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Bevezetés

Az emlétumor

A malignus daganatok @sszetett, szisztémas betegségek, cellularis és genomi valtozasok
eredmeényei, melyek egyre sulyosabb egészségligyi problémat jelentenek Magyarorszagon. A
Nemzeti Rakregiszter adatai szerint 2020-ban 7144 Uj péaciensnél azonositottak malignus
emlddaganatot.

Az Egyesiilt Allamokban az emlérdk a masodik leggyakoribb malignus halalozasi ok a ndk
kdrében. Eurdpéban évente kortlbelll egy millid esetet diagnosztizalnak, a becsiilt éves halalozasi
arany pedig 23,1 halaleset 100 000 lakosra. Az American Cancer Society 2019-es emlérak
jelentése szerint az emlérak eléfordulasa évente atlagosan 0,3%-kal nétt 2012 és 2016 kozott.
Mindazondltal, a halalozési arany az utobbi évtizedekben jelentésen csokkent a rendszeres sziirés
széleskorti elterjedésének koszonhetden. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2022-ben 287 850
ujonnan diagnosztizalt invaziv emldrakesetet és 51 400 ujonnan diagnosztizalt in situ
emlérakesetet regisztraltak. Statisztikai becslések szerint 2022-ben az Egyesiilt Allamokban 43
250 nd halt meg emldrdkban. Az emldrak el6fordulasa jelentds foldrajzi €s gazdasagi
kiilonbségeket mutat, a fejlett orszagokban magasabb az eléfordulasi aranya. A sziirési programok
népszerlsitése és ennek kovetkeztében a korai felismerés miatt az emldrak 6téves talélési aranya
99% in situ emlérak esetén, 86% regionalis nyirokcsomo-attétet képzett emlorak esetén, és 30%
tavoli attétet képzett emlérak esetén a SEER adatbazis szerint.

Az emldrak kialakulasanak kockazati tényezoi:

- Nem és életkor,

- Genetikai és epigenetikai tényezdk, ideértve a BRCA1 és BRCA2 génmutacidkat, az
epidermalis novekedési factor receptor (EGFR) és human epidermalis névekedési
faktor receptor (HER2) magas expresszidjat,

- Hosszantartd hormon expozicio, mint példaul a fogamzasgatlok, hormonpdtlo terapiak
hasznalata, valamint korai menarche vagy kés6i menopauza,

- Emldrak vagy mas neoplasztikus betegségek a csaladi anamnézisben,

- Elhizottsag, rendszeres dohanyzas és alkoholfogyasztas,

- Siri (denz) emlészovet.



Ezzel szemben a terhesség, a szoptatas, a rendszeres testmozgas és az egészséges eletmdd, a

karos szenvedélyektdl mentes élet csokkentheti az emlorak hajlamat.

Sejtproliferacio az emlétumorban

Az egészséges szovetekben a ndvekedést eldsegitd jelatviteli fehérjék kifejezddése szigoruan
szabalyozott folyamat, igy fenntartva a szévet homeosztazisat, szerkezetét és funkciojat. Ezzel
szemben a rakos sejtek képessé valnak a proliferativ jelek fenntartdsara és ezzel egyitt a
folyamatos sejtosztodasra, ezaltal felboritva a normalis szdveti szerkezetet.

A tumorsejtek a folyamatos ndvekedési szignalt fenntarthatjék:

- novekedési faktorok tulzott expresszidjaval
- sajat novekedési faktorok termelésével (autokrin jelatvitel)
- anodvekedesi faktorok jelatvitelében bekovetkezé mutacioval.

A novekedési faktorok jelatvitelében bekdvetkezd mutaciok gatolhatjdk az apoptodzist,
befolyasolhatjak a sejtciklusbol vald Kilépést és a sejtciklus progresszidjat. Ezek a génmutéciok
jellemzéen a MAPK, PI3K, Akt és mTOR jelatviteli Gtvonalakban kovetkeznek be. Az emlitett
hatasokon tal ezeknek a mutacidknak szerepiik van a hagyomanyos terapias megkdzelitésekkel
szembeni rezisztenciaban is.

A neoplasztikus sejtek a novekedesi kontroll elvesztésevel képessé valnak a
tumorszuppresszor fehérjék altali ndvekedés gatlas és eliminalas elkerulésére is. Ezek a
tumorszuppresszor fehérjék gatoljak a mutaciot szenvedett sejtek osztdédasat a sejtciklus
szabalyozéasén keresztill, szeneszcencidt, kritikus karosodott sejtek esetében pedig nyugalmi
allapotot vagy apoptozist idéznek eld. Genetikai mutaciok nem kizarélag csak ndvekedési faktorok
jelatvitelében kdvetkezhetnek be. A tumorok 70%-aban a tumorszuppresszor gének mutaciot
szenvednek. A két legfontosabb tumor szuppresszor a Retinoblastoma fehérje (Rb) és a tumor
protein 53 (p53), melyek a sejtciklusban GO/G1 ellenérzépont fenntartasaban jatszanak fontos
szerepet.

A folyamatos sejtosztddas szakirodalma kiterjedt, ezért a tovabbiakban az eredményeink
értelmezésehez fontos jelatviteli Utvonalak targyalasara 6sszpontositunk. Az eml6tumorok
melyek a B-catenin, vagy a B-catenin targeteinek stabilizalodasat idézik el6, gyakran hozhatok

Osszefliggésbe a tumor aggresszivitassal. Ha a WNT utvonal downregulalt, a B-catenin-t a
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ubikvitinalja és foszforilalja GSK-3ap a lebonté komplexben. Ez a B-catenin degradalasahoz
vezet. Ellenkezd esetben, amikor a WNT utvonal upregulalt, a GSK-3af3 nem foszforilalja a -
catenint. Ebben az aktiv allapotban, a 3-catenin a nukleuszba transzlokaléddik, ahol a CYCLIN D1,
c-MYC, PDK, MTC-1, MMP?7, fibronectin, COX2 és AXIN-2 gének kifejez6dosét idézi eld. A
szakirodalom alapjan ugy tlnik, a konstitutiv B-catenin szignaling tdmogatja az O&ssejtek
novekedését és talélését a tumorfejlédés korai stadiumaban. A B-catenin Gtvonal konstitutiv
aktivitasa gyakran 0sszefiigg a CTNNB1, APC, AXIN-1 és AXIN-2 gének mutacidjaval. A B-
catenin aktivitdsanak értékeléséhez altalban szilkséges a GSK-3af3 foszforilaltsagi allapotanak
mérese is, mivel a GSK-3ap foszforilalt allapotaban (inaktivalt) nem képes foszforilalni a f-

catenint, mely a -catenin lebomlasat gatolja.

EMT az emlétumorban

A tumorsejtek altalaban elveszitik epithelialis morfoldgiajukat, mely folyamatot epithelialis-
mesenchymalis tranzicionak (EMT) hivunk. Az EMT egy 0sszetett bioldgiai folyamat, mely soran
az epithelialis sejtek molekularis valtozasok sorozatan mennek keresztil, aminek eredményeként
mesenchymalis fenotipusra jellemzé tulajdonsagokat vesznek fel. Altalaban ezek a mesenchymalis
sejtek elveszitik a képességliket fokalis adhézidra és mobilissa valnak. Ez a mobilitds lehetévé
teszi a daganatsejtek terjedését és a metsztazis kialakuldsat. Ez a folyamat kulcsfontossagu
szerepet jatszik az embriogenezis soran, a szOvetjavitasban és a sebgydgyulasban, mivel ezek a
sejtek migrécids képesseggel rendelkeznek. Az EMT kiilonb6z6 patologiai folyamatokban is
szerepet jatszik, ideértve a tumorprogressziot és metasztazist.

