeztink (n=3 és 8 technikai replikatum) az ,,Anyagok és modszerek” cimii részben leirtak szerint. Az
adatokat log2 transzformaltuk a normal eloszlas elérése érdekében. (B) A mitokondrialis
membranpotencial mérésére DioC6 festést alkalmaztunk. A Capan-2 sejteket 6 lyuku lemezre raktuk és
48 oran keresztiil UDCA-val és DMSO-val kezeltiik. Ezutan a sejteket DioC6-al (40 nM) 30 percen
keresztiil festettilk, a fluoreszcenciat aramlasi citometriaval elemeztik (n=3). A statisztikai
kiilonbségeket t-teszttel értékeltiik. A * és *** szimbolumok statisztikailag szignifikans kiilonbséget
jelolnek a kontroll csoport és az UDCA-val kezelt csoportok kdzott, ahol p < 0,05 és p < 0,001 .
Roviditések: BASE- bazélis 1égzés, CTL- kontroll, OCR- oxigénfogyasztasi rata, RESIS- rezisztens,
SENS- érzékeny, UDCA- ursodezoxikolsav.
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6.2.5. Az ursodezoxikolsav nem befolyasolja a PDAC kezelésében is alkalmazott
kemoterapias szerek Kinetikai tulajdonsagait

Egyre tobb tanulmany bizonyitja azt, hogy a bakteridlis metabolitok befolyasoljdk a
terapias szerek hatékonysagat [234], [235], [236]. Kisérleteinkben vizsgaltuk az UDCA ¢és a
hasnyalmirigy adenokarcinéma kezelésében alkalmazott néhdny kemoterapias szer kombinalt
hatasat [237], [238]. Az S5-fluorouracilt (5FU) és az oxaliplatint (OXA) kiilonbozo
koncentraciokban teszteltiik dnmagukban és UDCA-val (0,3 uM) kombindlva és vizsgaltuk,
hogyan hatnak a kezelések a PDAC sejtekre [236]. Eredményeink azt mutatjak, hogy az UDCA
nem befolyasolta ezen terdpids szerek kinetikai tulajdonsagait, az ICso értéket és a Hill

koefficienst (kollaborativ kotddés vagy hatds) a Capan-2 sejtek proliferaciojanak

modulalasaban (18. abra; 5. tdblazat).
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18. abra. Az UDCA nem befolyasolja az SFU és az OXA kemoterapias gyogyszerek
hatasat. A Capan-2 sejteket (5000 sejt/lyuk) 96 lyuka lemezen tenyésztettikk, majd SFU és OXA
terapias szerekkel kezeltilk onmagukban vagy UDCA-val (0.3 pM) kombindlva 48 oran keresztiil. A
kontroll minta DMSO kezelést (0,001%) kapott. A kezelés elteltével MTT vizsgalatot végeztiink (n=3
¢s 3 technikai replikdtum). Az eredményeket a kontroll csoporthoz viszonyitva fejeztiik ki. A statisztikai
kiilonbséget kétutas ANOVA teszt alkalmazasaval, majd Tukey post hoc teszttel értékeltiik. A #, ## és
### szimbolumok statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a kontroll minta és kemoterapias
szer jelzett koncentracidja kozott, ahol <0,05, p < 0,01 vagy p < 0,001.

Roviditések: SFU- 5-fluorouracil, OXA- oxaliplatin, UDCA- ursodezoxikolsav
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5. tablazat A kemoterapias szerek és a kemoterapias szer/ UDCA kombinacidk kinetikai

értékei.

Kemoterapias gyogyszer Metabolit ICso (=SD) Hill-egyiitthaté (+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 litokélsav hatasai a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtekben

A daganatos megbetegedéseket gyakran kiséri a mikrobiom atalakuldsa, az onkobiozis,
mely eldsegitheti a daganat progresszidjat. A mikrobiom bakterialis metabolitok szekrécioja
révén képes befolyésolni a daganat miikodését. Az értekezésem alapjaul szolgélo tanulmanyban
elsOként azonositottuk a litokolsavat, egy daganatellenes aktivitdssal rendelkezd bakterialis
metabolitként a hasnyalmirigy adenokarcinoéma sejtekben.

Erdekes modon az epesavakat korabbi tanulmanyokban rakkelté anyagoknak tekintették [239],
[240]. Az epesavak karcinogenitasaval kapcsolatos vizsgalatok elsdsorban az elsddleges és a
konjugalt epesavak sejtkarositd és gyulladaskeltd hatasaira fokuszaltak. A legtjabb eziranyu
vizsgalatok kimutattak, hogy az epesavak daganatellenes hatasuak is lehetnek, és az epesavak
pro- vagy antikarcinogén aktivitdsa a tényleges epesavfajtatol és a daganat tipusatol fligg.
Hasnyalmirigy adenokarcinomédban példaul a CDCA prokarcinogén tulajdonsagokkal
rendelkezik [241], a CA és az UDCA daganatellenes tulajdonsagokkal bir [242], [243], mig a
DCA keverthatassal rendelkezik [95], [102], [241]. Az LCA daganatellenes tulajdonsagait
kimutattdk a hasnyalmirigy adenokarcindmatol eltéré neoplazidkban is, beleértve az emlérakot
[10], [12], [109], neuroblasztomat [103], prosztatardkot [105], m4jrakot [108], epeholyagrakot
[107] és a nephroblasztomat [106]. Ezek a hatasok szelektivek a neoplazidkra, mivel az LCA
nem befolyasolja a nem transzformalt sejteket [10]. Fontos felismerés, hogy a bélbaktériumok
altal termelt epesav-metabolitok, mint az LCA, nem csupan lokalisan a béltraktusban, hanem
tavolabbi szervek, példaul a mdj vagy a hasnyalmirigy daganatsejtjeit is képes befolyasolni. Az
LCA szerepének feltérképezése kiilondsen fontos a hasnyalmirigy adenokarcinoma esetében,
mivel ez a daganattipus rendkiviil agressziv, rossz prognodzisu, €s jelenleg kevés hatékony
terapias célponttal rendelkezik. Ebbdl kifolyolag a mikrobiom altal termelt, endogén kis
molekulak, mint az LCA, potencialis daganatellenes szerként valé azonositasa uj lehetdségeket
nyithat a betegség kezelési stratégiaiban.

Megjegyzendd, hogy az altalunk végzett vizsgalatokban az LCA-t a human szérumban mért
nanomoldris koncentracidban alkalmaztuk, ami alacsonyabb a korabbi tanulmanyokban
alkalmazott LCA koncentracidknal, ami aspecifikus hatasok kialakulasahoz is vezethet.

Az LCA antineoplasztikus hatdsa sokrétli a hasnyalmirigy adenokarcindéma sejtekben,
magaba foglalja a citosztazist, az EMT gatldsat, a daganatos Ossejtek tulajdonsagainak

csokkentését és a mitokondridlis oxidacid indukciodjat. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az
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LCA gatolta az EMT folyamatat, azaltal, hogy csokkentette a mezenchimalis markerek ([3-
catenin és Snail) expresszidjat, és emelte az epitelialis ZO1 marker kifejez6dését. Erdekes
moddon vizsgélatunkban az LCA kezelés csokkentette a Claudin-1 fehérje szintjét, hasonloan a
mezenchimalis markerekhez. Hasnyalmirigy daganatban a Claudin-1 fokozott expresszidja a
betegség progresszidjaval jar egyiitt [244], [245]. Az EMT gatlasaval 6sszhangban az LCA
csokkentette a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtek invazios kapacitasat €s elosegitette az
Ossejt-szeri tulajdonsagok elvesztését. Fontos megjegyezni, hogy ezek az Ossejt-szerii
tulajdonsagok szdmos daganattipushoz kapcsolodnak, beleértve a  hasnyalmirigy
adenokarcinomat [246]. Az Ossejt-jellegli sejtek jelenléte a tumor heterogenitas, a terapias
rezisztencia és a kijulas lehetdségének egyik fO bioldgiai alapja. Ezért az LCA ezen
sejtpopulaciokra gyakorolt hatdsa kiillondsen értékes terapias szempontbol, mivel csokkentheti
a daganat kigjuldsi  képességét, ¢és a  kemoterdpiara  valé  rezisztenciat.
A sejtek anyagcseréjének atrendezddése a daganatos sejtek egyik jellemzdje [232]. Kiterjedt
metabolikus atprogramozas figyelheté meg a hasnyalmirigy adenokarcindméban, beleértve a
glikolizis valtozasait, a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot, a Szentgyorgyi-Krebs-ciklust, a
lipid anyagcserét és a glutaminolizist. Bar a mogottes biokémiai valtozasok sokfélék, az egyik
kozOs vonas a mitokondridlis OXPHOS elnyomasa [247]. Az LCA kezelés mitokondrialis
oxigénfogyasztast indukalt a hasnyalmirigy adenokarcindma sejtekben, beleértve a zsirsav-
oxidaciot, a gliikdz vagy aminosav oxidaciot és az ATP-termeléshez kotott 1égzést. A magasabb
mitokondrialis 1€gzési szintek korlatozhatjdk a bioszintézishez sziikséges szubsztratok
elérhetdségét, és hozzdjarulhatnak a metabolikus inflexibilitdshoz, ami a sejteket kevésbé
ellendllova teszi a tdpanyag elérhetdség valtozasaival szemben. Ez a jelenség kiilondsen
jelentds a tumorsejtek adaptiv talélési stratégiai szempontjabdl, mivel a daganatok gyakran
hipoxias, tapanyaghidnyos mikrokornyezetben fejloddnek. Az LCA altal kivaltott oxidativ
anyagcsere iranyvaltas a glikolizisfliggé tumorsejtek szamara hatranyos feltételeket teremthet,
amely csokkentheti proliferacios képességiiket. Ezek a sejtszintli folyamatok hozzajarulhatnak
ahhoz, hogy az LCA anyagcsere-folyamatokon keresztiil is kifejtse daganatellenes hatésat.

A sejtek redox-homeosztazisanak befolydsoldsa az LCA daganatellenes hatasainak egyik
f6 oka [12]. Kimutattuk, hogy az LCA oxidativ-nitrozativ stresszt indukél a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtekben, azaltal, hogy csokkenti az NRF2 antioxidans transzkripcids faktor
expressziojat, emeli az iNOS ¢és a nitrotirozin fehérje szinjét, valamint lipidperoxidaciot
indukal. Az LCA okozta oxidativ stressz kulcsszerepet jatszik az EMT folyamatanak gatlasaban
PDAC sejtekben és mas neoplaziak sejtmodelljeiben a proliferacié csokkentésében [12] is. Az
NRF2 karcinogén hatasat hasnyalmirigy-daganatokban szamos tanulméany bizonyitja [189],
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[248]. Ezzel Osszhangban a ROS tultermelés a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtjeit
fogékonnya teszi a sejthalalra [249]. A hasnyalmirigy adenokarcindéma progresszidja gyakran
egybeesik a Keap-1 fehérjét inaktivalé mutacidkkal, melyek konstitutivan aktivva teszik az
NRF2-t [250]. A magas nuklearis NRF2 expresszio korrelal a hasnyalmirigy-daganatos betegek
csokkent talélési aranyaval [251]. Igazoltuk, hogy az antioxidansok, koztiik az NRF2 is,
overexpresszalddnak a hasnyalmirigy adenokarcinomaban, és a tilzott antioxidans expresszio
a betegség rosszabb klinikai kimenetelével jar. Eredményeink arra utalnak, hogy az LCA képes
megbontani a tumorsejtek altal kialakitott antioxidans véddmechanizmusokat, ezaltal
érzékenyebbé téve a sejteket az oxidativ stressz altal kozvetitett apoptotikus ingerekkel
szemben. Ez kiilondsen jelentds olyan tumorok esetében, ahol az NRF2-konstitutiv aktivacioja
¢s a ROS-detoxikald enzimek talzott jelenléte fontos szerepet jatszik a terdpiarezisztencia
kialakuldsdban. Mindezek alapjan az NRF2- jelatvitel célzott modulalasa, példaul olyan
természetes vegyliletek révén, mint az LCA igéretes stratégiat jelenthet a hasnyalmirigy
adenokarcinoma kezelésében, kiilonosen olyan esetekben, ahol mas terapidk hatékonysagat
korlatozza a fokozott antioxidans védelem.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az LCA daganatellenes hatdsait a hasnyalmirigy
adenokarcinoma sejtmodellekben a CAR, FXR és VDR nukledris receptorok kozvetitik. A VDR
magas expressziojat kimutattak hasnyalmirigy-daganatos sejtekben [252] és a hasnyalmirigy-
tumor sztromaban [253]. A VDR jelatvitel aktivaldsa javitja a hasnyalmirigy daganat
jatszik a hasnyalmirigy-daganat Ossejt-szerli tulajdonsdgainak gatlasaban [255] is. Az FXR
hatasainak megértése nehezebb, mivel a magas FXR expresszionak a sejtek tulélésére gyakorolt
hatasai ellentmondasosak [256], [257]. Mivel a VDR ¢s FXR ligandfiiggd transzkripcids
faktorokként miikddnek, aktivacidjuk egyedi génexpresszids programokat képes elinditani,
amelyek akar sejtspecifikusak is lehetnek. Kiilondsen érdekes, hogy az LCA viszonylag
alacsony affinitassal, de nagy specificitassal aktivalja a VDR-t, ami arra utal, hogy a litokolsav
hatasai jol szabalyozott receptor-medialt folyamatok eredménye lehet. A CAR receptor hatasa
hasnyalmirigy adenokarcindméban nem ismert. A CAR, mint xenobiotikum-érzékeld receptor,
enzimek expresszidjanak szabalyozasaban, ami felveti annak lehetdségét, hogy az LCA
fokozhatja a kemoterapia hatékonysagat a CAR-medialt utvonalak révén. Az epesavak szamos
receptort aktivalhatnak (lasd [258]), €s hasonlé utvonalak jatszhatnak szerepet az LCA altal

kozvetitett daganatellenes folyamatok indukdldsdban mas daganattipusokban is (pl.
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vastagbélrak [229]), de mas receptorok is aktivalédhatnak a kiilonb6z0 neoplazidkban a
citosztazis kivaltasara (pl. TGRS és CAR receptorok emlérakban [12]).

Mig a kisérleti eredmények egyértelmiien azt mutatjadk, hogy az LCA tobb daganatra
jellemzo tulajdonséagot is gatol a hasnyalmirigy adenokarcinoma sejtmodellekben, addig nem
vilagos, hogy ezek a hatasok hogyan iiltethetoek at human hasnyalmirigy adenokarcinémara.
Az epesavak kapcsolatba hozhatéak a hasnyalmirigy adenokarcinéma riziké faktoraival, mint
az elhizés, a cukorbetegség, a hasnyalmirigy-gyulladas és a hipertrigliceridémia. Példaul a DCA
masodlagos epesav koncentracioja emelkedett a 2-es tipusti cukorbetegségben [259],valamint
hasnyalmirigy-gyulladasban az 6sszes keringd epesavszint megemelkedett [261].