A folyamat soran az epithelsejtek az 6ket koriilvevd (mikro)kornyezettdl kapott jelek vagy az
EMT jelatvitelben bekovetkez6 mutaciok valaszaként EMT-n mennek keresztil. Az EMT
tanulmanyozasa kihivast jelent, mivel a sejt morfologia és a molekuléris jellemzék altalaban nem
mutatnak egyértelmii képet, nem utalnak kizardlag epithelialis vagy mesenchymalis fenotipusra.
Bizonyos citokinek, példaul a transforming growth factor-p (TGF-B), a fibroblaszt névekedési
factor (FGF) csalad, az epidermalis ndvekedeési factor (EGF) és a hepatocita névekedési factor
(HGF) EMT-t indukalnak vagy eldsegitenek. Ezek az EMT-indukalo szignalok specifikus
transzkripcids faktorok, peldaul Snail transzkripcios represszor fehérjecsalad (SNAI), a Twist
fehérjecsalad BHLH transzkripcios faktor (TWIST), a Cink-ujj E-boksz binding homeobox (ZEB)

és a B-katenin kifejezodését elosegitik. Az EMT transzkripcios faktorok gyakran mikodnek egytitt
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mMiRNS-ekkel és kiilonb6z6 epigenetikai és posztranszlacids szabalyozokkal, igy 6sszehangolva
az EMT folyamatat. Az miR-34a megakadalyozza a TGF-p altal indukalt EMT-t és szabalyozza a
SNAII expressziojat a 3’-UTR-n keresztll. Ezen feliil a SLUG és ZEBI1 kifejezodését is gatolja.
A tumorsejtek altaldban egy spektrumot mutatnak az epithelialis-mesenchymalis jellemz6iket
illetéen: az E-cadherin, az occludinok és a citokeratinok gyakran epithelialis markek, mig az N-
cadherint és vimentint mesenchymalis markerek. Az E-cadherin és az occludinok az epithel sejtek
felszinén talalhaté zonulae occludens részei, ahol f6 szerepiik a sejt-sejt kapcsolatok fenntartasa,
mig a citokeratinok a citoszkeleton intermedier szalainak tagjai. A mesenchymalis markerek kdzé
sorolhatd N-kadherin is kozvetiti a sejt-sejt adhéziot, de az EMT soran a sejt viselkedésének
valtozasait a migracios fenotipus irdnyaban segiti. A vimentin egy intermedier filamentum fehérje,
amely az EMT fenotipussal tarsul. A legutébbi kutatdsok azt mutattadk, hogy bizonyos daganatos
sejtek kifejeznek mind epithelialis, mind mesenchymalis markereket.

A tumorsejtek energiahaztartasa

A gliklizis soran képz6d6 piruvat, leggyakrabban a piruvat-dehidrogenaz (PDH) komplexen
keresztil alakul at, acetil-koenzim A-va. Az acetil-koenzim A ezt kovetden oxalacetattal egyesilve
citrattd alakul, a citrat-szintaz enzim hatasara. A keletkez0 citrat vagy izocitratta alakul a TCA-
ciklusban, vagy elhagyhatja a mitokondriumot. A citoszolba keriil§ citratot az ATP citrat lidz
acetil-koenzim A-véa alakitja. A citoszolikus acetil-koenzim A de novo lipid bioszintézis és a
fehérje acetilacios rendszer szubsztratja. A piruvat-citrat inga megfeleldé mikodése
kulcsfontossdgll a zsirsavak es koleszterin szintéziséhez, valamint a fehérje acetilalashoz.
Bizonyos kivételekkel, példaul hipoxia esetén, a legtobb rakos sejt szamara a lipogén acetil-
koenzim A {6 forrasa a PDH-ttvnalon gliikozbol keletkezd piruvat.

A szénhidratok mellett az aminosavak is fontos szerepet jatszanak mitokondrialis anyagcsere
alapjaként, melybdl lipidek, fehérjék és mas molekulak képzédnek. A tumor szempontjabol
kilénésen fontosak a glutation, prolin, aszpartat és alanin feldolgozasaban részt vevd
mitokondrialis enzimek. A glutation fontos anaplerotikus szubsztrat, hozzajarul a TCA-ciklus
intermediereinek Ujbdli feltoltéséhez. A glutationbdl szarmazd szén beéplilhet az acetil-koenzim
A-ba és igy részt vehet a de novo lipid szintézisben.

Az aminosavak és a lipidek szintézise mellett a nukleotidok szintézise is jelentdsen

tdmaszkodik a mitokondrialis anyagcserére és az ahhoz kapcsol6d6 intermedierekre. Mig a
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nukleotidok rib6z része kizarolag a citoplazmaban keletkezik, szamos komponens
nélkildzhetetlen a pirimidin és a purin bazisok felépitéséhez.

A sejtanyagcsere VvAaltozasai 0Osszefliggnek a sejtes energia-érzékel6 rendszer bonyolult
atprogramozéasaval. Ezek kozott a szenzorok kozott szerepel az mTOR, a forkhead box O1
(FOXO01), az adenozin monofoszfat-aktivalt protein kindz (AMPK), valamint a peroxiszéma-
proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator la és 1p (PGC-la és PGC-1p) halozata. Az
MTOR komplexek (MTORC1 és mTORC2) indukcidja fokozza azoknak a géneknek az
expresszidjat és aktivitasat, amelyek részt vesznek a Warburg-hatds és a glutaminolizis
folyamataiban. Ekozben a FOXOI1 transzkripcios faktor fOként sejtciklus leédllast vagy a
sejtosztodasi kapacitas csokkenését 1dézi eld az mTORCI1 gatlasan keresztiil, aminek
eredményeként a tumorndvekedés gatolt. Az emlérakban az AMP-aktivalt kindz (AMPK)
serin/threonin kindz aktivitasa alacsony. Az alacsony AMPK aktivitds aerob glikolizissel
(Warburg hatassal) és felgyorsult tumor névekedéssel mutat dsszefliggést. Az AMPK-n kivil anti-
Warburg hatasu a PGC-1a és PGC-1, illetve a nuclear respiratory factor (NRF1). Az emlérakban,
a Warburg tipusu metabolikus atrendezodés terapias kezelése csokkentheti a rakos sejtek osztddasi

sebességét, tehat ezen utvonalak gyogyszeres befolyasoléasa igéretes célpontnak tiinik.

A bél mikrobiom

A mikrobiom kifejezés a mikrobialis fajok egy kompartmenten beliili egyuttesét jelenti,
melyek azonositasa Uj-generacios szekvenalassal torténik. A mikrobiomot a fajok szdmaval és az
fajon bellli egyedek sokasagaval jellemezhetjik egy adott térben. A mikrobiom véltozatosséga
magaba foglalja az egyes baktériumfajok egyedei kozti genetikai valtozatossagot. A mikrobiom
szamos bioaktiv vegyliletet allit el6, beleértve az enzimeket és a vitaminokat is. A mikrobiom
Osszetételében bekovetkez6 valtozasokat diszbiozisnak nevezink.

A mikrobiom valtozatossagat olyan tényezék beyasoljak, mint példaul az egyén életkora,
etnikuma, hormonszintje és életmddbeli valasztasai. llyen életmodbeli valasztas példaul az étrend,
prebiotikumok és probiotikumok fogyasztasa, a stressz, a higiénia, az alkoholfogyasztas és a
dohanyzasi szokasok. Antibiotikumok hasznélata, iatrogén tényezok, példaul kemoterapia és
sugarkezeleés szintén jelentés hatassal van a mikrobiom Osszetételére. A mikrobiom Osszetétele

személyenként jelentdsen eltérhet, €s minden egyes egyén mikrobialis ujjlenyomata egyedi.



A bél mikrobiom diszbiézisa emlé6tumorokban

Eml6tumorok esetében az emlészovet, a tejcsatornak, a bélrendszer, a higyutak és az
emlétumor sajat mikrobiomjaban diszbidzis (onkobiozis) kovetkezik be. A daganatszdvetben
virusokat (human papillomavirus, Herpesvirida, Retroviridae, Parapoxviridae, Polyomaviridae,
Papillomaviridae), gombakat és parazitakat is talaltak, bar ezek a markerek nem mindig talalhatok
meg minden egyénben. Az onkobiom részét képz6 mikrobiom Osszetétele Osszefliggést mutat az
emlbrakos betegek tulélésével. A mikrobiom mar elismert része a tumor mikrokdrnyezetnek. Az
emlotumor kockdzati tényezdi kozott szerepel a csokkent diverzitds, stirli emldszovet, korai
menarche, alacsony fizikai aktivitas, és magas BMI. Ezen tulmenden az antibiotikumok talzott
fogyasztasa csokkenti a mikrobiom diverzitasat, ami az emlétumor kialakulasanak kockazatat
ndveli, mig probiotikumok fogyasztasa a biodiverzitast noveli és jotékony hatasd.

A bél mikrobiom és az emlédaganat egymastol tavol helyezkedik el, ezért a kompartmentek
kozott jelatviteli utak kozvetitenek. Azok a bélbaktériumok, amelyek Kkifejezik a béta-
galaktozidazokat (gus és BC gének), képesek a konjugalt Osztrogének dekonjugalasara.
Eml6tumorban az onkobiom dsztrogén dekonjugacios kapacitdsa megnd az eubiomhoz képest, igy
képes segiteni az dsztrogénreceptor pozitiv (ER+) emlddaganatokat.

A mikrobiom bioaktiv metabolitokat valaszt ki, amelyek — hasonl6an a hormonokhoz — a
véraramba kertlve eljutnak a daganatsejtekhez és ott pro- vagy antineoplasztikus hatést fejtenek
ki. Tekintettel arra, hogy a testben a bél mikrobiomban talalhatd a legtébb baktérium, anyagcsere
kapacitasa jelent6s. Az onkobiom bioszintetikus kapacitasa az eubiomhoz kepest viszont
jelent6sen lecsokken. Tobb bioaktiv bakterialis metabolitot fedeztek fel eddig, amelyek
befolyasolhatjak az emlétumor sejtek viselkedését. llyen metabolitok a kadaverin, a masodlagos
epesavak, indol metabolitok, valamint a rovidszénlanci zsirsavak (SCFA-k). Ezek a metabolitok
kiilonbozé folyamatokat szabdlyoznak a karcinogenezisben, példaul a sejtosztodast, az
epithelialis-mesenchymalis tranziciét (EMT) és az oxidativ stresszt. Ezen metabolitok mellett
valoszintileg mas, még felfedezetlen bakterialis metabolitok is léteznek, amelyek bioaktivak
lehetnek a mellrakban.

A masodlagos epesavak szintézise és reabszorpcidja
Az epesavak az emberi emésztésben fontos molekuldk, melyek részt vesznek a taplalkozasi

zsir felszivasdban. A maj naponta korulbelll 200-600 mg elsédleges epesavat Szintetizal
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koleszterinbdl. Két elsddleges epesavat ismeriink, a kolsavat és a kenodezoxikdlsavat.
Hozzavet6legesen naponta a teljes epesav mennyiség 5%-a Uril ki széklettel, mig a tobbi a
vékonybél termindlis részén visszaszivodik, és belép az enterohepatikus korforgasba. A teljes
epsav mennyiség kortilbeliil 3g. Az elsddleges epesavak szintézise 17 kiilonb6z6 enzim aktivitasat
igényli, amelyek kiillonb6z6 sejtkompartmentekben talalhatok, beleértve a citoplazmat, az
endoplazmatikus retikulumot, a mitokondriumot és a peroxiszémat. A klasszikus szintézisben a
kulcsfontossagu kezdeti reakciot a koleszterin 7a-hidroxilaz (CYP7AL) katalizélja, Ez a reakcid
az epesavszintézis sebességmeghatarozo 1épése. A szterol 12a-hidroxilaz (CYP8BL) jelenléte a
szintézis végtermékeként kolsavat eredményez, mig hidnya a kenodezoxikolsav képzddését
eredményezi. Az alternativ Utvonalon a szterol 27-hidroxildz (CYP27A1), egy mitokondrialis
citokrom P450 enzim, katalizélja az els6 reakciot. A majban szintetizalt epesavak minddssze 9%-
a képzodik ezen az alternativ itvonalon. Szintézis utan a legtobb epesav karboxilcsoportja vagy
glicinnel, vagy taurinnal konjugalddik. A disztalis ileumban a konjugalt koélsav és
kenodezoxikolsav dekonjugalddik, majd a bakteridlis 7o-hidroxilazok alakitjak ezeket olyan
mésodlagos epesavakka, mint a dezoxikolsav és a litokolsav. Emellett a bakterialis epimerazok
segitik a kenodezoxikolsav 7a-hidroxilcsoportjanak 7B-hidroxilcsoportta torténd atalakitasat,
mely reakcio termékeként urzodezoxikodlsav képzddik. A masodlagos epesavak eldallitasaban
résztvevo bakterialis enzimek a masodlagos epesavak altal indukalhat6 (bile acid inducible — bai)
operonban kddoltak. Az epesavak transzformacidja miatt a méasodlagos epesavak hidroféb
tulajdonséagai megvaltoznak, ami miatt elveszitik képességiiket a baktériumok elleni detergensként
vagy toxinokként valo miikddésre. A transzformaciot kovetden az epesavak visszaszivodnak a
vekonybél terminalis részén, és belépnek az enterohepatikus korforgasba, ahol visszakeriilnek a
majba. Azonban az epesavak egy kis része elkerulli a majban torténé feldolgozast és a szisztémas
keringésben maradnak, igy a véraram Gtjan eljuthatnak a test tavoli részeire.

Az epesavak anyagcseréjének és jelatvitelének rendellenessége szerepet jatszik kilonféle
daganattipusokban. Bizonyos epesavak, kiilonésen a masodlagos epesavak, daganatot elésegitd
hatdsokkal rendelkeznek. Aktivalhatjak a sejtosztodasban, talélésben es gyulladasban szerepet
jatszd jelatviteli utvonalakat. Az epesavak DNS-karosodast es genomi instabilitast idézhetnek el6,
hozzajarulva a rak kialakulasahoz és progresszidjahoz. Az epesavak képesek kdlcsonhatasba lépni
specifikus receptorokkal is, példaul a farnezoid X receptorral (FXR) és a G-fehérje-kapcsolt
epesav receptorral 1-el (TGRS), amelyek kiilonb6zé szovetekben fejezOdhetnek ki, beleértve a
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majat, beleket és vastagbelet. Az epesavak altal kivaltott receptor aktivitas befolyasolja a
génkifejez6dést, ami befolyasolhatja a daganatok kialakulasat. Egyes epesavak azonban lehetnek
antitumor tulajdonsaguak is. Példaul az urzodezoxikolsavat (UDCA) a potencialis sejtproliferaciot
gatlo és apoptozist el6idézo hatasa miatt vizsgaltak majtumor sejteken.