A konjugalt epesavszintek (a legtobb esetben glikokélsav) a  hasnyalmirigy
adenokarcinoméban szenvedd betegek plazma- és szérummintdiban emelkednek a kontroll
egyénekhez képest [262], [263]. A PDAC betegek plazméjdban a nem konjugélt epesavak
szintje csokken [264]. Azonban a nem konjugalt epesavak koncentracidja az epében (k6zds
epevezetékbdl (CBD) szarmazd) emelkedett a PDAC-ban szenvedd betegeknél, a jéindulata
betegségben szenvedd egyénekhez képest. A megnovekedett konjugalatlan epesavkoncentracid
oka lehet az epevezetékben 1évd hidroxilaz-termeld baktériumok és a CBD kovek jelenléte,
melyek blokkoljadk az epe megfeleld aramlasat, ami epepangashoz ¢és a baktériumok
elszaporodasadhoz vezet [265]. Az epesav koncentraciok az emberi szérumban segithetnek
megkiilonboztetni a hasnyalmirigy adenokarcinoméban szenvedd betegeket a joindulatu
betegségekben szenvedd betegektdl és az egészséges egyénektol.

Bar a laboratériumi modellrendszerek, mint a sejtvonalak hasznosak az LCA
hatdsmechanizmusanak vizsgalatira, de nem tiikrozik teljes mértékben a human daganat
heterogenitdsat, immunoldgiai kornyezetét ¢€s mikrobiom-Osszetételét, amelyek mind
befolyasolhatjak az epesavak biologiai aktivitasat.

Legjobb tudomasunk szerint nincs tanulmany hasnyalmirigydaganatban a bakterialis LCA-
termelés ¢és a daganat progresszioja kozotti 6sszefiiggésrol. Megjegyzendd, hogy a méasodlagos
epesavak koziil az LCA szintje a legalacsonyabb az egészséges egyének szérumaban [258], igy
adenokarcinomaban kimutattuk, hogy a bakteridlis LCA-szintézis korai stddiumban csokken
(0—1 stddium), ami arra utal, hogy az alacsony LCA-koncentracié hozzajarul az emldérak
patogenézis€éhez [10]. A betegség eldrehaladtaval az LCA-éltal aktivalt jelatviteli palyak
expresszioja is drasztikusan lecsokken. Vagyis nemcsak a bél mikrobiomjanak bioszintetikus
kapacitdsa csokken, ami a citosztatikus bakteridlis metabolitok, mint az LCA, termelésének

csokkénéséhez vezet, hanem a metabolitok indukalta citosztatikus szignalizaci6 is eltlinik a
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daganatbol. Mivel az LCA lokalisan ¢€s szisztémasan is képes receptor-medialt jelatviteli
utvonalakat befolyasolni, annak hianya vagy csokkent jelenléte felborithatja a sejtek
homeosztatikus egyensulyat, kiilondsen a redox, proliferacios és gyulladdsos vélaszok terén.
Ez a jelenség a hasnyalmirigy daganatok esetében is relevans lehet. Felvetddik tehat annak
lehetdsége, hogy a bélmikrobiom LCA-termelésének zavarai hozzdjarulhatnak a PDAC

patogeneziséhez.

7.2. Az ursodezoxikolsav hatasai hasnyalmirigy adenokarcinomaban

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az UDCA bakteridlis metabolit citosztatikus hatast fejt
ki PDAC sejtmodellekben. Az UDCA jétékony hatasat szamos daganatban leirtak, mint példaul
a glioblasztoma [266], neuroblasztoma [267], PDAC [112], prosztatarak [268], melanoma
[269], hepatocellularis karcinéma [270], [271], oralis laphamkarcinoma [272], leukémia [273],
gyomorrdk [274], nyel6csOrak [297] és vastagbélrak [278]. Fontos kiemelni, hogy ezen
vizsgalatok nagy tobbségénél az UDCA-t szuprafiziologids koncentracioban alkalmaztik,
amely 2-4 nagysagrenddel magasabb, mint az UDCA humén szérum referenciakoncentracioja.
Mas daganatos megbetegedések modelljeiben kutatdcsoportunk €s mas tanulmanyok is
kimutattak, hogy az epesavak (az UDCA-n kiviil) alacsony, fizioldgiashoz kozeli koncentracioi
képesek bioldgiai hatasokat kivaltani [102], [223], [236], [279], [280]. A masodlagos epesavak
nagy része képes befolydsolni a PDAC sejtek viselkedését (UDCA (az értekezés alapjat
szolgal6d tanulméanyban leirtak szerint és [96], DCA [102] és LCA [280], [281]) ellentétben més
rosszindulati daganatokkal, mint a petefészek- vagy emldkarcinoma [231], [282] ahol csak
egy-egy masodlagos epesav hatdsos. Ez arra utalhat, hogy a PDAC sajatos epesav
epesav-receptorok (pl. FXR, TGRS5) differencialt expressziojara vezethetd vissza. E
megfigyelés tovabbi kutatdsok alapjat képezheti, kiilonos tekintettel az epesav-medialt
jelatviteli utak szerepére a hasnyalmirigyrdk patogenezisében és terapias célpontként valod
alkalmazhatosagukban.

Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az UDCA kezelés csokkentette az EMT-ben
kulcsfontossagli mezenchimalis markerek expressziojat, mint a B-catenin, Snail, Slug és a
Vimentin, ugyanakkor az UDCA kezelés hatasara nétt az epitelidlis markerek, mint a ZO1 és

az E-cadherin kifejezédése. Az UDCA csokkentette a Claudin-1 tight junction fehérje szintjét,
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mely fehérje esetében a csokkent tumoralis expresszio a hasnyalmirigy-daganatos betegek jobb
tulélésével korreldl. Ezenkiviil azt talaltuk, hogy az UDCA kezelés csokkenti a PDAC sejtek
invazids képességét is. Ez az EMT-t gatlo hatas kiilondsen jelentds a PDAC szempontjabodl; a
mezenchimalis 4&tmenet nemcsak a sejtek invazivitdsat és metasztatikus potencialjat novel,
hanem hozzajarul a kemoterapids rezisztencia és a daganatos Ossejtek fenntartdsdhoz is. Az
UDCA hatasara megfigyelt markervaltozasok egy kevésbé agressziv fenotipus kialakuldsat
tamogatjak, amely a terapias valaszkészség szempontjabol elényos lehet.

Kimutattuk, hogy az UDCA-kezelés indukalja a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot. Az
OXPHOS aktivitas novekedése jelentheti a sejtek metabolikus atprogramozasat a
mitokondrialis energiahasznositas iranyaba. Ez a metabolikus véltozds nemcsak az UDCA,
hanem mads epesavak esetében is kimutathatd volt, és Osszefiiggésbe hozhatd a citosztazis
(sejtnovekedés gatlasa) és az apoptdzis (programozott sejthalal) indukcidjaval [88], [102],
[223], [280]. A mitokondridlis metabolikus valtozasok kulcsszerepet jatszanak a daganatos
Ossejtek atprogramozasaban [283], [284] is. Az UDCA az energiametabolizmus
Ujraprogramozasa révén nemcsak a proliferacios képességet csokkenti, hanem érzékenyebbé is
teheti a sejteket a kiilonbozd terapids beavatkozasokkal, példaul kemoterapidval szemben. Az
OXPHOS fokozddasa raadasul a reaktiv oxigéngyokok (ROS) szintjének emelkedéséhez is
vezethet, amely fokozhatja az apoptotikus valaszreakcidkat, tovabb erdsitve az UDCA
daganatellenes hatasat.

Vizsgaltuk azt is, hogy az UDCA befolyéasolhatja-e a hasnyalmirigy adenokarcindéma
kezelésében alkalmazott kemoterdpids szerek hatékonysagit. Az epesavak elénydsen
kombinalhatok a daganatellenes szerekkel. Gyermekgyodgyaszati daganatos betegek
kemoterapias kezelése soran megfigyelték, hogy a keringd epesavak szintjének emelkedése
pozitiv korreldciét mutatott a gyorsabb klinikai felépiiléssel. A tauroursodezoxikodlsav
(TUDCA) étrendkiegészitdként vald alkalmazisa jobb gyogyuldst eredményezett az 5-FU
kezelés utan az ER stresszvalaszok gatlasaval egerekben [285]. mikrobiom és a kemoterapias
szerek kozotti sokrétll kapcsolat az aldbbi moddon valosulhat meg 1) a baktériumok
metabolizalhatjdk a kemoterdpids szereket, ez pedig befolyasolhatja a szerek
farmakokinetikajat, és ezaltal a hatékonysagukat [287], [288] 2) a kemoterapids szerek
modulaljak a mikrobiom Osszetételét, példaul a kemoterapia hatdsara bizonyos baktériumok
aranya novekedhet vagy csokkenhet, ami tovabbi hatdssal lehet a kezelés eredményességére
[289], [290] és 3) a bakterialis metabolitok befolyasolhatjak a kemoterapias szerek aktivitasat,
mas daganat tipusokban [102], [280], [291], [292] és PDAC-ban [234], [293].

Egyes bakterialis metabolitok, mint példaul az indol-szarmazékok javitjdk a kemoterdpia
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eredményességét [234] és befolyasoljak bizonyos kemoterapias szerek, példaul az 5-
fluorouracil, a doxorubicin €s a paclitaxel aktivitasat [236].
Az UDCA fokozta a DNS topoizomeraz I inhibitor altal indukalt apoptozist tobb daganatos
sejtvonalban [294]. Az UDCA ¢s a COX-2 inhibitor, celecoxib kombinacioja csokkentette a
vastagbélrakos sejtek novekedését [295]. Erdekes modon az UDCA szinergikus hatassal van a
szorafenib tumorellenes aktivitdsara hepatocellularis karcindma sejtekben [291].
Osszességében kimutattuk, hogy az UDCA a szérumban mért referencia
koncentracioban kedvezo hatast gyakorol a hasnyalmirigy adenokarcindéma sejtekre anélkiil,
hogy potencialisan befolyasolnd a kemoterapiat, igy elkeriilhet6 a szuprafiziologés
koncentracié mellékhatasokkal vagy toxicitassal jardo magas rizikdja. Az UDCA alkalmazhato
onallo szerként is, nemcsak kemoterapias gyogyszerekkel kombinalva. Az UDCA még
farmakologiailag relevans koncentraciokban is alacsony toxicitdsu. Ezek az eredmények az
UDCA alkalmazhatosagéra utalnak a PDAC kezelésében. Az alacsony toxicitas és a kedvezd
hatasprofil kiilonosen igéretes, mivel a PDAC kezelése korlatozott hatékonysagu, és az uj
terapias megkozelitésekre napjainkban igen nagy sziikség van. Jovébeli preklinikai és klinikai
vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasara, hogy az UDCA hossza tavl alkalmazéasa milyen
mértékben képes befolyasolni a tulélést, a terdpids valaszkészséget és a tumorrekurencia

kockazatat hasnyalmirigyrakban.
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8. Osszefoglalas

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

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

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

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

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

biomarkerek igéretét kinalja a korai felismeréshez és prognozishoz.
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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.

77



10.

(1]

(2]

(3]
[4]

(5]

(6]

[7]

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Irodalmojegyzék

F. Bray et al., ‘Global cancer statistics 2022: GLOBOCAN estimates of incidence
and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries’, CA. Cancer J. Clin., vol.
74, no. 3, pp. 229-263, May 2024, doi: 10.3322/caac.21834.

X. Chen, F. Liu, Q. Xue, X. Weng, and F. Xu, ‘Metastatic pancreatic cancer:
Mechanisms and detection’, Oncol. Rep., vol. 46, no. 5, Nov. 2021, doi:
10.3892/0R.2021.8182.

C. Springfeld et al., ‘Chemotherapy for pancreatic cancer’, Presse Médicale, vol.
48, no. 3, pp. €159-e174, Mar. 2019, doi: 10.1016/j.lpm.2019.02.025.

R. K. Singh et al., ‘Influence of diet on the gut microbiome and implications for
human health’, J. Transl. Med., vol. 15, no. 1, p. 73, Dec. 2017, doi:
10.1186/s12967-017-1175-y.

Y. Fan and O. Pedersen, ‘Gut microbiota in human metabolic health and disease’,
Nat. Rev. Microbiol., vol. 19, no. 1, pp. 55-71, Jan. 2021, doi: 10.1038/s41579-020-
0433-9.

R. Sender, S. Fuchs, and R. Milo, ‘Revised Estimates for the Number of Human and
Bacteria Cells in the Body’, PLOS Biol., vol. 14, no. 8, p. e1002533, Aug. 2016, doi:
10.1371/journal.pbio.1002533.

S. V. Lynch and O. Pedersen, ‘The Human Intestinal Microbiome in Health and
Disease’, N. Engl. J. Med., vol. 375, no. 24, pp. 2369-2379, Dec. 2016, doi:
10.1056/NEJMra1600266.

B. Kiss et al., ‘Oncobiosis and Microbial Metabolite Signaling in Pancreatic
Adenocarcinoma’, Cancers, vol. 12, no. 5, p. 1068, Apr. 2020, doi:
10.3390/cancers12051068.

G. D. Sepich-Poore, L. Zitvogel, R. Straussman, J. Hasty, J. A. Wargo, and R. Knight,
‘The microbiome and human cancer’, Science, vol. 371, no. 6536, p. eabc4552,
Mar. 2021, doi: 10.1126/science.abc4552.

E. Miké et al., ‘Lithocholic acid, a bacterial metabolite reduces breast cancer cell
proliferation and aggressiveness’, Biochim. Biophys. Acta - Bioenerg., vol. 1859,
no. 9, pp. 958-974, 2018, doi: 10.1016/j.bbabio.2018.04.002.

T. Kovacs et al., ‘Cadaverine, a metabolite of the microbiome, reduces breast
cancer aggressiveness through trace amino acid receptors’, Sci. Rep., vol. 9, no. 1,
pp. 1-14, 2019, doi: 10.1038/s41598-018-37664-7.

P. Kovacs et al., ‘Lithocholic Acid, a Metabolite of the Microbiome, Increases
Oxidative Stress in Breast Cancer’, Cancers, vol. 11, no. 9, Sep. 2019, doi:
10.3390/CANCERS11091255.