A bél mikrobiom szerepet jatszik az epesavak anyagcseréjében, és a bél mikrobidlis
Osszetetelének valtozasa befolyasolhatja az epesavak profiljat. Az epesavak és a mikrobidlis
Osszetétel kozotti kapcsolat nem egyiranyl; az epesavak is befolyasoljak a bél mikrobiom
Osszetételét. Az epesavak hatdsa a bél mikrobiomra valosziniileg annak eredménye, hogy
megvaltoztatjdk a baktériumok kornyezet erzékelését, vagyis a quorum sensing-et. A quorum
sensing mechanizmus soran a kdrnyezetben 1évé sejtek szamanak fiiggvénye a génaktivalodas. A
kornyezet érzékelésében részt vevo baktériumok szignal molekuldkat termelnek és szabaditanak
fel, amelyeket autoinduktoroknak neveziink, és amelyek felhalmozodnak a sejtpopulécid
novekedesevel. Amikor ezeknek az autoinduktoroknak a koncentracidja elér egy kiiszdbértéket,
ez valaszt valt ki a génexpresszidban. Mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumok
hasznalnak qurum sensing rendszert, hogy bioldgiai folyamatok széles spektrumat szabalyozzak,
beleértve a virulenciat, a kompetenciat, a kojugaciot, az antibiotikum szintézist, a mozgast, a
sporulaciot és a biofilmek kialakitasat. Ebben az 6sszefliggésben az epesavak szerepet jatszhatnak
a quorum sensingben, mivel befolyasoljak a bél mikrobiom 6sszetételét.

A vékonybél mikrobiom kulcsfontossagu szerepet jatszik az elsddleges epesavak masodlagos
epesavakka torténd atalakitdsiban. Ennek eredményeként a masodlagos epesavak altal okozott
valtozasok kozvetlenil jelentik az vékonybél mikrobiom hatésat. Vizsgélataink soran harom f6
masodlagos epesavra 0sszpontositottunk — litokolsav (LCA), dezoxikdlsav (DCA) és
urzodezoxikdlsav (UDCA). Kisérleteink soran a méasodlagos az epesavakat olyan koncentracio
tartomanyban alkalmaztuk, mint a szérum referenciatartomanyuk (LCA: 31 nM, DCA: 701 nM,
UDCA: 147 nM), és emldciszta folyadék referenciatartomanyuk (LCA: 9-23 uM, DCA: 17-160

UM).

Konvoluciés neuralis halézatok a képelemzésben
Objektumok detektalasa — példaul sejtmagok detektalasa — hagyomanyos szegmentalasi
modszerek esetében az egyes adatkeszletek kozott paraméter finomhangolast igényel. Ez a

megkdzelités kisérletek kozott nagyban ndveli az eredmények szérdsat — példaul a rosszul
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beallitott detektalasi paraméterek a mintak jeldlési hibainak detektalasat is eredményezi, mikozben
halvany de valodi jeleket nem éerzékel a rendszer. Az utdbbi évtizedben a konvoldlcios neurdlis
halézatok megoldottdk ezt a problémat a képelemzésben, szemantikus szegmentalé modellek
hasznélataval. Ennek segitségével nagy ateresztOképességii mikroszkopiai képek szegmentalasa
standardizalhat6 az egyes kisérletek kdzott is.

A konvolucios neuralis halozatokat (CNN) évek 6ta hasznaljak tigynevezett ,,computer vision”
feladatok megoldéséra. Azonban valodi potencialjukat csak 2012-ben, az ImageNet versenyen
fedezték fel, ahol hatékonysdgukat a grafikus feldolgozd egységek (GPU-k) kapacitasanak, a
,rectified linear unit” (ReLU) aktivacio, ,,dropout” szabalyozas és hatékony adatdusisitas (data
augmentation) hasznalataval egyutt mutattdk be. A CNN-ek népszeriivé valtak nemcsak a
computer vision terllettel foglalkoz6 szakemberek kdrében, hanem kildnféle alkalmazasokban is,
példaul természetes nyelv feldolgozésban, hiperspektralis képek elemzésében és orvosi
képanalizisben. A CNN-¢k f6 ereje abban rejlik, hogy mély architektiraval rendelkeznek, ami
lehetévé teszi a képek jellemzdinek kinyerését tobb absztrakcios szinten. Azonban egy mély CNN
teljes tanitasa a nullarol kihivasokkal jar. E16sz0r is, a CNN-ek szamottevé mennyiségili annotalt
tanitasi adatot igényelnek, ami gyakran probléméat okoz az orvosi teriileten, ahol a szakértoi
annotaciok beszerzése koltséges lehet. Masodszor, a mély CNN tanitas jelentGs szamitasi és
memoria erdforrast igényel, kiillonben a folyamat talzottan idéigényessé valik. Harmadszor, a
taltanulas (overfitting) és a konvergencia problémék gyakran bonyolitjak a mély CNN tanitéasat,
ami a hal6zat architekturajanak vagy tanulasi paramétereinek iterativ beallitasat igényli a hatékony
tanulas biztositasanak érdekében. Ennek eredményeként a nullarol valé mélytanulas faradsagos és
id6igényes lehet, tovabba jelentds szakértelmet és tlirelmet igényel. Azonban a nullarol valé mely
tanulas mellett van lehetdség arra, hogy mar meglévd, nagy mennyiségli annotalt adaton tanitott
CNN-t finom hangoljunk (fine tuning). Ilyen el6tanitott modelleket sikeresen alkalmaztak
kilénféle computer vision feladatokban, mellyel kinyerték a képek tulajdonsagait, vagy a modell
teljesitményét referenciapontként hasznaltak.

A konvolucids neuralis halézatok (CNN) fontos jellemzdje az el6tanitott CNN sUlyainak
atvihet6sége. A kutatasok azt mutatjak, hogy a sulyok, vagyis a tanult paraméterek atvitelének
hatékonysaga fligg a tanitashoz hasznalt adatkészlet és az atvitel céljaként hasznalt adatbazis
kozotti kiilonbségtdl. Bar a természetes képadatbazisok és az orvosi képalkotési adatbazisok
jelentésen kiilonboznek egymastol, a legujabb kutatasok igéretes lehet6séget mutatnak a
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sulyatvitelre az orvosi képalkotas terliletére. A modszer egy alkalmazasi modja egy elére tanitott
CNN hasznélata a jellemz6k kinyerésére (feature extraction). Ebben a megkozelitésben az eldre
tanitott CNN-t egy bemeneti képen hasznaljak, és a CNN jellemzbket general (kinyer) a halozat
adott rétegeibol. Ezeket a kinyert jellemzoket aztan (j mintdzat 0sztalyozo tanitdsdhoz hasznaljak,
amit a konvoldcios neurdlis halozat kimeneti rétegének is neveznek.

Bizonyos vizudlis feladatok esetén, kiilondsen az orvosi képfeldolgozasban (példaul a
sejtmagok szegmentalasa), a kivant eredmény magaban foglalja a lokaliz&cidt, ami azt jelenti,
hogy minden képpontot osztalyhoz kell rendelni. Ezenkivil ezernél tobb tanitdshoz hasznalt kép
elokészitése gyakran kihivast jelent az orvosi feladatokban. Ezeket a problémakat megoldando,
egy csuszo ablakos mddszert alkalmaznak a halézat tanitasahoz, ahol a cél az, hogy a haldzat
minden képponthoz osztalyt rendeljen, bemenetként hasznélva az adott képpont korili terletet.
Ez a megkozelités két elénnyel is jar. El6szor is, a halozat képes a lokalizacio elemzésére is.
Masodszor, a darabok formajaban rendelkezésre all6 tanitasi adat szignifikansan nagyobb a
tanitashoz hasznalt képek szamanal. Azonban ennek a stratégianak két hatranya is van. Viszonylag
lasst, mivel a hélézatot kilon-kulon futtatni kell minden darabhoz, és redundancia van az
atfedések miatt. Tehat a lokalizacié pontossaga és a kontextus hasznalata kdzott van egy
kiegyensulyozandd tényez6. A nagyobb darabok tobb kontextusinformaciot szolgaltatnak, de
csokkenthetik a lokalizacio pontossagat a max-pool rétegek szamara. Ezzel ellentétben, a kisebb
darabok jobb lokalizacidés pontossdgot tesznek lehetéveé, de korlatozott kontextusinforméciot
biztositanak. Ujabb megkozelitések olyan jellemzék hasznélatat javasoljak, mely figyelembe veszi
tobb réteg kimenetét. Ez lehet6vé teszi a jo lokalizaciot mikozben a kontextust is figyelembe veszi.
Ezt a modszert, ami pixelek osztalyozasat tobb réteg kimeneti értékébol végzi, szemantikus
szegmentalasnak nevezzik.

Az orvosi képanalizisben, CNN-el végzett szemantikus szegmentalasnak a szamitdgép-segitett
detektalasi rendszereken tul is van szerepe. Az utobbi idében hasznaljak nyaki intimamédia
vastagsag meérésére ultrahangképekben, hasnyalmirigy szegmentacidra CT-képekenn, agydaganat
szegmentaciora MRI felvételeken, multimodalitasi izointenziv csecsemd agyi kép
szegmentalasra, térdporc szegmentlasra MRI felveteleken, és még sok mas alkalmazasi teriileten,
amely talnyulik e rovid attekintés hatarain. Az elmalt évtized soran szamos népszerii szemantikus

szegmentalasi modell jelent meg az orvosi képelemzés terlletén:
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A UNet kiemelkedik az orvosi keépek szegmentalasanak teruletén, a modell
szimmetrikus kodold és dekodold struktdrat tartalmaz, melyek kdzott Ggynevezett
,,skip” kapcsolatok vannak.

A DeepLab ,,atrous” konvoltciokat hasznal tobbszintli kontextus kinyeréshez.

A Mask R-CNN-t eredetileg egyedi objektumok szegmentalasara tervezték, de a
szemantikus szegmentalas teriiletén is széleskoriien alkalmazott modell.

PSPNet: A Pyramid Scene Parsing Network egy kodolo-dekddolé struktdran alapul, és
széleskorben elfogadott és alkalmazott kiilonbozd teriileteken, beleértve az orvosi
képek szegmentalasat is.

LinkNet: Egy konny(i architektura a szemantikus szegmentalasi feladatokhoz, amely

népszeriiséget szerzett a szamitasi hatékonysagaval.
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Célok

Az emésztérendszeri mikrobiomban bekovetkezd diszbiozis kiillonbozé betegségekkel hozhato

Osszefliggésbe, beleértve az emlédaganatokat. Célunk olyan bélflora altal szintetizalt bakterialis

metabolitok azonositasa és jellemzése volt, melyek a véraram révén elérhetik az emlédaganat

sejteket, és modosithatjdk a daganatsejtek jelatviteli dtvonalait, beleértve a sejtproliferacios és

EMT utvonalakat. Ebbdl kifolydlag céljaink a kdvetkezok voltak:

1.

A litokélsav citosztatikus hatasainak értékelése.

2. A litokolsav hatasainak értékelése az epithelialis-mesenchymalis tranzicioban.
3. A litokolsav hatésainak értékelése a sejten bellili energiametabolizmusra.

4,
5

A litokolsav hatasaért felelds receptor meghatarozasa.

Egy potencialisan antineoplasztikus hatast bakterialis metabolitokbol allo konyvtar
Iétrehozasa.

High Content Screening mddszer létrehozésa és bevezetése a sejtproliferacié és EMT
vizsgalatara.

Citosztatikus bakterialis metabolitok azonositasa a metabolit konyvtarban.

Olyan bakteridlis metabolitok azonositasa, melyek befolyasoljak az epithelialis-

mesenchymalis tranziciot.
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Anyagok és mddszerek

Sejtkulturak

A sejteket 37 °C hémérsékleten, 5% CO2 mellett tartottuk fenn. Munkank soran a 4T1 egér
emlokarcinoma, MCF7 human emldkarcindma, SKBR3 human emlékarcindma, A2780 human
ovarium karcindma, és Capan2 human pankredsz adenokarcindma sejtes modelleket és human
primer fibroblaszt sejteket hasznaltunk. A fenntartdshoz hasznalt médiumok pontos dsszetételét az

1. Téblazat tartalmazza.

1. Tablazat. Sejtkultira médiumok dsszetétele.

Sejtvonal Médium Kata/légus FBS Penicillin/- L-glutamine HEPES piruvat
szama Streptomycin

471 RPMI-1640 | Sigma R5886 10% [ 1% 2 mM - 1%
A2780 RPMI-1640 | Sigma R5886 10% [ 1% 2 mM - -
MCF7 MEM SigmaM8042 | 10% | 1% 2 mM - -
Capan2 MEM SigmaM8042 | 10% |1% 2mM - -
SKBR3 MEM Sigma D6429 10% [ 1% 2 mM 10 mM -
Primary DMEM low | Sigma D5546 | 20% 1% 2 mM 10 mM -
fibroblasts | glucose

Anyagok

A pulse-chase metabolomika kisérletekhez a radioaktivan jeldlt szubsztratokat a Cambridge
Isotope Laboratories (Andover, MA, USA) biztositotta. A TGR5 Kkisérletekben hasznalt
inhibitorokat és antagonistakat (U73343 (phospholipase C inhibitor), NF449 (Gsa-szelektiv
antagonista), GSK2033 (LCR antagonista)) a Tocris Bioscience vallalattdl szereztik be, és 5 uM
koncentracidban alkalmaztuk ezeket, illetve az U73343 inhibitort 1 pM koncentrici6ban

alkalmaztuk.

Sulphorhodamine B (SRB) sejtproliferacios assay

SRB proliferacids assay alkalmazésa a masodlagos epesavak hatasanak mérésére
A sejtproliferacios mérésekhez SRB assayt alkalmaztunk. A sejteket 96-well platekre raktuk

ki (3000-5000 sejt/well). A sejteket 48 oraig masodlagos epesavakkal kezeltiik. Ezt kdvetden a
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sejteket 10% trikldrecetsavval (TCA) fixaltuk és SRB oldattal (0,4% SRB 1% ecetsavban oldva)
festettiik. A nem kot6dott festéket 1% ecetsavval mostuk le. Ezt kovetéen a megkotott festéket 10
mM TRIS bazissal oldottuk fel. Az abszorbanciat automatizalt plate reader-el (Thermo
Labsystems Multiskan MS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mértik 540 nm-en.

SRB proliferacios assay a kép-alapu sejtproliferacios modszer validalasara

A sejteket TPP 96-well platere raktuk ki, majd 8 6ra mulva fixaltuk. Ezzel parhuzamosan, a
sejteket PerkinElmer CellCarrier Ultra 96 well platere is kiraktuk, ugyanolyan sejtszamban. A TPP
96-well platen a sejteket 10% TCA-val fixaltuk, majd festettiik SRB oldattal. A nem kot6dott
festéket 1% ecetsavas moséssal tavolitottuk el. A kotott festéket 10 mM TRIS bézissal oldottuk
fel. Az abszorbanciat automatizalt plate reader-el (Thermo Labsystems Multiskan MS) mértiik le
540 nm-en.

A CellCarrier Ultra 96 platen a sejteket 4% paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk, majd 1%
Triton-X 100/PBS oldattal permeabilizaltuk. A nem-specifikus kotési helyeket 1% BSA/PBS
oldattal blokkoltuk. A sejtmagokat DAPI-val jeldltuk. A mikroszkdpos képeket PerkinElmer
Opera Phenix High Content Screening System nagy teljesitményii mikroszkoppal készitettiik.

Kolo6nia formal6 assay

A koldniaformalé assay soran egy 6-well platere 500 sejtet tettiink ki minden wellbe. Ezeket a
kezelési médiumot lemonstuk PBS-el. Ezt kovetden a koloniakat metanollal fixaltuk 15 percig,
amit szaritas és 15 percig tartd May-Grinwald-Giemsa festés kovetett. A felesleges festést
desztillalt vizes mosassal tavolitottuk el. A képz6dott kolonidkrol késziilt képeket Imagel

szoftverrel elemeztik.