J. ). Farrell et al., ‘Variations of oral microbiota are associated with pancreatic
diseases including pancreatic cancer’, Gut, vol. 61, no. 4, pp. 582-588, Apr. 2012,
doi: 10.1136/gutjnl-2011-300784.

Q.-X. Mei, C.-L. Huang, S.-Z. Luo, X.-M. Zhang, Y. Zeng, and Y.-Y. Lu,
‘Characterization of the duodenal bacterial microbiota in patients with pancreatic
head cancer vs. healthy controls’, Pancreatology, vol. 18, no. 4, pp. 438-445, Jun.
2018, doi: 10.1016/j.pan.2018.03.005.

78



[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

M.-Y. Wei et al., ‘The microbiota and microbiome in pancreatic cancer: more
influential than expected’, Mol. Cancer, vol. 18, no. 1, p. 97, Dec. 2019, doi:
10.1186/s12943-019-1008-0.

C. P. Zambirinis, S. Pushalkar, D. Saxena, and G. Miller, ‘Pancreatic Cancer,
Inflammation, and Microbiome’, Cancer J., vol. 20, no. 3, pp. 195-202, May 2014,
doi: 10.1097/PP0O.0000000000000045.

B. Aykut et al., ‘The fungal mycobiome promotes pancreatic oncogenesis via
activation of MBL, Nature, vol. 574, no. 7777, pp. 264-267, Oct. 2019, doi:
10.1038/s41586-019-1608-2.

P. Li, Y. Shu, and Y. Gu, ‘The potential role of bacteria in pancreatic cancer: a
systematic review’, Carcinogenesis, vol. 41, no. 4, pp. 397-404, Jun. 2020, doi:
10.1093/carcin/bgaa013.

D. Pagliari et al., ‘Gut Microbiota-Immune System Crosstalk and Pancreatic
Disorders’, Mediators Inflamm., vol. 2018, pp. 1-13, 2018, doi:
10.1155/2018/7946431.

E. Miko et al., ‘Microbiome—Microbial Metabolome—Cancer Cell Interactions in
Breast Cancer—Familiar, but Unexplored’, Cells, vol. 8, no. 4, p. 293, Mar. 2019,
doi: 10.3390/cells8040293.

J. M. Ridlon and J. S. Bajaj, ‘The human gut sterolbiome: bile acid-microbiome
endocrine aspects and therapeutics’, Acta Pharm. Sin. B, vol. 5, no. 2, pp. 99-105,
Mar. 2015, doi: 10.1016/j.apsb.2015.01.006.

L. D. Wood, M. |. Canto, E. M. Jaffee, and D. M. Simeone, ‘Pancreatic Cancer:
Pathogenesis, Screening, Diagnosis, and Treatment’, Gastroenterology, vol. 163,
no. 2, pp. 386-402.e1, Aug. 2022, doi: 10.1053/j.gastro.2022.03.056.

T. P. Yeo, ‘Demographics, Epidemiology, and Inheritance of Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma’, Semin. Oncol., vol. 42, no. 1, pp. 8-18, Feb. 2015, doi:
10.1053/j.seminoncol.2014.12.002.

J. M. Shields, K. Pruitt, A. McFall, A. Shaub, and C. J. Der, ‘Understanding Ras: “it
ain’t over "tilit’s over”, Trends Cell Biol., vol. 10, no. 4, pp. 147-154, Apr. 2000, doi:
10.1016/S0962-8924(00)01740-2.

E. Del Poggetto et al., ‘Epithelial memory of inflammation limits tissue damage
while promoting pancreatic tumorigenesis’, Science, vol. 373, no. 6561, p.
eabj0486, Sep. 2021, doi: 10.1126/science.abj0486.

S. Jones et al., ‘Core Signaling Pathways in Human Pancreatic Cancers Revealed
by Global Genomic Analyses’, Science, vol. 321, no. 5897, pp. 1801-1806, Sep.
2008, doi: 10.1126/science.1164368.

S.Y. G. Friedlander et al., ‘Context-Dependent Transformation of Adult Pancreatic
Cells by Oncogenic K-Ras’, Cancer Cell, vol. 16, no. 5, pp. 379-389, Nov. 2009,
doi: 10.1016/j.ccr.2009.09.027.

W. Hartwig, J. Werner, D. Jager, J. Debus, and M. W. Blchler, ‘Improvement of
surgical results for pancreatic cancer’, Lancet Oncol., vol. 14, no. 11, pp. e476—
e485, Oct. 2013, doi: 10.1016/S1470-2045(13)70172-4.

J. Kleeff et al., ‘Pancreatic cancer’, Nat. Rev. Dis. Primer, vol. 2, no. 1, p. 16022,
Apr. 2016, doi: 10.1038/nrdp.2016.22.

T. Conroy et al., ‘FOLFIRINOX versus Gemcitabine for Metastatic Pancreatic
Cancer’, N. Engl. J. Med., vol. 364, no. 19, pp. 1817-1825, May 2011, doi:
10.1056/NEJM0a1011923.

79



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

D. D. Von Hoff et al., ‘Increased Survival in Pancreatic Cancer with nab-Paclitaxel
plus Gemcitabine’, N. Engl. J. Med., vol. 369, no. 18, pp. 1691-1703, Oct. 2013,
doi: 10.1056/NEJM0a1304369.

F. Backhed et al., ‘Defining a Healthy Human Gut Microbiome: Current Concepts,
Future Directions, and Clinical Applications’, Cell Host Microbe, vol. 12, no. 5, pp.
611-622, Nov. 2012, doi: 10.1016/j.chom.2012.10.012.

H. F. Jenkinson and R. J. Lamont, ‘Oral microbial communities in sickness and in
health’, Trends Microbiol., vol. 13, no. 12, pp. 589-595, Dec. 2005, doi:
10.1016/j.tim.2005.09.006.

R. R. Roth and W. D. James, ‘Microbial Ecology of the Skin’, Annu. Rev. Microbiol.,
vol. 42, no. 1, pp. 441-464, Oct. 1988, doi:
10.1146/annurev.mi.42.100188.002301.

F. Backhed, R. E. Ley, J. L. Sonnenburg, D. A. Peterson, and J. |. Gordon, ‘Host-
Bacterial Mutualism in the Human Intestine’, Science, vol. 307, no. 5717, pp.
1915-1920, Mar. 2005, doi: 10.1126/science.1104816.

V. Robles Alonso and F. Guarner, ‘Linking the gut microbiota to human health’, Br.
J. Nutr., vol. 109, no. S2, pp. S21-S26, Jan. 2013, doi:
10.1017/S0007114512005235.

P. Jethwani and K. Grover, ‘Gut Microbiota in Health and Diseases — A Review’, Int.
J. Curr. Microbiol. Appl. Sci., vol. 8, no. 08, pp. 1586-1599, Aug. 2019, doi:
10.20546/ijcmas.2019.808.187.

M. G. Dominguez-Bello, F. Godoy-Vitorino, R. Knight, and M. J. Blaser, ‘Role of the
microbiome in human development’, Gut, vol. 68, no. 6, pp. 1108-1114, Jun. 2019,
doi: 10.1136/gutjnl-2018-317503.

S. P. Wiertsema, J. Van Bergenhenegouwen, J. Garssen, and L. M. J. Knippels, ‘The
Interplay between the Gut Microbiome and the Immune System in the Context of
Infectious Diseases throughout Life and the Role of Nutrition in Optimizing
Treatment Strategies’, Nutrients, vol. 13, no. 3, p. 886, Mar. 2021, doi:
10.3390/nu13030886.

H.-J. Wu and E. Wu, ‘The role of gut microbiota in immune homeostasis and
autoimmunity’, Gut Microbes, vol. 3, no. 1, pp. 4-14, Jan. 2012, doi:
10.4161/gmic.19320.

M. Camilleri, K. Madsen, R. Spiller, B. G. Van Meerveld, and G. N. Verne, ‘Intestinal
barrier function in health and gastrointestinal disease’, Neurogastroenterol. Motil.,
vol. 24, no. 6, pp. 503-512, Jun. 2012, doi: 10.1111/j.1365-2982.2012.01921 .x.

L. M. Cox and M. J. Blaser, ‘Pathways in Microbe-Induced Obesity’, Cell Metab.,
vol. 17, no. 6, pp. 883-894, Jun. 2013, doi: 10.1016/j.cmet.2013.05.004.

M. Carabotti, A. Scirocco, M. A. Maselli, and C. Severi, ‘The gut-brain axis:
interactions between enteric microbiota, central and enteric nervous systems’,
Ann. Gastroenterol., vol. 28, no. 2, pp. 203-209, 2015.

B. B. Warner, ‘The contribution of the gut microbiome to neurodevelopment and
neuropsychiatric disorders’, Pediatr. Res., vol. 85, no. 2, pp. 216-224, Jan. 2019,
doi: 10.1038/s41390-018-0191-9.

L. Liu, H. Wang, X. Chen, Y. Zhang, H. Zhang, and P. Xie, ‘Gut microbiota and its
metabolites in depression: from pathogenesis to treatment’, eBioMedicine, vol.
90, p. 104527, Apr. 2023, doi: 10.1016/j.ebiom.2023.104527.

80



[46]

[47]

(48]

[49]

[50]

[51]

[52]

(53]

[54]

[55]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

R. F. Schwabe and C. Jobin, ‘The microbiome and cancer’, Nat. Rev. Cancer, vol.
13, no. 11, pp. 800-812, Nov. 2013, doi: 10.1038/nrc3610.

O. Silva-Garcia, J. J. Valdez-Alarcén, and V. M. Baizabal-Aguirre, ‘Wnt/B-Catenin
Signaling as a Molecular Target by Pathogenic Bacteria’, Front. Immunol., vol. 10,
p. 2135, Sep. 2019, doi: 10.3389/fimmu.2019.02135.

M. R. Rubinstein, X. Wang, W. Liu, Y. Hao, G. Cai, and Y. W. Han, ‘Fusobacterium
nucleatum Promotes Colorectal Carcinogenesis by Modulating E-Cadherin/B-
Catenin Signaling via its FadA Adhesin’, Cell Host Microbe, vol. 14, no. 2, pp. 195-
206, Aug. 2013, doi: 10.1016/j.chom.2013.07.012.

L. Zitvogel, M. Ayyoub, B. Routy, and G. Kroemer, ‘Microbiome and Anticancer
Immunosurveillance’, Cell, vol. 165, no. 2, pp. 276-287, Apr. 2016, doi:
10.1016/j.cell.2016.03.001.

B. Routy et al., ‘Gut microbiome influences efficacy of PD-1-based
immunotherapy against epithelial tumors’, Science, vol. 359, no. 6371, pp. 91-97,
Jan. 2018, doi: 10.1126/science.aan3706.

D. M. Parkin, ‘The global health burden of infection-associated cancers in the year
2002’, Int. J. Cancer, vol. 118, no. 12, pp. 3030-3044, Jun. 2006, doi:
10.1002/ijc.21731.

W. Ye et al., ‘Helicobacter pylori Infection and Gastric Atrophy: Risk of
Adenocarcinoma and Squamous-Cell Carcinoma of the Esophagus and
Adenocarcinoma of the Gastric Cardia’, JINC/ J. Natl. Cancer Inst., vol. 96, no. 5,
pp. 388-396, Mar. 2004, doi: 10.1093/jnci/djh057.

R. Lu et al., ‘Enteric bacterial protein AvrA promotes colonic tumorigenesis and
activates colonic beta-catenin signaling pathway’, Oncogenesis, vol. 3, no. 6, pp.
€105-e105, Jun. 2014, doi: 10.1038/oncsis.2014.20.

M. G. Rooks and W. S. Garrett, ‘Gut microbiota, metabolites and host immunity’,
Nat. Rev. Imnmunol., vol. 16, no. 6, pp. 341-352, Jun. 2016, doi:
10.1038/nri.2016.42.

J. Sato et al., ‘Gut Dysbiosis and Detection of “Live Gut Bacteria” in Blood of
Japanese Patients With Type 2 Diabetes’, Diabetes Care, vol. 37, no. 8, pp. 2343-
2350, Aug. 2014, doi: 10.2337/dc13-2817.

J. Karczewski, B. Poniedziatek, Z. Adamski, and P. Rzymski, ‘The effects of the
microbiota on the host immune system’, Autoimmunity, vol. 47, no. 8, pp. 494-
504, Dec. 2014, doi: 10.3109/08916934.2014.938322.

L. Wen et al., ‘Innate immunity and intestinal microbiota in the development of
Type 1 diabetes’, Nature, vol. 455, no. 7216, pp. 1109-1113, Oct. 2008, doi:
10.1038/nature07336.

M. A. Kriegel, E. Sefik, J. A. Hill, H.-J. Wu, C. Benoist, and D. Mathis, ‘Naturally
transmitted segmented filamentous bacteria segregate with diabetes protection
in nonobese diabetic mice’, Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 108, no. 28, pp. 11548-
11553, Jul. 2011, doi: 10.1073/pnas.1108924108.

C. S. Rosenfeld, ‘Microbiome Disturbances and Autism Spectrum Disorders’, Drug
Metab. Dispos., vol. 43, no. 10, pp. 1557-1571, Oct. 2015, doi:
10.1124/dmd.115.063826.

C. Chenetal., ‘Gut microbiota regulate Alzheimer’s disease pathologies and
cognitive disorders via PUFA-associated neuroinflammation’, Gut, vol. 71, no. 11,
pp. 2233-2252, Nov. 2022, doi: 10.1136/gutjnl-2021-326269.

81



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

T. B. Clarke, K. M. Davis, E. S. Lysenko, A. Y. Zhou, Y. Yu, and J. N. Weiser,
‘Recognition of peptidoglycan from the microbiota by Nod1 enhances systemic
innate immunity’, Nat. Med., vol. 16, no. 2, pp. 228-231, Feb. 2010, doi:
10.1038/nm.2087.

S. C. Ganal etal., ‘Priming of Natural Killer Cells by Nonmucosal Mononuclear
Phagocytes Requires Instructive Signals from Commensal Microbiota’, Immunity,
vol. 37, no. 1, pp. 171-186, Jul. 2012, doi: 10.1016/j.immuni.2012.05.020.

G. A. Weiss and T. Hennet, ‘Mechanisms and consequences of intestinal
dysbiosis’, Cell. Mol. Life Sci., vol. 74, no. 16, pp. 2959-2977, Aug. 2017, doi:
10.1007/s00018-017-2509-x.

B. Lindkvist, D. Johansen, A. Borgstrom, and J. Manjer, ‘A prospective study of
Helicobacter pylori in relation to the risk for pancreatic cancer’, BMC Cancer, vol.
8, no. 1, p. 321, Dec. 2008, doi: 10.1186/1471-2407-8-321.