DNS és RNS preparalas, qPCR
A széklet mintdk DNS tartalmat PowerSoil DNA Isolation Kit-el izolaltuk (MO BIO
Laboratories, Inc. Carlsbad, California). A génkifejez6dés mértékének vizsgdlatdhoz 2 pg RNS-

b6l végeztiink reverz transzkripciot High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, Ca, USA) segitsegével. A gPCR reakciok qPCRBIO SyGreen Lo-ROX
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Supermix (PCR Biosystems Ltd., London, UK) hozzdadasa utan LightCycler 480 Detection
System (Roche Applied Science) qPCR brendezésen torténtek. A 36B4 és cyclophyllin kifejez6dés
mértani kozépértékét hasznaltuk normalizal6 faktorként. A primereket a 2. Tablazatban listaztuk.

2. Tablazat. Az RT-gPCR soran hasznalt primerek.

Gén neve Egér forward és reverse primer par Human forward anés reverse primer par
(5™3) (5™-3)
Atosal GCTGCTTGAGAGATGGGTTC CTAAACAGCCTTCCTACAGCAACTT
P=d AGTTGGTGTGGCTGGATCA TGAACCAGCCACACCAACTGT
NdufbS CTTCGAACTTCCTGCTCCTT GTATTCATTGGTCAAGCTGAACTAG
u
GGCCCTGAAAAGAACTACG CAGCTCCTTTACCCGTAATTCAGC
vt TCCATCAGGGTATCCTCTCC TAAGAACAAAGGCATCATCTGG
c
Y GGAGGCAAGCATAAGACTGG AGGCAGTGGCCAATTATTACTC
26b4 AGATTCGGGATATGCTGTTGG CCATTGAAATCCTGAGTGATGTG
AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC GTCGAACACCTGCTGGATGAC
cvelophili TGGAGAGCACCAAGACAGACA GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC
clophilin
yelop TGCCGGAGTCGACAATGAT CTTGCCACCAGTGCCATTATG
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SDS-PAGE és Western blot

A sejteket RIPA pufferben lizaltuk (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-
40, 1 mM NasVOs, 1 mM NaF, 0.5% natrium dezoxikdlsav, 1 mM fenilszulfonil fluorid, proteaz
inhibitor keverék, pH 8.0), majd 50 mM Tris, 2% (w/v) SDS, 3.34% (v/v) glicerol és 16.67 mM
B-merkaptoetanol hozzaadésa utan forraltuk. A Protein lizdtumokban 1év6 fehérjéket méret szerint
SDS-PAGE madszerrel killonitettlik el. Az protein lizatumokat ezt kdvetéen a gélbdl nitrocelluloz
membrénra (Bio-Rad Laboratories, Supported, Hercules, California, USA) vittlk at. Az
antitesteket 5% BSA oldatban alkalmaztuk, az antitesteket az 4. Tablazatban foglaltuk dssze.
Masodlagos antitestként HRP-konjugalt anti-rabbit antitestet (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) alkalmaztunk. Az el6hivas soran szubsztratként Supersignal West Pico és
Supersignal West Femto ECL Kit-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznéaltunk.
A jelek detektalasat Chemidoc Touch Imaging System segitségével végeztilk és az eredményeket

ImageLab szoftverrel (Bio-Rad) szoftverrel értékeltik.
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4, Tablazat. A kisérletek soran hasznalt antitestek.

Antitest Koncentracio Gyartd(#katalogusszam)
Phospho-ACC (Ser79) 1:1000 Cell Signaling Technology (#3661)
Phospho-AMPKa (Thr172) 1:1000 Cell Signaling Technology (#2531)
NRF1 1:_1000 (VYB) _ Abcam (ab175932)
1:100 (immuncitokémia)
PGC1p 1:1000 Abcam (ab176328)
FOXO1 1:1000 Cell Signaling Technology (#9454)
Phospho-GSK-3a/p (Ser21/9) (D17D2) 1:2000 Cell Signaling Technology (#8566)
GSK-3a/p (D75D3) 1:2000 Cell Signaling Technology (#5676)
p-Catenin 1:1000 Sigma (C7082)
TGR5/GPBARL1 1:1000 NOVUS (NBP2-23669)
Snail 1:1000 Cell Signaling Technology (3879S)
Vimentin 1:1000 Cell Signaling Technology (5741S)
p-actin 1:20 000 Sigma (A3854)

Sejthalal detektaléasa

Az LCA-indukalt citotoxicitast propidium jodid (Pl1) felvétel mérésével veégeztik. A
kisérlethez a sejteket 6-well platere raktuk ki (MCF7 — 200 000 sejt/well; 4T1 — 75 000 sejt/well)
és LCA-val kezeltik két napig. Ezt kovetden a sejteket 100 pg/mL propidium jodiddal kezeltiik
30 percig, 37 °C-on. A jelolés végeztével a sejtekrol a felesleges propidium jodidot PBS-es
mosassal tavolitottuk el, majd aramléasi citométerrel (FACS Calibur, BD Biosciences, Dr San Jose,

CA, USA) mértiik a propidium jodid felvétel mérteket.

Elektromos sejt-szubsztrat impedancia mérés (ECIS)
Az ECIS (Elektromos sejt-szubsztrat impedancia merés) mérésekhez az ECIS model Z6

(Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) készlléket hasznaltunk. A készlkék segitségével az
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MCF7 és a 4T1 sejtvonalak transzcellularis elektromos ellenallasat mértiik. A sejteket a
készllékkel kompatibilis 8W10E platere raktuk ki (MCF7 — 40 000 sejt/well; 4T1 — 20 000
sejt/well). Ezt kovetden 20 oraig inkubaltuk a platen a sejteket, majd vehikulummal vagy 0,3 uM
LCA-val kezeltik. A kezelés utan a teljes impedancia értékeket tovabbi 48 6ran keresztil mértik.
A meérést tobb frekvencian végeztik (62.5, 125, 250, 500, 1 000, 2 000, 4 000, 8 000, 16 000, 32
000, 64 000 Hz). Az Rb (barrier ellenallas) ertékelésére az ECIS modeling tool-t alkalmaztuk, ahol
180s id6intervallumokat allitottunk be. A referenciaertéket olyan lyuk adta, ahol nem voltak sejtek,
illetve kezelés nélkuli teljes médiumot tartalmazott.

Metabolomika, pulse-chase metabolomika

A sejteket 48 oraig LCA-val kezeltiik, majd 6sszegytjtottikk. Egy gyors, folyékony nitrogénes
fagyasztast kovetéen, a jeldlt sejteket (10 mM [U-13C]-gliikozt, vagy [2-13C]-acetétot tartalmazo
D5030 médiumban tenyésztett), és a jeldletlen sejteket metanol-kloroform-H.O oldattal tartuk fel.
Ezt kovetden a feliiluszot sejttormeléktdl centrifugalassal elvalasztottuk (10 perc, 4 °C 15 000g)
és -80 °C-on taroltuk elemzésig. A mintakat ezt kovetden szaritottuk és 3-nitrobenzyl alkohol-
trimetil-klorszilan oldatban szonikaltuk, majd 80 °C-on inkubaltuk. A reakciot ammdnium
bikarbonattal allitottuk le. A mintakat ezt kovetben szaritottuk, majd acetonitril-viz oldatban
higitottuk, majd a kivont metabolitokat forditott fazisu kromatografidval valasztottuk el egy egy
Waters Acquity LC rendszeren. A méréseket Waters Micromass Quattro Micro triple quadrupole

tomegspektrométerrel végeztik (Waters Corporation, Milford, MA, USA).

Citokémia
Immuncitokémia a masodlagos epesav kisérletekben

A sejteket feddlemezeken novesztettilk, melyeket a kezelés végén PBS-el lemostunk. A
sejteket 4% paraformaldehiddel fixaltuk, 15 percig szobahdn, majd permeabilizaltuk 1% Triton-
X-100 oldatban 5 percig. Ezt kovetden a sejtekben az aspecifikus kotohelyeket 1% BSA oldattal
blokkoltuk 1 6ran keresztil, majd 45 percig TexasRed-X Phalloidin (Invitrogen, Oregon, USA)
festékkel jeloltik az aktin filamentumokat, igy lathatdéva téve a sejteket. Az NRF1 cellularis
lokalizcidjanak vizsgalatahoz anti-NRF1 primer antitesttel inkubaltuk a sejteket 4 °C-on, egy

¢jszakdn keresztiil. Az elsddleges antitest eltavolitasdt és mosdst kovetden hozzaadtuk a
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masodlagos antitestet (1:600, anti-rabbit Alexa 488, Life Technologies), majd 1 oran keresztil
szobah6n inkubaltuk a mintakat. A sejtmagokat TO-PRO-3 iodide (1:1000, Life Technologies)
alkalmazasaval tettilk lathatovd. Tovabbi mosasi 1épéseket kovetden a feddlemezeket
Mowiol/Dabco segitségével rogzitettiik a targylemezre. A sejtmorfoldgia vizsgalatdhoz Leica SP8

konfokalis mikroszkopot és a hozza tartozé LAS AF v3.1.3 szoftvert alkalmaztuk.

Citokémia a bakterialis metabolit konyvtar sziiréséhez

A sejteket PerkinElmer CellCarrier Ultra-96 lemezeken tenyésztettiik és kezeltiik, ahol a
kisérletek végén korulbelll 70% konfluenciat értek el a sejtek. A mintdkat 15 percig 4%
paraformaldehidben fixaltuk. A sejteket ezt kovetden 1% Triton-X 100 oldattal permeabilizaltuk,
majd 1% BSA/PBS oldattal blokkoltuk aspecifikus kotShelyeiket. A sejtmagokat DAPI-val
(Thermo, R3706) 5 percig, az aktin filamentumokat pedig TexasRed-X Phalloidin-al (1:150,
Thermo, T7471) jeloltik 1 6raig. A sejtmagok fluoreszcens képeit 1080x1080 felbontasban
készitettik, 10x objektivvel (N.A. 0.3, 1.196 pm/px). A DAPI jelekrdl (excitacid/emisszio A:
405/456) a teljes well terlletét lefedve készitettink képeket, mely igy 21 teruletet jelentett
wellenként. A sejtmorfoldgia vizsgalatdhoz (phalloidin-jel6lt aktin filamentumok + DAPI jel6lt
sejtmagok) 2160x2160 felbontasban, 20x objektivvel (N.A. 0.4, 0.299 pm/px) készitettiink
képeket. A DAPI és TexasRed-X Phalloidin DAPI and TexasRed-X (excitacid/emisszio A:
561/599) jeleket wellenként 25 terlleten vizsgaltuk. Phalloidin signals (excitation/emission A:
561/599) were detected, covering 25 fields in each well. A képek elkészitéséhez PerkinElmer

Opera Phenix High Content Screening rendszert hasznaltunk.

Képelemzés a metabolit sziirés kisérletekben

Mélytanulés adatkeészlet — sejtmagok szegmentéalasa

A tanitashoz hasznélt adatkészletet DAPI-jel6lt A2780 ovarium karcindma sejtvonal, 4T1 egér
emldétumor sejtvonal, Capan2 humén pankredsz adenokarcinoma sejtvonal, és MCF7 huméan
eml6tumor sejtvonalrol késziilt képekbdl hoztuk létre. A sajat adatbazisunkbol igy 82 képet
valogattunk 0ssze a tanitasi adatkészlethez. A kivalasztasi folyamat soran olyan képekre esett a
valasztas, amik lehetd legnagyobb valtozatossdgot mutattak egyetlen képen beliil €s képek kozott

is. A kepet akkor valasztottuk ki, ha megfelelt egy vagy tébb feltételnek az alabbiak kozul: 1) a
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tobbi képhez viszonyitva magas vagy alacsony volt a fluoreszcens szignal erdssége, 2) tartalmazott
jelolési hibat vagy varatlan objektumot, 3) a sejtmagok tdl nagy szdmban voltak jelen a well szélén
és kevert morfologiat mutattak. Ezeken a képeken lathatd sejtmagot el6szor CellProfiler (Broad
Institute, Cambridge, MA, USA) szegmentéltuk, majd a hibas szegmentalasokat kézzel javitottuk.
Az eredeti adatkészletet képeib6l adat-dusitassal (data augmentation) Iépéssel tovabbi példakat
generaltunk, ezt Albumentations (Python3) kdnyvtar segitségével végeztik. A képeket 90 °-al
forgattuk, random részleteket vagtunk ki, illetve megvaltoztattuk a vildgossadgukat. Az eredeti
képekkel kiegészitve igy 277 szlrkearnyalatos képpart kaptunk, mely tartalmazta a mikroszkopos
képeket és a hozza tartozo cimke képeket. A képeket ez utan véletlen sorrendbe rendeztiik, majd

train, test és validation részletekre osztottuk 80:10:10 aranyban.

A mélytanitas tanulasi paraméterei

Az elkészitett DAPI adatkészleten egy VGG-UNet szemantikus szegmentalé modellt
tanitottunk. A modell architektdrajat a Keras-segmentation 0.3.0 (Python3) konyvtarbdl nyertik
ki. A modellt CPU-n tanitottuk 2 epoch-on keresztil, epoch-on belul 8 képpel batch-ként illetve
33 lépésben. A Kkisérleti adatok értékeléséhez hasznalt modell loss értéke 0.0512, pontossaga
0.9874 értéket ert el a validalé adatokon.

Proliferacios elemzés sejtmagok szamolasaval

Sejtmagok szamolasahoz a CellProfiler beépitett szegmentalasi mddszerét (haromosztalyl
adaptiv Otsu maddszer — kozépsé osztaly a hattérhez rendelve) alkalmaztuk. Ezt kovetGen
0sszegeztik a sejtmagok szamat. Egy ezzel parhuzamos elemzés soran a sejtmag szegmentalasra
tanitott modellel helyettesitettlik a Cellprofiler sajat beéptett szegmentalasi modszereit. A modellel
szegmentalt sejtmagokat szintén CellProfiler segitségével szamoltuk meg.

Sejtmorfoldgia elemzés
A morfologia elemzéshez készitett képeket Harmony 4.8 szoftverrel elemeztiik. El8szor
szegmentaltuk a sejtmagot és a citoplazmat, majd a szegmentalt objektumok textrajat,

jelintenzitasat és pozicidjat elemeztiik. Ezt kdvetden egy linearis regresszidés modellt tanitottunk
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az elkészilt adatok felhasznalasaval a TGF-B, SB-431542 kezelt és kontroll sejtekrdl késziilt

képeken. A modellt az epithelialis és mesenchymalis morfoldgia elkilonitésére tanitottuk.

Infiltracio értékelése és TIL szamolas

A tumor infiltrdlo limfocitadkat (TIL) HE-festett, formalinban fixalt, paraffinba agyazott

szovetmetszetekben szamoltuk. Az értékét 100 tumor sejtre vonatkoztatva adtuk meg.

Bakterialis metabolitok sziiréséhez osszeallitott konyvtar
A TGF-B1-et a Thermo Scientific (Ref.: #100.21), az SB-431542-t a Sigma (St. Louise, MO,

USA, Ref.: S4317) biztositottak kisérleteinkhez. A bakterialis metabolitok szarmazasat, referencia

szamat, alkalmazott és szérum koncentraciojat az 5. Tablazatban foglaltuk dssze.