J. Hong et al., ‘Gut microbiome changes associated with chronic pancreatitis and
pancreatic cancer: a systematic review and meta-analysis’, Int. J. Surg., vol. 110,
no. 9, pp. 5781-5794, Sep. 2024, doi: 10.1097/1S9.0000000000001724.

E. Del Castillo et al., ‘The Microbiomes of Pancreatic and Duodenum Tissue
Overlap and Are Highly Subject Specific but Differ between Pancreatic Cancer and
Noncancer Subjects’, Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., vol. 28, no. 2, pp. 370-
383, Feb. 2019, doi: 10.1158/1055-9965.EPI-18-0542.

V. Sethi et al., ‘Gut Microbiota Promotes Tumor Growth in Mice by Modulating
Immune Response’, Gastroenterology, vol. 155, no. 1, pp. 33-37.€6, Jul. 2018, doi:
10.1053/j.gastro.2018.04.001.

R. M. Thomas et al., ‘Intestinal microbiota enhances pancreatic carcinogenesis in
preclinical models’, Carcinogenesis, vol. 39, no. 8, pp. 1068-1078, Jul. 2018, doi:
10.1093/carcin/bgy073.

B. Boursi, R. Mamtani, K. Haynes, and Y.-X. Yang, ‘Recurrent antibiotic exposure
may promote cancer formation — Another step in understanding the role of the
human microbiota?’, Eur. J. Cancer, vol. 51, no. 17, pp. 2655-2664, Nov. 2015, doi:
10.1016/j.ejca.2015.08.015.

Y. Tsuji, T. Watanabe, M. Kudo, H. Arai, W. Strober, and T. Chiba, ‘Sensing of
commensal organisms by the intracellular sensor NOD1 mediates experimental
pancreatitis’, Immunity, vol. 37, no. 2, pp. 326-338, 2012, doi:
10.1016/j.immuni.2012.05.024.

C. Leal-Lopes, F. J. Velloso, J. C. Campopiano, M. C. Sogayar, and R. G. Correa,
‘Roles of Commensal Microbiota in Pancreas Homeostasis and Pancreatic
Pathologies’, J. Diabetes Res., vol. 2015, p. 284680, 2015, doi:
10.1155/2015/284680.

J. M. Ridlon, D.-J. Kang, and P. B. Hylemon, ‘Bile salt biotransformations by human
intestinal bacteria’, J. Lipid Res., vol. 47, no. 2, pp. 241-259, Feb. 2006, doi:
10.1194/jlr.R500013-JLR200.

D. W. Russell, ‘Fifty years of advances in bile acid synthesis and metabolism’, J.
Lipid Res., vol. 50, pp. S120-S125, Apr. 2009, doi: 10.1194/jlr.R800026-JLR200.

M. C. Di Gregorio, J. Cautela, and L. Galantini, ‘Physiology and Physical Chemistry
of Bile Acids’, Int. J. Mol. Sci., vol. 22, no. 4, p. 1780, Feb. 2021, doi:
10.3390/ijms22041780.

82



[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

(82]

(83]

[84]

[85]

[86]
[87]

(88]

[89]

T. Li, J. M. Francl, S. Boehme, and J. Y. L. Chiang, ‘Regulation of Cholesterol And
Bile Acid Homeostasis by the Cholesterol 7a-Hydroxylase/Steroid Response
Element-Binding Protein 2/Microrna-33A Axis in Mice’, Hepatology, vol. 58, no. 3,
pp. 1111-1121, Sep. 2013, doi: 10.1002/hep.26427.

R. Durnik, L. Sindlerova, P. Babica, and O. Juréek, ‘Bile Acids Transporters of
Enterohepatic Circulation for Targeted Drug Delivery’, Molecules, vol. 27, no. 9, p.
2961, May 2022, doi: 10.3390/molecules27092961.

E. Sievanen, ‘Exploitation of Bile Acid Transport Systems in Prodrug Design’,
Molecules, vol. 12, no. 8, pp. 1859-1889, Aug. 2007, doi: 10.3390/12081859.

B. V. Jones, M. Begley, C. Hill, C. G. M. Gahan, and J. R. Marchesi, ‘Functional and
comparative metagenomic analysis of bile salt hydrolase activity in the human gut
microbiome’, Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 105, no. 36, pp. 13580-13585, Sep. 2008,
doi: 10.1073/pnas.0804437105.

J. P. Coleman and L. L. Hudson, ‘Cloning and characterization of a conjugated bile
acid hydrolase gene from Clostridium perfringens’, Appl. Environ. Microbiol., vol.
61, no. 7, pp. 2514-2520, Jul. 1995, doi: 10.1128/aem.61.7.2514-2520.1995.

M. Kitahara, F. Takamine, T. Imamura, and Y. Benno, ‘Clostridium hiranonis sp.
nov., a human intestinal bacterium with bile acid 7alpha-dehydroxylating activity.,
Int. J. Syst. Evol. Microbiol., vol. 51, no. 1, pp. 39-44, Jan. 2001, doi:
10.1099/00207713-51-1-39.

J. Grill, F. Schneider, J. Crociani, and J. Ballongue, ‘Purification and
Characterization of Conjugated Bile Salt Hydrolase from Bifidobacterium longum
BB536’, Appl. Environ. Microbiol., vol. 61, no. 7, pp. 2577-2582, Jul. 1995, doi:
10.1128/aem.61.7.2577-2582.1995.

F. Takamine and T. Imamura, ‘Isolation and Characterization of Bile Acid 7-
Dehydroxylating Bacteria from Human Feces’, Microbiol. Immunol., vol. 39, no. 1,
pp. 11-18, Jan. 1995, doi: 10.1111/j.1348-0421.1995.tb02162.x.

P. Gérard, ‘Metabolism of Cholesterol and Bile Acids by the Gut Microbiota’,
Pathogens, vol. 3, no. 1, pp. 14-24, Dec. 2013, doi: 10.3390/pathogens3010014.
M. Funabashi et al., ‘A metabolic pathway for bile acid dehydroxylation by the gut
microbiome’, Nature, vol. 582, no. 7813, pp. 566-570, Jun. 2020, doi:
10.1038/s41586-020-2396-4.

J. Y. L. Chiang, ‘Regulation of bile acid synthesis: pathways, nuclear receptors, and
mechanisms’, J. Hepatol., vol. 40, no. 3, pp. 539-551, Mar. 2004, doi:
10.1016/j.jhep.2003.11.006.

T. Rezen et al., ‘The role of bile acids in carcinogenesis’, Cell. Mol. Life Sci., vol. 79,
no. 5, p. 243, May 2022, doi: 10.1007/s00018-022-04278-2.

S. Mcllvride, P. H. Dixon, and C. Williamson, ‘Bile acids and gestation’, Mol.
Aspects Med., vol. 56, pp. 90-100, Aug. 2017, doi: 10.1016/j.mam.2017.05.003.
M. Watanabe et al., ‘Bile acids induce energy expenditure by promoting
intracellular thyroid hormone activation’, Nature, vol. 439, no. 7075, pp. 484-489,
Jan. 2006, doi: 10.1038/nature04330.

M. Makishima et al., ‘Identification of a Nuclear Receptor for Bile Acids’, Science,
vol. 284, no. 5418, pp. 1362-1365, May 1999, doi:
10.1126/science.284.5418.1362.

83



[90] Y. Kawamata etal., ‘A G Protein-coupled Receptor Responsive to Bile Acids’, J.
Biol. Chem., vol. 278, no. 11, pp. 9435-9440, Mar. 2003, doi:
10.1074/jbc.M209706200.

[91] T. Maruyama et al., ‘Identification of membrane-type receptor for bile acids (M-
BAR)’, Biochem. Biophys. Res. Commun., vol. 298, no. 5, pp. 714-719, Nov. 2002,
doi: 10.1016/S0006-291X(02)02550-0.

[92] A.Wahlstrom, S. |. Sayin, H. U. Marschall, and F. Backhed, ‘Intestinal Crosstalk
between Bile Acids and Microbiota and Its Impact on Host Metabolism’, Cell
Metab., vol. 24, no. 1, pp. 41-50, Jul. 2016, doi: 10.1016/J.CMET.2016.05.005.

[93] J.Tsuei, T. Chau, D. Mills, and Y. J. Y. Wan, ‘Bile acid dysregulation, gut dysbiosis,
and gastrointestinal cancer’, Exp. Biol. Med., 2014, doi:
10.1177/1535370214538743.

[94] M. M. Slocum, K. M. Sittig, R. D. Specian, and E. A. Deitch, ‘Absence of intestinal
bile promotes bacterial translocation’, Am. Surg., 1992.

[95] N.S. Nagathihalli et al., ‘Novel mechanistic insights into ectodomain shedding of
egfr ligands amphiregulin and TGF-a: Impact on gastrointestinal cancers driven by
secondary bile acids’, Cancer Res., vol. 74, no. 7, pp. 2062-2072, 2014, doi:
10.1158/0008-5472.CAN-13-2329.

[96] Y.Kim, S. Jeong, E.-K. Kim, E. Kim, and J. Cho, ‘Ursodeoxycholic acid suppresses
epithelial-mesenchymal transition and cancer stem cell formation by reducing the
levels of peroxiredoxin Il and reactive oxygen species in pancreatic cancer cells’,
Oncol. Rep., Oct. 2017, doi: 10.3892/0r.2017.6045.

[97] H.-Y.FengandY.-C. Chen, ‘Role of bile acids in carcinogenesis of pancreatic
cancer: An old topic with new perspective’, World J. Gastroenterol., vol. 22, no. 33,
p. 7463, 2016, doi: 10.3748/wjg.v22.i33.7463.

[98] D. Gandhietal., ‘A pictorial review of gall stones and its associated
complications’, Clin. Imaging, vol. 60, no. 2, pp. 228-236, Apr. 2020, doi:
10.1016/j.clinimag.2019.11.015.

[99] T. Adachi et al., ‘Bile-Reflux into the Pancreatic Ducts is Associated with the
Development of Intraductal Papillary Carcinoma in Hamsters’, J. Surg. Res., vol.
136, no. 1, pp. 106-111, Nov. 2006, doi: 10.1016/j.jss.2006.04.025.

[100] O. N. Tucker, ‘Bile acids induce cyclooxygenase-2 expression in human pancreatic
cancer cell lines’, Carcinogenesis, vol. 25, no. 3, pp. 419-423, Dec. 2003, doi:
10.1093/carcin/bgh010.

[101] D. O. Rees et al., ‘Comparison of the composition of bile acids in bile of patients
with adenocarcinoma of the pancreas and benign disease’, J. Steroid Biochem.
Mol. Biol., vol. 174, pp. 290-295, Nov. 2017, doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.10.011.

[102] S. Schwarcz et al., ‘The pro- and antineoplastic effects of deoxycholic acid in
pancreatic adenocarcinoma cell models’, Mol. Biol. Rep., vol. 50, no. 6, May 2023,
doi: 10.1007/S11033-023-08453-X.

[103] A. A. Goldberg, A. Beach, G. F. Davies, T. A. A. Harkness, A. LeBlanc, and V. I.
Titorenko, ‘Lithocholic bile acid selectively kills neuroblastoma cells, while
sparing normal neuronal cells’, Oncotarget, vol. 2, no. 10, pp. 761-782, 2011, doi:
10.18632/oncotarget.338.

[104] A. A. Goldberg, V. I. Titorenko, A. Beach, and J. Thomas Sanderson, ‘Bile acids
induce apoptosis selectively in androgen-dependent and -independent prostate
cancer cells’, PeerJ, vol. 2013, no. 1, pp. 1-17, 2013, doi: 10.7717/peerj.122.

84



[105] A. A. Gafar etal., ‘Lithocholic acid induces endoplasmic reticulum stress,
autophagy and mitochondrial dysfunction in human prostate cancer cells’, Peerl,
vol. 2016, no. 11, pp. 1-24, 2016, doi: 10.7717/peerj.2445.

[106] J. Trah et al., ‘Lithocholic bile acid induces apoptosis in human nephroblastoma
cells: a non-selective treatment option’, Sci. Rep., vol. 10, no. 1, pp. 1-8, 2020, doi:
10.1038/s41598-020-77436-w.

[107] W. Li et al., ‘Lithocholic acid inhibits gallbladder cancer proliferation through
interfering glutaminase-mediated glutamine metabolism’, Biochem. Pharmacol.,
vol. 205, no. July, p. 115253, 2022, doi: 10.1016/j.bcp.2022.115253.

[108] M. X. Zhao, Z. C. Cai, B. J. Zhu, and Z. Q. Zhang, ‘The Apoptosis Effect on Liver
Cancer Cells of Gold Nanoparticles Modified with Lithocholic Acid’, Nanoscale
Res. Lett., vol. 13, pp. 0-7, 2018, doi: 10.1186/s11671-018-2653-8.

[109] T. H. Luu et al., ‘Lithocholic bile acid inhibits lipogenesis and induces apoptosis in
breast cancer cells’, Cell. Oncol., vol. 41, no. 1, pp. 13-24, 2018, doi:
10.1007/s13402-017-0353-5.

[110] D. Cabrera, J. P. Arab, and M. Arrese, ‘UDCA, NorUDCA, and TUDCA in Liver
Diseases: A Review of Their Mechanisms of Action and Clinical Applications’, in
Bile Acids and Their Receptors, vol. 256, S. Fiorucci and E. Distrutti, Eds., in
Handbook of Experimental Pharmacology, vol. 256. , Cham: Springer International
Publishing, 2019, pp. 237-264. doi: 10.1007/164_2019_241.

[111] S. Lee et al., ‘Synergistic effect of ursodeoxycholic acid on the antitumor activity of
sorafenib in hepatocellular carcinoma cells via modulation of STAT3 and ERK’, Int.
J. Mol. Med., Aug. 2018, doi: 10.3892/ijmm.2018.3807.

[112] E.-K. Kim, J. H. Cho, E. Kim, and Y. J. Kim, ‘Ursodeoxycholic acid inhibits the
proliferation of colon cancer cells by regulating oxidative stress and cancer stem-
like cell growth’, PLOS ONE, vol. 12, no. 7, p. e01811883, Jul. 2017, doi:
10.1371/journal.pone.0181183.

[113] E. Im and J. D. Martinez, ‘Ursodeoxycholic Acid (UDCA) Can Inhibit Deoxycholic
Acid (DCA)-induced Apoptosis via Modulation of EGFR/Raf-1/ERK Signaling in
Human Colon Cancer Cells’, J. Nutr., vol. 134, no. 2, pp. 483-486, Feb. 2004, doi:
10.1093/jn/134.2.483.

[114] B. Arneth, ‘Tumor Microenvironment’, Medicina (Mex.), vol. 56, no. 1, p. 15, Dec.
2019, doi: 10.3390/medicina56010015.

[115] A. Elkhattouti, M. Hassan, and C. R. Gomez, ‘Stromal Fibroblast in Age-Related
Cancer: Role in Tumorigenesis and Potential as Novel Therapeutic Target’, Front.
Oncol., vol. 5, Jul. 2015, doi: 10.3389/fonc.2015.00158.

[116] T. Nakamura, K. Matsumoto, A. Kiritoshi, Y. Tano, and T. Nakamura, ‘Induction of
hepatocyte growth factor in fibroblasts by tumor-derived factors affects invasive
growth of tumor cells: in vitro analysis of tumor-stromal interactions’, Cancer Res.,
vol. 57, no. 15, pp. 3305-3313, 1997.

[117] F. Xing, J. Saidou, and K. Watabe, ‘Cancer associated fibroblasts (CAFs) in tumor
microenvironment’, Front. Biosci. Landmark Ed., vol. 15, no. 1, pp. 166-179, 2010,
doi: 10.2741/3613.

[118] K. Shiga, M. Hara, T. Nagasaki, T. Sato, H. Takahashi, and H. Takeyama, ‘Cancer-
Associated Fibroblasts: Their Characteristics and Their Roles in Tumor Growth’,
Cancers, vol. 7, no. 4, pp. 2443-2458, Dec. 2015, doi: 10.3390/cancers7040902.

85



[119] S. Pavlides et al., ‘The reverse Warburg effect: Aerobic glycolysis in cancer
associated fibroblasts and the tumor stroma’, Cell Cycle, vol. 8, no. 23, pp. 3984-
4001, Dec. 2009, doi: 10.4161/cc.8.23.10238.

[120] R. Lugano, M. Ramachandran, and A. Dimberg, ‘Tumor angiogenesis: causes,
consequences, challenges and opportunities’, Cell. Mol. Life Sci., vol. 77, no. 9,
pp. 1745-1770, May 2020, doi: 10.1007/s00018-019-03351-7.

[121] K. M. Bussard, L. Mutkus, K. Stumpf, C. Gomez-Manzano, and F. C. Marini, ‘Tumor-
associated stromal cells as key contributors to the tumor microenvironment’,
Breast Cancer Res., vol. 18, no. 1, p. 84, Dec. 2016, doi: 10.1186/s13058-016-
0740-2.

[122] M. De Palma, D. Biziato, and T. V. Petrova, ‘Microenvironmental regulation of
tumour angiogenesis’, Nat. Rev. Cancer, vol. 17, no. 8, pp. 457-474, Aug. 2017,
doi: 10.1038/nrc.2017.51.

[123] C. Feig, A. Gopinathan, A. Neesse, D. S. Chan, N. Cook, and D. A. Tuveson, ‘The
Pancreas Cancer Microenvironment’, Clin. Cancer Res., vol. 18, no. 16, pp. 4266-
4276, Aug. 2012, doi: 10.1158/1078-0432.CCR-11-3114.

[124] N. Ikeda et al., ‘Prognostic significance of angiogenesis in human pancreatic
cancer’, Br. J. Cancer, vol. 79, no. 9-10, pp. 1553-1563, Mar. 1999, doi:
10.1038/sj.bjc.6690248.

[125] M. Xu, T. Zhang, R. Xia, Y. Wei, and X. Wei, ‘Targeting the tumor stroma for cancer
therapy’, Mol. Cancer, vol. 21, no. 1, p. 208, Nov. 2022, doi: 10.1186/s12943-022-
01670-1.

[126] E. Uribe-Querol and C. Rosales, ‘Neutrophils in Cancer: Two Sides of the Same
Coin’, J. Immunol. Res., vol. 2015, pp. 1-21, 2015, doi: 10.1155/2015/983698.

[127] K. K. Mahadevan et al., ‘KRASG12D inhibition reprograms the microenvironment of
early and advanced pancreatic cancer to promote FAS-mediated killing by CD8+ T
cells’, Cancer Cell, vol. 41, no. 9, pp. 1606-1620.e8, Sep. 2023, doi:
10.1016/j.ccell.2023.07.002.

[128] Y. Guo, W. Pan, S. Liu, Z. Shen, Y. Xu, and L. Hu, ‘ERK/MAPK signalling pathway and
tumorigenesis (Review)’, Exp. Ther. Med., Jan. 2020, doi: 10.3892/etm.2020.8454.

[129] B. Jiang and L. Liu, ‘Chapter 2 PISK/PTEN Signaling in Angiogenesis and
Tumorigenesis’, in Advances in Cancer Research, vol. 102, Elsevier, 2009, pp. 19-
65. doi: 10.1016/S0065-230X(09)02002-8.

[130] A. Glaviano et al., ‘PIBK/AKT/mTOR signaling transduction pathway and targeted
therapies in cancer’, Mol. Cancer, vol. 22, no. 1, p. 138, Aug. 2023, doi:
10.1186/s12943-023-01827-6.

[131] K. E. O’Reilly et al., ‘mTOR Inhibition Induces Upstream Receptor Tyrosine Kinase
Signaling and Activates Akt’, Cancer Res., vol. 66, no. 3, pp. 1500-1508, Feb. 2006,
doi: 10.1158/0008-5472.CAN-05-2925.

[132] J. W. Shay and S. Bacchetti, ‘A survey of telomerase activity in human cancer’, Eur.
J. Cancer, vol. 33, no. 5, pp. 787-791, Apr. 1997, doi: 10.1016/S0959-
8049(97)00062-2.

[133] K.-J. Wu et al., ‘Direct activation of TERT transcription by c-MYC’, Nat. Genet., vol.
21, no. 2, pp. 220-224, Feb. 1999, doi: 10.1038/6010.

[134] K. Hoffmeyer et al., ‘Wnt/B-Catenin Signaling Regulates Telomerase in Stem Cells
and Cancer Cells’, Science, vol. 336, no. 6088, pp. 1549-1554, Jun. 2012, doi:
10.1126/science.1218370.

86



[135] K. Macleod, ‘Tumor suppressor genes’, Curr. Opin. Genet. Dev., vol. 10, no. 1, pp.
81-93, Feb. 2000, doi: 10.1016/S0959-437X(99)00041-6.

[136] D. P. Lane, ‘p53, guardian of the genome’, Nature, vol. 358, no. 6381, pp. 15-16,
Jul. 1992, doi: 10.1038/358015a0.

[137] D. Hanahan and R. A. Weinberg, ‘Hallmarks of Cancer: The Next Generation’, Cell,
vol. 144, no. 5, pp. 646-674, Mar. 2011, doi: 10.1016/j.cell.2011.02.013.

[138] D. Hanahan and J. Folkman, ‘Patterns and Emerging Mechanisms of the
Angiogenic Switch during Tumorigenesis’, Cell, vol. 86, no. 3, pp. 353-364, Aug.
1996, doi: 10.1016/S0092-8674(00)80108-7.

[139] N. Ferrara, ‘Vascular Endothelial Growth Factor’, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.,
vol. 29, no. 6, pp. 789-791, Jun. 2009, doi: 10.1161/ATVBAHA.108.179663.

[140] S. Kazerounian, K. O. Yee, and J. Lawler, ‘Thrombospondins: from structure to
therapeutics: Thrombospondins in cancer’, Cell. Mol. Life Sci., vol. 65, no. 5, pp.
700-712, Mar. 2008, doi: 10.1007/s00018-007-7486-z.

[141] M. Raica, A. M. Cimpean, and D. Ribatti, ‘Angiogenesis in pre-malignant
conditions’, Eur. J. Cancer, vol. 45, no. 11, pp. 1924-1934, Jul. 2009, doi:
10.1016/j.ejca.2009.04.007.

[142] G. Berx and F. Van Roy, ‘Involvement of Members of the Cadherin Superfamily in
Cancer’, Cold Spring Harb. Perspect. Biol., vol. 1, no. 6, pp. a003129-a003129,
Dec. 2009, doi: 10.1101/cshperspect.a003129.

[143] S. I. Grivennikov, F. R. Greten, and M. Karin, ‘Iimmunity, Inflammation, and Cancer’,
Cell, vol. 140, no. 6, pp. 883-899, Mar. 2010, doi: 10.1016/j.cell.2010.01.025.

[144] O. Warburg, ‘On Respiratory Impairment in Cancer Cells’, Science, vol. 124, no.
3215, pp. 269-270, Aug. 1956, doi: 10.1126/science.124.3215.269.

[145] J. Downward, ‘Targeting RAS signalling pathways in cancer therapy’, Nat. Rev.
Cancer, vol. 3, no. 1, pp. 11-22, Jan. 2003, doi: 10.1038/nrc969.

[146] A.S. Dhillon, S. Hagan, O. Rath, and W. Kolch, ‘MAP kinase signalling pathways in
cancer’, Oncogene, vol. 26, no. 22, pp. 3279-3290, May 2007, doi:
10.1038/sj.0nc.1210421.

[147] S. Torii, T. Yamamoto, Y. Tsuchiya, and E. Nishida, ‘ERK MAP kinase in G cell cycle
progression and cancer’, Cancer Sci., vol. 97, no. 8, pp. 697-702, Aug. 2006, doi:
10.1111/j.1349-7006.2006.00244.x.

[148] E. A. Collisson et al., ‘A Central Role for RAF>MEK~>ERK Signaling in the Genesis of
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma’, Cancer Discov., vol. 2, no. 8, pp. 685-693,
Aug. 2012, doi: 10.1158/2159-8290.CD-11-0347.

[149] E. A. Collisson, P. Bailey, D. K. Chang, and A. V. Biankin, ‘Molecular subtypes of
pancreatic cancer’, Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol., vol. 16, no. 4, pp. 207-220,
Apr. 2019, doi: 10.1038/s41575-019-0109-y.

[150] E. N. Kontomanolis et al., ‘Role of Oncogenes and Tumor-suppressor Genes in
Carcinogenesis: A Review’, Anticancer Res., vol. 40, no. 11, pp. 6009-6015, Nov.
2020, doi: 10.21873/anticanres.14622.

[151] C. Fiorini, M. Cordani, C. Padroni, G. Blandino, S. Di Agostino, and M. Donadelli,
‘Mutant p53 stimulates chemoresistance of pancreatic adenocarcinoma cells to
gemcitabine’, Biochim. Biophys. Acta BBA - Mol. Cell Res., vol. 1853, no. 1, pp. 89-
100, Jan. 2015, doi: 10.1016/j.bbamcr.2014.10.003.

87



[152] J. Xiong et al., ‘Deregulated expression of miR-107 inhibits metastasis of PDAC
through inhibition PI3K/Akt signaling via caveolin-1 and PTEN’, Exp. Cell Res., vol.
361, no. 2, pp. 316-323, Dec. 2017, doi: 10.1016/j.yexcr.2017.10.033.

[153] J. P. Thiery, H. Acloque, R. Y. J. Huang, and M. A. Nieto, ‘Epithelial-Mesenchymal
Transitions in Development and Disease’, Cell, vol. 139, no. 5, pp. 871-890, Nov.
2009, doi: 10.1016/j.cell.2009.11.007.

[154] G. Manfioletti and M. Fedele, ‘Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) 2021, Int.
J. Mol. Sci., vol. 23, no. 10, p. 5848, May 2022, doi: 10.3390/ijms23105848.

[155] J. P. Thiery and J. P. Sleeman, ‘Complex networks orchestrate epithelial-
mesenchymal transitions’, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., vol. 7, no. 2, pp. 131-142, Feb.
2006, doi: 10.1038/nrm1835.

[156] S. M. Hansen, V. Berezin, and E. Bock, ‘Signaling mechanisms of neurite outgrowth
induced by the cell adhesion molecules NCAM and N-Cadherin’, Cell. Mol. Life
Sci., vol. 65, no. 23, pp. 3809-3821, Dec. 2008, doi: 10.1007/s00018-008-8290-0.

[157] C. Niehrs, ‘The complex world of WNT receptor signalling’, Nat. Rev. Mol. Cell
Biol., vol. 13, no. 12, pp. 767-779, Dec. 2012, doi: 10.1038/nrm3470.

[158] M. A. McNiven, ‘Breaking away: matrix remodeling from the leading edge’, Trends
Cell Biol., vol. 23, no. 1, pp. 16-21, Jan. 2013, doi: 10.1016/j.tcb.2012.08.009.

[159] W. Lu and Y. Kang, ‘Epithelial-Mesenchymal Plasticity in Cancer Progression and
Metastasis’, Dev. Cell, vol. 49, no. 3, pp. 361-374, May 2019, doi:
10.1016/j.devcel.2019.04.010.

[160] M. A. Nieto, R.Y.-J. Huang, R. A. Jackson, and J. P. Thiery, ‘EMT: 2016’, Cell, vol.
166, no. 1, pp. 21-45, Jun. 2016, doi: 10.1016/j.cell.2016.06.028.

[161] X. Zheng et al., ‘Epithelial-to-mesenchymal transition is dispensable for
metastasis but induces chemoresistance in pancreatic cancer’, Nature, vol. 527,
no. 7579, pp. 525-530, Nov. 2015, doi: 10.1038/nature16064.

[162] S.-M. Hong et al., ‘Loss of E-cadherin expression and outcome among patients
with resectable pancreatic adenocarcinomas’, Mod. Pathol., vol. 24, no. 9, pp.
12371247, Sep. 2011, doi: 10.1038/modpathol.2011.74.

[163] J. Majidpoor and K. Mortezaee, ‘Steps in metastasis: an updated review’, Med.
Oncol., vol. 38, no. 1, Jan. 2021, doi: 10.1007/s12032-020-01447-w.

[164] I. Kaszak, O. Witkowska-Pitaszewicz, Z. Niewiadomska, B. Dworecka-Kaszak, F.
Ngosa Toka, and P. Jurka, ‘Role of Cadherins in Cancer—A Review’, Int. J. Mol. Sci.,
vol. 21, no. 20, p. 7624, Oct. 2020, doi: 10.3390/ijms21207624.

[165] M. S. Brown, K. E. Muller, and D. R. Pattabiraman, ‘Quantifying the Epithelial-to-
Mesenchymal Transition (EMT) from Bench to Bedside’, Cancers, vol. 14, no. 5, p.
1138, Feb. 2022, doi: 10.3390/cancers14051138.

[166] B. M. Hybertson, B. Gao, S. K. Bose, and J. M. McCord, ‘Oxidative stress in health
and disease: The therapeutic potential of Nrf2 activation’, Mol. Aspects Med., vol.
32, no. 4-6, pp. 234-246, Aug. 2011, doi: 10.1016/j.mam.2011.10.006.

[167] R. Venugopal and A. K. Jaiswal, ‘Nrf1 and Nrf2 positively and c-Fos and Fra1
negatively regulate the human antioxidant response element-mediated expression
of NAD(P)H:quinone oxidoreductase, gene’, Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 93, no. 25,
pp. 14960-14965, Dec. 1996, doi: 10.1073/pnas.93.25.14960.

[168] A. Boveris, ‘[57] Determination of the production of superoxide radicals and
hydrogen peroxide in mitochondria’, in Methods in Enzymology, vol. 105, Elsevier,
1984, pp. 429-435. doi: 10.1016/S0076-6879(84)05060-6.

88



[169] Y. A. Hajam et al., ‘Oxidative Stress in Human Pathology and Aging: Molecular
Mechanisms and Perspectives’, Cells, vol. 11, no. 3, p. 552, Feb. 2022, doi:
10.3390/cells11030552.

[170] K. Jomova, S. Y. Alomar, S. H. Alwasel, E. Nepovimova, K. Kuca, and M. Valko,
‘Several lines of antioxidant defense against oxidative stress: antioxidant
enzymes, hanomaterials with multiple enzyme-mimicking activities, and low-
molecular-weight antioxidants’, Arch. Toxicol., vol. 98, no. 5, pp. 1323-1367, May
2024, doi: 10.1007/s00204-024-03696-4.

[171] A. V. Kudryavtseva et al., ‘Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in aging
and cancer’, Oncotarget, vol. 7, no. 29, pp. 44879-44905, Jul. 2016, doi:
10.18632/oncotarget.9821.

[172] C. Franco, E. Sciatti, G. Favero, F. Bonomini, E. Vizzardi, and R. Rezzani, ‘Essential
Hypertension and Oxidative Stress: Novel Future Perspectives’, Int. J. Mol. Sci.,
vol. 23, no. 22, p. 14489, Nov. 2022, doi: 10.3390/ijms232214489.

[173] B. S. Karam, A. Chavez-Moreno, W. Koh, J. G. Akar, and F. G. Akar, ‘Oxidative stress
and inflammation as central mediators of atrial fibrillation in obesity and
diabetes’, Cardiovasc. Diabetol., vol. 16, no. 1, p. 120, Dec. 2017, doi:
10.1186/s12933-017-0604-9.

[174] M. D. Jelic, A. D. Mandic, S. M. Maricic, and B. U. Srdjenovic, ‘Oxidative stress and
its role in cancer’, J. Cancer Res. Ther.,vol. 17, no. 1, pp. 22-28, Jan. 2021, doi:
10.4103/jcrt.JCRT_862_16.

[175] T. Rabilloud, M. Heller, M.-P. Rigobello, A. Bindoli, R. Aebersold, and J. Lunardi,
‘The mitochondrial antioxidant defence system and its response to oxidative
stress’, PROTEOMICS, vol. 1, no. 8, pp. 1105-1110, Aug. 2001, doi: 10.1002/1615-
9861(200109)1:9<1105::AID-PROT1105>3.0.CO;2-M.

[176] I. Hanukoglu, ‘Antioxidant Protective Mechanisms against Reactive Oxygen
Species (ROS) Generated by Mitochondrial P450 Systems in Steroidogenic Cells’,
Drug Metab. Rev., vol. 38, no. 1-2, pp. 171-196, Jan. 2006, doi:
10.1080/03602530600570040.

[177] J. M. McCord and I. Fridovich, ‘Superoxide Dismutase’, J. Biol. Chem., vol. 244, no.
22, pp. 6049-6055, Nov. 1969, doi: 10.1016/S0021-9258(18)63504-5.

[178] H. Yasui, S. Hayashi, and H. Sakurai, ‘Possible Involvement of Singlet Oxygen
Species as Multiple Oxidants in P450 Catalytic Reactions’, Drug Metab.
Pharmacokinet., vol. 20, no. 1, pp. 1-13, 2005, doi: 10.2133/dmpk.20.1.

[179] C. Glorieux and P. Buc Calderon, ‘Targeting catalase in cancer’, Redox Biol., vol.
77, p. 103404, Nov. 2024, doi: 10.1016/j.redox.2024.103404.

[180] L. Gebicka and J. Didik, ‘Catalytic scavenging of peroxynitrite by catalase’, J. Inorg.
Biochem., vol. 103, no. 10, pp. 1375-1379, Oct. 2009, doi:
10.1016/j.jinorgbio.2009.07.011.

[181] R. Hu, C. L.-L. Saw, R. Yu, and A.-N. T. Kong, ‘Regulation of NF-E2-Related Factor 2
Signaling for Cancer Chemoprevention: Antioxidant Coupled with
Antiinflammatory’, Antioxid. Redox Signal., vol. 13, no. 11, pp. 1679-1698, Dec.
2010, doi: 10.1089/ars.2010.3276.

[182] D. Pratico, ‘Lipid Peroxidation and the Aging Process’, Sci. Aging Knowl. Environ.,
vol. 2002, no. 50, Dec. 2002, doi: 10.1126/sageke.2002.50.re5.

89



[183] M. Shoeb, N. Ansari, S. Srivastava, and K. Ramana, ‘4-Hydroxynonenal in the
Pathogenesis and Progression of Human Diseases’, Curr. Med. Chem., vol. 21, no.
2, pp. 230-237, Dec. 2013, doi: 10.2174/09298673113209990181.

[184] G. Barrera et al., ‘Role of 4-Hydroxynonenal-Protein Adducts in Human Diseases’,
Antioxid. Redox Signal., vol. 22, no. 18, pp. 1681-1702, Jun. 2015, doi:
10.1089/ars.2014.6166.

[185] M. A. Ortega et al., ‘Oxidative Stress Markers Are Associated with a Poor Prognosis
in Patients with Pancreatic Cancer’, Antioxidants, vol. 11, no. 4, p. 759, Apr. 2022,
doi: 10.3390/antiox11040759.

[186] T. Al Saati et al., ‘Oxidative Stress Induced by Inactivation of TP53INP1 Cooperates
with KrasG12D to Initiate and Promote Pancreatic Carcinogenesis in the Murine
Pancreas’, Am. J. Pathol., vol. 182, no. 6, pp. 1996-2004, Jun. 2013, doi:
10.1016/j.ajpath.2013.02.034.

[187] I. Bellezza, I. Giambanco, A. Minelli, and R. Donato, ‘Nrf2-Keap1 signaling in
oxidative and reductive stress’, Biochim. Biophys. Acta BBA - Mol. Cell Res., vol.
1865, no. 5, pp. 721-733, May 2018, doi: 10.1016/j.bbamcr.2018.02.010.

[188] S. Arfmann-Knubel et al., ‘The Crosstalk between Nrf2 and TGF-1 in the
Epithelial-Mesenchymal Transition of Pancreatic Duct Epithelial Cells’, PLOS ONE,
vol. 10, no. 7, p. e0132978, Jul. 2015, doi: 10.1371/journal.pone.0132978.

[189] S. Hamada, K. Taguchi, A. Masamune, M. Yamamoto, and T. Shimosegawa, ‘Nrf2
promotes mutant K-ras/p53-driven pancreatic carcinogenesis’, Carcinogenesis,
vol. 38, no. 6, pp. 661-670, 2017, doi: 10.1093/carcin/bgx043.

[190] G. M. DeNicola et al., ‘Oncogene-induced Nrf2 transcription promotes ROS
detoxification and tumorigenesis’, Nature, vol. 475, no. 7354, pp. 106-109, Jul.
2011, doi: 10.1038/nature10189.

[191] H.Ying et al., ‘Oncogenic Kras Maintains Pancreatic Tumors through Regulation of
Anabolic Glucose Metabolism’, Cell, vol. 149, no. 3, pp. 656-670, Apr. 2012, doi:
10.1016/j.cell.2012.01.058.

[192] I. L. Weissman, ‘Stem Cells’, Cell, vol. 100, no. 1, pp. 157-168, Jan. 2000, doi:
10.1016/S0092-8674(00)81692-X.

[193] T. Reya, S. J. Morrison, M. F. Clarke, and I. L. Weissman, ‘Stem cells, cancer, and
cancer stem cells’, Nature, vol. 414, no. 6859, pp. 105-111, Nov. 2001, doi:
10.1038/35102167.

[194] N. A. Lobo, Y. Shimono, D. Qian, and M. F. Clarke, ‘The Biology of Cancer Stem
Cells’, Annu. Rev. Cell Dev. Biol., vol. 23, no. 1, pp. 675-699, Nov. 2007, doi:
10.1146/annurev.cellbio.22.010305.104154.

[195] J. P. Medema, ‘Cancer stem cells: The challenges ahead’, Nat. Cell Biol., vol. 15,
no. 4, pp. 338-344, Apr. 2013, doi: 10.1038/ncb2717.

[196] C. Lietal., ‘Identification of Pancreatic Cancer Stem Cells’, Cancer Res., vol. 67,
no. 3, pp. 1030-1037, Feb. 2007, doi: 10.1158/0008-5472.CAN-06-2030.

[197] S. Ma et al., ‘Identification and Characterization of Tumorigenic Liver Cancer
Stem/Progenitor Cells’, Gastroenterology, vol. 132, no. 7, pp. 2542-2556, Jun.
2007, doi: 10.1053/j.gastro.2007.04.025.

[198] R. K. Nimmakayala et al., ‘Metabolic programming of distinct cancer stem cells
promotes metastasis of pancreatic ductal adenocarcinoma’, Oncogene, vol. 40,
no. 1, pp. 215-231, Jan. 2021, doi: 10.1038/s41388-020-01518-2.

90



[199] P. C. Hermann et al., ‘Distinct Populations of Cancer Stem Cells Determine Tumor
Growth and Metastatic Activity in Human Pancreatic Cancer’, Cell Stem Cell, vol.
1, no. 3, pp. 313-323, Sep. 2007, doi: 10.1016/j.stem.2007.06.002.

[200] H. Niess et al., ‘Side population cells of pancreatic cancer show characteristics of
cancer stem cells responsible for resistance and metastasis’, Target. Oncol., vol.
10, no. 2, pp. 215-227, Jun. 2015, doi: 10.1007/s11523-014-0323-z.

[201] S. Kure, Y. Matsuda, M. Hagio, J. Ueda, Z. Naito, and T. Ishiwata, ‘Expression of
cancer stem cell markers in pancreatic intraepithelial neoplasias and pancreatic
ductal adenocarcinomas’, Int. J. Oncol., vol. 41, no. 4, pp. 1314-1324, Oct. 2012,
doi: 10.3892/ij0.2012.1565.

[202] A. P.Vaz, M. P. Ponnusamy, and S. K. Batra, ‘Cancer stem cells and therapeutic
targets: an emerging field for cancer treatment’, Drug Deliv. Transl. Res., vol. 3, no.
2, pp. 113-120, Apr. 2013, doi: 10.1007/s13346-012-0095-x.

[203] C. M. Sousa and A. C. Kimmelman, ‘The complex landscape of pancreatic cancer
metabolism’, Carcinogenesis, vol. 35, no. 7, pp. 1441-1450, Jul. 2014, doi:
10.1093/carcin/bgu097.

[204] P. P. Hsu and D. M. Sabatini, ‘Cancer Cell Metabolism: Warburg and Beyond’, Cell,
vol. 134, no. 5, pp. 703-707, Sep. 2008, doi: 10.1016/j.cell.2008.08.021.

[205] R. J. DeBerardinis, J. J. Lum, G. Hatzivassiliou, and C. B. Thompson, ‘The Biology of
Cancer: Metabolic Reprogramming Fuels Cell Growth and Proliferation’, Cell
Metab., vol. 7, no. 1, pp. 11-20, Jan. 2008, doi: 10.1016/j.cmet.2007.10.002.

[206] S. Tsutsumi, T. Yanagawa, T. Shimura, H. Kuwano, and A. Raz, ‘Autocrine Motility
Factor Signaling Enhances Pancreatic Cancer Metastasis’, Clin. Cancer Res., vol.
10, no. 22, pp. 7775-7784, Nov. 2004, doi: 10.1158/1078-0432.CCR-04-1015.

[207] D. Jia, J. Park, K. Jung, H. Levine, and B. Kaipparettu, ‘Elucidating the Metabolic
Plasticity of Cancer: Mitochondrial Reprogramming and Hybrid Metabolic States’,
Cells, vol. 7, no. 3, p. 21, Mar. 2018, doi: 10.3390/cells7030021.

[208] M. Guha and N. G. Avadhani, ‘Mitochondrial retrograde signaling at the crossroads
of tumor bioenergetics, genetics and epigenetics’, Mitochondrion, vol. 13, no. 6,
pp. 577-591, Nov. 2013, doi: 10.1016/j.mit0.2013.08.007.

[209] J. B. Jones, J. J. Song, P. M. Hempen, G. Parmigiani, R. H. Hruban, and S. E. Kern,
‘Detection of mitochondrial DNA mutations in pancreatic cancer offers a “mass”-
ive advantage over detection of nuclear DNA mutations’, Cancer Res., vol. 61, no.
4, pp. 1299-1304, Feb. 2001.

[210] W. Lu et al., ‘Novel Role of NOX in Supporting Aerobic Glycolysis in Cancer Cells
with Mitochondrial Dysfunction and as a Potential Target for Cancer Therapy’,
PLoS Biol., vol. 10, no. 5, p. €1001326, May 2012, doi:
10.1371/journal.pbio.1001326.

[211] J. Yun et al., ‘Glucose Deprivation Contributes to the Development of KRAS
Pathway Mutations in Tumor Cells’, Science, vol. 325, no. 5947, pp. 1555-1559,
Sep. 2009, doi: 10.1126/science.1174229.

[212] H. Zubair et al., ‘Glucose Metabolism Reprogrammed by Overexpression of IKKe
Promotes Pancreatic Tumor Growth’, Cancer Res., vol. 76, no. 24, pp. 7254-7264,
Dec. 2016, doi: 10.1158/0008-5472.CAN-16-1666.

[213] Guo-Dong He, YiJiang, Bo Zhang, and Guo-Hao Wu, ‘The Effect of HIF-1a on
Glucose Metabolism, Growth and Apoptosis of Pancreatic Cancerous Cells’, Asia
Pac. J. Clin. Nutr., vol. 23, no. 1, Jan. 2014, doi: 10.6133/apjcn.2014.23.1.14.

91



[214] C. M. Ardito et al., ‘EGF Receptor Is Required for KRAS-Induced Pancreatic
Tumorigenesis’, Cancer Cell, vol. 22, no. 3, pp. 304-317, Sep. 2012, doi:
10.1016/j.ccr.2012.07.024.

[215] N. Abdel Hadi, G. Reyes-Castellanos, and A. Carrier, ‘Targeting Redox Metabolism
in Pancreatic Cancer’, Int. J. Mol. Sci., vol. 22, no. 4, p. 1534, Feb. 2021, doi:
10.3390/ijms22041534.

[216] A.Y. Bobarykina et al., ‘Hypoxic regulation of PFKFB-3 and PFKFB-4 gene
expression in gastric and pancreatic cancer cell lines and expression of PFKFB
genes in gastric cancers’, Acta Biochim. Pol., vol. 53, no. 4, pp. 789-799, 2006.

[217] T. Suzuki, M. Otsuka, T. Seimiya, T. lwata, T. Kishikawa, and K. Koike, ‘The biological
role of metabolic reprogramming in pancreatic cancer’, MedComm, vol. 1, no. 3,
pp. 302-310, Dec. 2020, doi: 10.1002/mco02.37.

[218] M. Hohenegger et al., ‘Gsq -selective G protein antagonists’, Proc. Natl. Acad. Sci.,
vol. 95, no. 1, pp. 346-351, Jan. 1998, doi: 10.1073/pnas.95.1.346.

[219] M. T. Cherian, W. Lin, J. Wu, and T. Chen, ‘CINPA1 is an inhibitor of constitutive
androstane receptor that does not activate pregnane X receptor’, Mol.
Pharmacol., vol. 87, no. 5, pp. 878-889, May 2015, doi: 10.1124/MOL.115.097782.

[220] T. Wongwan, V. Chatsudthipong, and S. Soodvilai, ‘Farnesoid X Receptor
Activation Stimulates Organic Cations Transport in Human Renal Proximal Tubular
Cells’, Int. J. Mol. Sci. Artic., doi: 10.3390/ijms21176078.

[221] R. W. J. Helder, W. A. Boiten, R. van Dijk, G. S. Gooris, A. EL Ghalbzouri, and J. A.
Bouwstra, ‘The effects of LXR agonist T0901317 and LXR antagonist GSK2033 on
morphogenesis and lipid properties in full thickness skin models’, Biochim.
Biophys. Acta BBA - Mol. Cell Biol. Lipids, vol. 1865, no. 2, p. 158546, Feb. 2020,
doi: 10.1016/J.BBALIP.2019.158546.

[222] H. Wang et al., ‘Activated pregnenolone X-receptor is a target for ketoconazole and
its analogs’, Clin. Cancer Res., vol. 13, no. 8, pp. 2488-2495, 2007, doi:
10.1158/1078-0432.CCR-06-1592.

[223] E. Miké et al., ‘Lithocholic acid, a bacterial metabolite reduces breast cancer cell
proliferation and aggressiveness’, Biochim. Biophys. Acta BBA - Bioenerg., vol.
1859, no. 9, pp. 958-974, Sep. 2018, doi: 10.1016/j.bbabio.2018.04.002.

[224] Z. Ma et al., ‘'Serum metabolome and targeted bile acid profiling reveals potential
novel biomarkers for drug-induced liver injury’, Medicine (Baltimore), vol. 98, no.
31, p. e16717, Aug. 2019, doi: 10.1097/MD.0000000000016717.

[225] N. Liu, J. Zhao, J. Wang, H. Teng, Y. Fu, and H. Yuan, ‘Farnesoid X receptor ligand
CDCA suppresses human prostate cancer cells growth by inhibiting lipid
metabolism via targeting sterol response element binding protein 1°, Am. J. Transl.
Res., vol. 8, no. 11, pp. 5118-5124, 2016.

[226] S. Joshi et al., ‘Bile acids-mediated overexpression of MUCA4 via FAK-dependent c-
Jun activation in pancreatic cancer’, Mol. Oncol., vol. 10, no. 7, pp. 1063-1077,
Aug. 2016, doi: 10.1016/j.molonc.2016.04.007.

[227] J. L. Staudinger et al., ‘The nuclear receptor PXR is a lithocholic acid sensor that
protects against liver toxicity’, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 98, no. 6, pp.
3369-3374, Mar. 2001, doi: 10.1073/PNAS.051551698.

[228] S. De Marino et al., ‘Hyodeoxycholic acid derivatives as liver X receptor a and G-
protein-coupled bile acid receptor agonists’, Sci. Rep., vol. 7, no. October 2016,
pp. 1-13, 2017, doi: 10.1038/srep43290.

92



[229] J. Sun et al., ‘Lithocholic acid down-regulation of NF-kB activity through vitamin D
receptor in colonic cancer cells’, J. Steroid Biochem. Mol. Biol., vol. 111, no. 1-2,
pp. 37-40, 2008, doi: 10.1016/j.jsbmb.2008.01.003.

[230] Z. Ni et al., “TGR5-HNF4a axis contributes to bile acid-induced gastric intestinal
metaplasia markers expression’, Cell Death Discov., vol. 6, no. 1, 2020, doi:
10.1038/s41420-020-0290-3.

[231] T. Kovacs et al., ‘The involvement of oncobiosis and bacterial metabolite signaling
in metastasis formation in breast cancer’, Cancer Metastasis Rev., vol. 40, no. 4,
pp. 1223-1249, Dec. 2021, doi: 10.1007/s10555-021-10013-3.

[232] D. Hanahan and R. A. Weinberg, ‘Weinberg RA, Hanahan D. The hallmarks of
cancer. Cell. 2000 Jan 7;100(1):57-70., Cell, vol. 144, no. 5, 2011.

[233] D. Hanahan, ‘Hallmarks of Cancer: New Dimensions’, Cancer Discov., vol. 12, no.
1, pp. 31-46, Jan. 2022, doi: 10.1158/2159-8290.CD-21-1059.

[234] J. Tintelnot et al., ‘Microbiota-derived 3-1AA influences chemotherapy efficacy in
pancreatic cancer’, Nature, vol. 615, no. 7950, pp. 168-174, Mar. 2023, doi:
10.1038/S41586-023-05728-Y.

[235] S. Ghosh et al., ‘Microbial metabolite restricts 5-fluorouracil-resistant colonic
tumor progression by sensitizing drug transporters via regulation of FOXO3-FOXM1
axis’, Theranostics, vol. 12, no. 12, pp. 5574-5595, 2022, doi: 10.7150/thno.70754.

[236] S. Schwarcz, P. Nyerges, T. I. Bird, E. Janka, P. Bai, and E. Mikd, ‘Cytostatic
Bacterial Metabolites Interfere with 5-Fluorouracil, Doxorubicin and Paclitaxel
Efficiency in 4T1 Breast Cancer Cells’, Molecules, vol. 29, no. 13, p. 3073, Jun.
2024, doi: 10.3390/molecules29133073.

[237] M. Ducreux et al., ‘Cancer of the pancreas: ESMO Clinical Practice Guidelines for
diagnosis, treatment and follow-up’, Ann. Oncol., vol. 26, pp. v56-v68, Sep. 2015,
doi: 10.1093/annonc/mdv295.

[238] C. Springfeld, P. Bailey, M. W. Buchler, and J. P. Neoptolemos, ‘ESMO 2023
pancreatic cancer guidelines signal stepwise progress’, Hepatobiliary Surg. Nutr.,
vol. 13, no. 2, pp. 362-365, Apr. 2024, doi: 10.21037/hbsn-24-37.

[239] J. W. Cook, E. L. Kennaway, and N. M. Kennaway, ‘Production of tumours in mice
by deoxycholic acid [10]’, Nature, vol. 145, no. 3677, p. 627, 1940, doi:
10.1038/145627a0.

[240] A. F. Hofmann, ‘Detoxification of lithocholic acid, a toxic bile-acid: Relevance to
drug hepatotoxicity’, Drug Metab. Rev., vol. 36, no. 3-4, pp. 703-722, 2004, doi:
10.1081/DMR-200033475.

[241] S. Joshi et al., ‘Bile acids-mediated overexpression of MUC4 via FAK-dependent c-
Jun activation in pancreatic cancer’, Mol. Oncol., vol. 10, no. 7, pp. 1063-1077,
Aug. 2016, doi: 10.1016/J.MOLONC.2016.04.007.

[242] S. Zhu et al., ‘A high bile acid environment promotes apoptosis and inhibits
migration in pancreatic cancer’, Bioengineered, vol. 13, no. 3, pp. 6719-6728,
2022, doi: 10.1080/21655979.2022.2045823.

[243] Y.J.Kim, S. H. Jeong, E. K. Kim, E. J. Kim, and J. H. Cho, ‘Ursodeoxycholic acid
suppresses epithelial-mesenchymal transition and cancer stem cell formation by
reducing the levels of peroxiredoxin Il and reactive oxygen species in pancreatic
cancer cells’, Oncol. Rep., vol. 38, no. 6, pp. 3632-3638, 2017, doi:
10.3892/0r.2017.6045.

93



[244] J. Kondo et al., ‘Claudin-1 expression is induced by tumor necrosis factor-ain
human pancreatic cancer cells’, Int. J. Mol. Med., vol. 22, no. 5, pp. 645-649, Nov.
2008, doi: 10.3892/1JMM_00000067.

[245] A. A. Bhat et al., ‘Claudin-1, A Double-Edged Sword in Cancer’, pp. 1-24, 2020.

[246] P. Zhou et al., ‘The epithelial to mesenchymal transition (EMT) and cancer stem
cells: Implication for treatment resistance in pancreatic cancer’, Mol. Cancer, vol.
16, no. 1, pp. 1-11, 2017, doi: 10.1186/s12943-017-0624-9.

[247] C. Qin et al., ‘Metabolism of pancreatic cancer: Paving the way to better
anticancer strategies’, Mol. Cancer, vol. 19, no. 1, pp. 1-19, 2020, doi:
10.1186/s12943-020-01169-7.

[248] Y. S. Wu, C. Y. Looi, K. S. Subramaniam, A. Masamune, and |. Chung, ‘Soluble
factors from stellate cells induce pancreatic cancer cell proliferation via Nrf2-
activated metabolic reprogramming and ROS detoxification’, Oncotarget, vol. 7,
no. 24, pp. 36719-36732, 2016, doi: 10.18632/oncotarget.9165.

[249] L. Zhang et al., ‘Reactive Oxygen Species and Targeted Therapy for Pancreatic
Cancer’, Oxid. Med. Cell. Longev., vol. 2016, 2015, doi: 10.1155/2016/1616781.

[250] J. J. Qin, X. D. Cheng, J. Zhang, and W. D. Zhang, ‘Dual roles and therapeutic
potential of Keap1-Nrf2 pathway in pancreatic cancer: A systematic review’, Cell
Commun. Signal.,vol. 17, no. 1, pp. 1-15, 2019, doi: 10.1186/s12964-019-0435-2.

[251] K. Smolkov4, E. Miké, T. Kovacs, A. Leguina-Ruzzi, A. Sipos, and P. Bai, ‘Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 in regulating cancer metabolism’, Antioxid.
Redox Signal., vol. 33, no. 13, pp. 966-997, 2020, doi: 10.1089/ars.2020.8024.

[252] K. Wang et al., ‘Expression of vitamin D receptor as a potential prognostic factor
and therapeutic target in pancreatic cancer’, Histopathology, vol. 67, no. 3, pp.
386-397, Sep. 2015, doi: 10.1111/HIS.12663.

[253] M. H. Sherman et al., ‘Vitamin D receptor-mediated stromal reprogramming
suppresses pancreatitis and enhances pancreatic cancer therapy’, Cell, vol. 159,
no. 1, pp. 80-93, Sep. 2014, doi: 10.1016/J.CELL.2014.08.007.

[254] D. Wei et al., ‘Activation of Vitamin D/VDR Signaling Reverses Gemcitabine
Resistance of Pancreatic Cancer Cells Through Inhibition of MUC1 Expression’,
Dig. Dis. Sci., 2023, doi: 10.1007/S10620-023-07931-3.

[255] Z. Lietal., ‘Activation of vitamin D receptor signaling downregulates the
expression of nuclear FOXM1 protein and suppresses pancreatic cancer cell
stemness’, Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res., vol. 21, no. 4, pp.
844-853, Feb. 2015, doi: 10.1158/1078-0432.CCR-14-2437.

[256] J. Y. Lee et al., ‘Farnesoid X receptor, overexpressed in pancreatic cancer with
lymph node metastasis promotes cell migration and invasion’, Br. J. Cancer, vol.
104, no. 6, p. 1027, Mar. 2011, doi: 10.1038/BJC.2011.37.

[257] C. Giaginis et al., ‘Elevated Farnesoid X Receptor (FXR) and Retinoid X Receptors
(RXRs) expression is associated with less tumor aggressiveness and favourable
prognosis in patients with pancreatic adenocarcinoma’, Neoplasma, vol. 62, no. 2,
pp. 332-341, 2015, doi: 10.4149/NEO_2015_040.

[258] T. Rezen et al., ‘The role of bile acids in carcinogenesis’, Cell. Mol. Life Sci. CMLS,
vol. 79, no. 5, May 2022, doi: 10.1007/S00018-022-04278-2.

[259] R. A. Haeusler, B. Astiarraga, S. Camastra, D. Accili, and E. Ferrannini, ‘Human
Insulin Resistance Is Associated With Increased Plasma Levels of 12a-
Hydroxylated Bile Acids’, doi: 10.2337/db13-0639.

94



[260] T. Lietal., ‘Glucose and insulin induction of bile acid synthesis: mechanisms and
implication in diabetes and obesity’, J. Biol. Chem., vol. 287, no. 3, pp. 1861-1873,
Jan. 2012, doi: 10.1074/JBC.M111.305789.

[261] X. Xie et al., ‘Increased circulating total bile acid levels were associated with organ
failure in patients with acute pancreatitis’, BMC Gastroenterol., vol. 20, no. 1, pp.
1-10, Jul. 2020, doi: 10.1186/S12876-020-01243-W/FIGURES/2.

[262] X. Luo, J. Liu, H. Wang, and H. Lu, ‘Metabolomics identified new biomarkers for the
precise diagnosis of pancreatic cancer and associated tissue metastasis’,
Pharmacol. Res., vol. 156, Jun. 2020, doi: 10.1016/J.PHRS.2020.104805.

[263] A. Martin-Blazquez et al., ‘Discovery of Pancreatic Adenocarcinoma Biomarkers by
Untargeted Metabolomics’, Cancers, vol. 12, no. 4, Apr. 2020, doi:
10.3390/CANCERS12041002.

[264] I. M. Di Gangi et al., ‘Metabolomic profile in pancreatic cancer patients: a
consensus-based approach to identify highly discriminating metabolites’,
Oncotarget, vol. 7, no. 5, pp. 5815-5829, 2016, doi: 10.18632/ONCOTARGET.6808.

[265] D. O. Rees et al., ‘Comparison of the composition of bile acids in bile of patients
with adenocarcinoma of the pancreas and benign disease’, J. Steroid Biochem.
Mol. Biol., vol. 174, pp. 290-295, 2017, doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.10.011.

[266] Z. Yao et al., ‘Ursodeoxycholic Acid Inhibits Glioblastoma Progression via
Endoplasmic Reticulum Stress Related Apoptosis and Synergizes with the
Proteasome Inhibitor Bortezomib’, ACS Chem. Neurosci., vol. 11, no. 9, pp. 1337-
1346, May 2020, doi: 10.1021/acschemneuro.0c00095.

[267] I. Fonseca et al., ‘Tauroursodeoxycholic Acid Protects Against Mitochondrial
Dysfunction and Cell Death via Mitophagy in Human Neuroblastoma Cells’, Mol.
Neurobiol., vol. 54, no. 8, pp. 6107-6119, Oct. 2017, doi: 10.1007/s12035-016-
0145-3.

[268] W. S. Lee et al., ‘Ursodeoxycholic Acid Induces Death Receptor-mediated
Apoptosis in Prostate Cancer Cells’, J. Cancer Prev., vol. 22, no. 1, pp. 16-21, Mar.
2017, doi: 10.15430/JCP.2017.22.1.16.

[269] H. Yu et al., ‘Apoptosis induced by ursodeoxycholic acid in human melanoma cells
through the mitochondrial pathway’, Oncol. Rep., Oct. 2018, doi:
10.3892/0r.2018.6828.

[270] H. Liu, ‘Mechanism of apoptotic effects induced selectively by ursodeoxycholic
acid on human hepatoma cell lines’, World J. Gastroenterol., vol. 13, no. 11, p.
1652, 2007, doi: 10.3748/wjg.v13.i11.1652.

[271] H. Liu, ‘Ursodeoxycholic acid induces apoptosis in hepatocellular carcinoma
xenografts in mice’, World J. Gastroenterol., vol. 21, no. 36, p. 10367, 2015, doi:
10.3748/wjg.v21.i36.10367.

[272] L. Pang, X. Zhao, W. Liu, J. Deng, X. Tan, and L. Qiu, ‘Anticancer Effect of
Ursodeoxycholic Acid in Human Oral Squamous Carcinoma HSC-3 Cells through
the Caspases’, Nutrients, vol. 7, no. 5, pp. 3200-3218, May 2015, doi:
10.3390/nu7053200.

[273] C. Fimognari, M. Lenzi, G. Cantelli-Forti, and P. Hrelia, ‘Apoptosis and Modulation
of Cell Cycle Control by Bile Acids in Human Leukemia T Cells’, Ann. N. Y. Acad.
Sci.,vol. 1171, no. 1, pp. 264-269, Aug. 2009, doi: 10.1111/j.1749-
6632.2009.04710.x.

95



[274] Y.-C. Wu, C.-F. Chiu, C.-T. Hsueh, and C.-T. Hsueh, ‘The role of bile acids in cellular
invasiveness of gastric cancer’, Cancer Cell Int., vol. 18, no. 1, p. 75, Dec. 2018,
doi: 10.1186/512935-018-0569-0.

[275] A. Goldman et al., ‘Protective effects of glycoursodeoxycholic acid in Barrett’s
esophagus cells’, Dis. Esophagus, vol. 23, no. 2, pp. 83-93, Feb. 2010, doi:
10.1111/j.1442-2050.2009.00993.x.

[276] S. Pengetal., ‘In Barrett’s esophagus patients and Barrett’s cell lines,
ursodeoxycholic acid increases antioxidant expression and prevents DNA damage
by bile acids’, Am. J. Physiol.-Gastrointest. Liver Physiol., vol. 307, no. 2, pp. G129-
G139, Jul. 2014, doi: 10.1152/ajpgi.00085.2014.

[277] M. M. Abdel-Latif, H. Inoue, and J. V. Reynolds, ‘Opposing effects of bile acids
deoxycholic acid and ursodeoxycholic acid on sighal transduction pathways in
oesophageal cancer cells’, Eur. J. Cancer Prev., vol. 25, no. 5, pp. 368-379, Sep.
2016, doi: 10.1097/CEJ.0000000000000198.

[278] E.-K. Kim, J. H. Cho, E. Kim, and Y. J. Kim, ‘Ursodeoxycholic acid inhibits the
proliferation of colon cancer cells by regulating oxidative stress and cancer stem-
like cell growth’, PLOS ONE, vol. 12, no. 7, p. €0181183, Jul. 2017, doi:
10.1371/journal.pone.0181183.

[279] P. Kovacs et al., ‘Lithocholic Acid, a Metabolite of the Microbiome, Increases
Oxidative Stress in Breast Cancer’, Cancers, vol. 11, no. 9, p. 1255, Aug. 2019, doi:
10.3390/cancers11091255.

[280] S. Schwarcz et al., ‘The bacterial metabolite, lithocholic acid, has antineoplastic
effects in pancreatic adenocarcinoma’, Cell Death Discov., vol. 10, no. 1, p. 248,
May 2024, doi: 10.1038/s41420-024-02023-1.

[281] D. M. Booth et al., ‘Reactive Oxygen Species Induced by Bile Acid Induce
Apoptosis and Protect Against Necrosis in Pancreatic Acinar Cells’,
Gastroenterology, vol. 140, no. 7, pp. 2116-2125, Jun. 2011, doi:
10.1053/j.gastro.2011.02.054.

[282] A. Sipos et al., ‘The role of the microbiome in ovarian cancer: mechanistic insights
into oncobiosis and to bacterial metabolite signaling’, Mol. Med., vol. 27, no. 1, p.
33, Dec. 2021, doi: 10.1186/s10020-021-00295-2.

[283] P. Sancho et al., ‘MYC/PGC-1a Balance Determines the Metabolic Phenotype and
Plasticity of Pancreatic Cancer Stem Cells’, Cell Metab., vol. 22, no. 4, pp. 590-
605, Oct. 2015, doi: 10.1016/j.cmet.2015.08.015.

[284] E. M. De Francesco, F. Sotgia, and M. P. Lisanti, ‘Cancer stem cells (CSCs):
metabolic strategies for their identification and eradication’, Biochem. J., vol. 475,
no. 9, pp. 1611-1634, May 2018, doi: 10.1042/BCJ20170164.

[285] V. Sigurdsson et al., ‘Induction of blood-circulating bile acids supports recovery
from myelosuppressive chemotherapy’, Blood Adv., vol. 4, no. 9, pp. 1833-1843,
May 2020, doi: 10.1182/BLOODADVANCES.2019000133.

[286] S. Iwahashi et al., ‘Effect of histone deacetylase inhibitor in combination with 5-
fluorouracil on pancreas cancer and cholangiocarcinoma cell lines’, J. Med.
Invest., vol. 58, no. 1-2, 2011, doi: 10.2152/jmi.58.106.

[287] L. T. Geller et al., ‘Potential role of intratumor bacteria in mediating tumor
resistance to the chemotherapeutic drug gemcitabine’, Science, vol. 357, no.
6356, pp. 1156-1160, Sep. 2017, doi: 10.1126/science.aah5043.

96



[288] L. T. Geller and R. Straussman, ‘Intratumoral bacteria may elicit chemoresistance
by metabolizing anticancer agents’, Mol. Cell. Oncol., vol. 5, no. 1, p. €1405139,
Jan. 2018, doi: 10.1080/23723556.2017.1405139.

[289] Y. Fan et al., ‘Changes in the gut microbiota structure and function in rats with
doxorubicin-induced heart failure’, Front. Cell. Infect. Microbiol., vol. 13, p.
1135428, Apr. 2023, doi: 10.3389/fcimb.2023.1135428.

[290] Z.Tian et al., ‘Cisplatin and doxorubicin chemotherapy alters gut microbiotain a
murine osteosarcoma model’, Aging, vol. 16, no. 2, pp. 1336-1351, Jan. 2024, doi:
10.18632/aging.205428.

[291] S. Lee et al., ‘Synergistic effect of ursodeoxycholic acid on the antitumor activity of
sorafenib in hepatocellular carcinoma cells via modulation of STAT3 and ERK’, Int.
J. Mol. Med., vol. 42, no. 5, pp. 2551-2559, Nov. 2018, doi:
10.3892/1JMM.2018.3807.

[292] S. Ghosh et al., ‘Microbial metabolite restricts 5-fluorouracil-resistant colonic
tumor progression by sensitizing drug transporters via regulation of FOXO3-FOXM1
axis’, Theranostics, vol. 12, no. 12, pp. 5574-5595, 2022, doi: 10.7150/thno.70754.

[293] W. Wei et al., ‘Microbiota-Derived Tryptophan Metabolite Indole-3-Acetic Acid
Improves Chemoresistance in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma’, Pancreas, vol.
52, no. 5, pp. e305-e306, May 2023, doi: 10.1097/MPA.0000000000002251.

[294] T. Ikegami, Y. Matsuzaki, M. Al Rashid, S. Ceryak, Y. Zhang, and B. Bouscarel,
‘Enhancement of DNA topoisomerase | inhibitor-induced apoptosis by
ursodeoxycholic acid’, Mol. Cancer Ther., vol. 5, no. 1, pp. 68-79, Jan. 2006, doi:
10.1158/1535-7163.MCT-05-0107.

[295] B. W. H. van Heumen, H. M. J. Roelofs, R. H. M. Te Morsche, B. Marian, F. M.
Nagengast, and W. H. M. Peters, ‘Celecoxib and tauro-ursodeoxycholic acid co-
treatment inhibits cell growth in familial adenomatous polyposis derived LT97
colon adenoma cells’, Exp. Cell Res., vol. 318, no. 7, pp. 819-827, Apr. 2012, doi:
10.1016/J.YEXCR.2012.02.004.

97



11. Tagyszavak

Litokoélsav

Urzodezoxikolsav

Hasnyalmirigy adenokarcindéma
Mikrobiom

Onkobiom
Epitelialis-mezenchimalis tranzicid
Oxidativ stressz

Ossejtszeriiség

Sejtmetabolizmus

98

Lithocholic acid

Ursodeoxycholic acid

Pancreatic adenocarcinoma
Microbiome

Oncobiome
Epithelial-Mesenchymal Transition
Oxidative stress

Stemness

Cell metabolism



12. Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretném kifejezni legmélyebb halamat és dszinte kdszonetemet témavezetdémnek,
Kapitanyné¢ Dr. Mikoé Editnek, aki szakmai utmutatdsaval, tiirelmével ¢&s inspirald
tamogatasaval meghatarozo szerepet jatszott doktori munkdm elkészitésében. Kivételes
szakmai tudasa és mindig segitokész hozzaallasa, iranymutatasa, embersége €s biztatod szavai is
sokat jelentettek szdmomra e hosszu és kihivasokkal teli uton. Kiilon halaval tartozom amiért

mindvégig szem eldtt tartotta, nem csak a kutatas, de az én személyes érdekeimet is.

Halaval tartozom Prof. Dr. Bay Péternek amiért biztositotta a kutatdshoz sziikséges feltételeket
¢s szakmai tamogatasaval végig kisérte a munkamat, tovabba Prof. Dr. Virag Laszlo
intézetigazgatonak, hogy lehetdséget nyujtott a kutatdsom megvalositisdhoz az Orvosi
Vegytani Intézetben.

Ko6szoném Dr. Koviacs Patriknak, Nyerges Petrdnak, Biré Timeéanak és a munkacsoportunk

Osszes tagjanak a szakmai segitséget, amit munkam soran nyujtottak.

Kiilon szeretném megkdszonni Rauch Boglarkanak, Dr. Ujlaki Gyulanak és Finta Laszlonak,

hogy nem csak szakmailag, de baratként is végig tdmogattak és segitették munkamat.

Végiil szeretném megkdszonni a csaladdomnak, és bardtaimnak, akiknek szeretete, tiirelme és
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atlendiilni a nehezebb iddszakokon.

Halas vagyok a férjemnek, Schwarcz Tibornak, aki tiirelemmel, megértéssel és szeretettel
kisért végig ezen az Uton. Végiil, de nem utolsosorban, kdszondm kislanyomnak, Schwarcz
Izabellanak, aki szeretetével és puszta jelenlétével nap mint nap emlékeztetett arra, miért

érdemes kitartani és haladni elére. O a legnagyobb inspiraciém.

99



13.

"
[ |
4. Schwarcz, S., Nyerges, P., Biré, T. |, Janka, E. A., Bai, P., Miko, E.: Cytostatic éaéterial . i

Publikacios lista

DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

EGYETEM Tl 52/410-445, &-mal: pobikaciokIb. urideb.h

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

Jelolt: Schwarcz Szandra
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola
MTMT azonosito: 10076111

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kézlemények

1. Kovacs, P.*, Schwarcz, 8.*, Nyerges, P., Biro, T. ., Ujlaki, G., Bai, P., Miko, E.: Anticarcinogenic

effects of ursodeoxycholic acid in pancreatic adenocarcinoma cell models.
Front. Cell. Dev. Biol. 12, 1-14, 2024,

DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fcell.2024.1487685

* Megosztott elsé szerzbs kozlemény.

IF: 4.6 (2023)

2. Schwarcz, 8., Kovacs, P., Nyerges, P., Ujlaki, G., Sipos, A., Uray, K., Bai, P., Miko, E.: The

bacterial metabolite, lithocholic acid, has antineoplastic effects in pancreatic
adenocarcinoma.

Cell Death Discov. 10 (1), 1-12, 2024.

DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41420-024-02023-1

IF: 6.1 (2023)

Tovabbi kozlemények

3. Sipos, A., Kerekes, E., Szeécs, D., Szarvas, F., Schwarcz, S., Téth, E., Ujlaki, G., Miké, E., Bai,

P.: Ursodeoxycholic acid prompts glycolytic dominance, reductive stress and epithelial-to-
mesenchymal transition in ovarian cancer cells through NRF2 activation.
Cell Death Discov. 11 (1), 1-10, 2025.

DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41420-025-02398-9 /3*‘\'
IF: 6.1 (2023) /

i1

Metabolites Interfere with 5-Fluorouracil, Doxorubicin and Paclitaxel Eﬁiciepcy@fo
Cancer Cells. FH
Molecules. 29 (13), 1-16, 2024.

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

IF: 4.2 (2023)

100



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

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

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

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

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

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

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

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

A kozl6 folyoéiratok dsszesitett impakt faktora: 27,8

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

A DEENK a Jelolt altal a Tuddstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a
tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2025.05.14.

<
{ % ()
feo <
172 *
\\} ok
N\, &,
e

101



14. Fuggelék

A fliggelék az értekezés alapjaul szolgald kozlemények kiilonlenyomatait tartalmazza:

102