5. Tablazat. A bakterialis metabolitok specifikacioi.

Szérum referencia koncentraciok

Alkalmazott

Metabolit neve Oldédszer | Referenciaszam koncentraciok
(HM)
(nM)
Sigma B7906- 0.005, 0.015,
1-Butanol PBS 0-0.27 [148]
500ML 0.044,0.13,04
Sigma 96566- 0.05,0.1,0.2,
1-Propanol PBS 0-0.8[148]
5ML-F 0.4,0.8
) ) 0.48, 0.56, 0.66,
2,3 butandiol PBS Sigma B84904 0.5-0.9[149]
0.77,0.9
3,4-dihydroxifenil Sigma 850217- 0.01, 0.018, 0.032,
PBS 0.0102 - 0.104 [150], [151]
ecetsav 14 0.058, 0.104
3-hidroxifenil 0.106, 0.120,
PBS Sigma H49901 0.11 - 0.174 [150]
ecetsav 0.136, 0.154,0.174
) ] o Sigma 792659- o
3-hidroxipropionat PBS G 3, 6, 8 (individual values) [152] 05,1,2,4,8
) Sigma A9878- 0.3,1.2,3.6,10.8,
4-aminobenzoesav EtOH 5.01 - 32.0 [153]
5G 324
) ) Sigma 0.019, 0.022,
4-hidroxibenzoesav PBS 0.019 - 0.035 [150]
8218140250 0.026, 0.03, 0.035
4-hidroxifenil Sigma H50004- 0.28,0.36, 0.41,
PBS 0.283 - 0.61 [150]
ecetsav 54 0.5,0.61
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Szérum referencia koncentraciok

Alkalmazott

Metabolit neve Oldészer | Referenciaszam koncentréaciok
(UM)
(nM)
15, 30, 60, 120,
Ecetsav PBS VWR UN2789 23 - 254.4 [148], [154]-[157] 240
) ) 0.99,2.2,4.9,10.8,
Allantoin DMSO Sigma 05670 1.0 - 24.0 [158]-[160] y
o Sigma
Butirat (vajsav) PBS 1.39 - 14.15 [154], [155], [157] 1,2,4,8,16
B103500-5ML
. Sigma A7377- 0.048, 0.96, 0.193,
D-alanin PBS 0-0.77 [161]
5G 0.385, 0.77
Sigma G1001- 7.28, 8.66, 10.31,
D-glutamat PBS 7.42 - 14.6 [161]
1G 12.27,14.6
Sigma M4125- Nem ismert, D-manndzzal azonos | 6.25, 12.5, 25, 50,
D-mannitol PBS
10MG koncentréciban 100
. 6.25, 12.5, 25, 50,
D-mannéz DMSO Nincs adat 13 - 73.87 [162]-[164] 100
Etilénglikol PBS Nincs adat Nincs adat, toxikus (1.56 mg/kg) 1,3,9,27,81
B Sigma F0507- 10, 30, 90, 270,
Formiét PBS 11.84 - 224.5 [165]
500ml 810
Glikolat PBS Sigma 124737 6.1 — 69 [152], [166] 1,3,9,27,81
) ) 0.024,0.12, 0.6, 3,
Hippursav PBS Sigma 112003 1.5-21.2 [150], [167] 15
) ] Sigma 135232- 0.128, 0.165,
Hidrocinnamonsav EtOH 0.131 - 0.354 [168]
5G 0.213, 0.274, 0.354
. Sigma 11754- 1.02,1.97, 3.80,
Isobutirat PBS 1.02 - 14.15 [154], [157]
100ML 7.33,14.15
L-pipekolsav PBS Sigma P2519 1.2-3.72 [169] 0.25,05,1,2,4
) 6.5,9.9,15.2,23.2,
Oxaléat PBS Sigma 75688 6.5-35.5[170], [171] a5
) Sigma P1386-
Propionat PBS n 4.86 - 15.33 [154], [155], [157] 1.25,25,5, 10, 20
o Sigma S5375- 0.01, 0.03, 0.09,
Sikimisav DMSO 0.03-0.23[172]
10MG 0.27,0.81
. 0.016, 0.08, 0.4, 2,
Transz-ferulasav DMSO Sigma 52229 0.04 - 15.7 [150], [167] 10
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i . Alkalmazott
) ) o Szérum referencia koncentraciok .
Metabolit neve Oldoszer | Referenciaszam (M) koncentraciok
Ui
(M)
e . 0.3,0.79, 2.1, 5.4,
Trimetilamin(TMA) PBS Sigma 92260 0.3-14.44 [173], [174] 1435
Trimetilamin-N-oxid ) 1.22, 2.48, 5.065,
PBS Sigma 317594 1.21-21.1[175]-[177]
(TMAO) 10.33,21.1
. ) 0.01, 0.024, 0.058,
Vanillinsav PBS Sigma H36001 0.01-0.338[150], [167]
0.140,0.338

Statisztikai elemzes

Két csoport Osszehasonlitasa esetén Student’s T-tesztet alkalmaztunk, ha mésképpen nincs
jelolve. LCA Kkisérletekben a normal eloszlas eléréséhez log. transzformaltuk a fold change
adatokat. Tobb csoport Osszehasonlitdsara egyutas analysis of variance tesztet (ANOVA)
alkalmaztunk, melyet Tukey’s honestly significant difference (HSD) post-hoc teszt kovetett. Az
adatokat atlag £ SD formatumban tlintettlik fel, ha maskeépp nincs jelélve. Outlier tesztként az LCA
kisérletekben Thomson tau-tesztet, a metabolit szlirés kisérletekben pedig Z-score tesztet

alkalmaztunk. A statisztikai elemzést GraphPad Prism 8.0 szoftverrel végeztik.
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Eredmények

A litokodlsav csokkenti az emlétumor agresszivitasat

A litokolsav gatolja a sejtproliferaciot

Tanulmanyunk elsé szakaszdban rovid ideji proliferacidos vizsgalatokat végeztiink a
maésodlagos epesavak sejtproliferacidra gyakorolt hatdsanak értékelésére. Az LCA csokkentette az
MCEF7, SKBR3 és 4T1 emlérak sejtek proliferaciojat 10 nM-tol 10 pM-ig terjedé koncentracid
folyadékanak koncentracidjat is (9-23 uM). Az LCA kezelés azonos koncentracidban a primer
fibroblaszt sejtekre nem volt hatassal, ez a hatas specifikus volt a tumorsejtekre.

Ezzel szemben més méasodlagos epesavak, nevezetesen a DCA és az UDCA, nem voltak

crer

crer

maésodlagos epesavak kozott.

Az LCA citosztatikus hatdsat koldnia képzési vizsgalatokkal validaltuk. Bar a kisérleti
eredmények a sejtproliferacio csokkenéseét jelezték LCA kezelésben, lehetségesnek tartottuk, hogy
a sejthalal okozta ezt a csokkenést. Ennek az aspektusnak az értékelésére propidium-jodid
vizsgalatot végeztiink, amely lehetdve tette a sejthaldl vizsgalatat. A vizsgélat eredményei azt
mutattak, hogy LCA kezelés utan a propidium-jodid pozitiv sejtek szama nem mutatott jelentds
novekedest. Ezt az eredményt kdvetkezetesen megfigyeltik mind a 4T1, mind az MCF7

sejtvonalakon

LCA hatdsa az EMT és metasztazis folyamatokra

Vizsgaltuk az LCA hatasat az epithelialis-mesenchymalis tranziciéra is. Az LCA kezelés a
sejtmorfologiat egy epithelialis-szerti fenotipus iranyba valtoztatta meg. Ez a hatas az MCF7 és a
4T1 sejtvonalakon is megfigyelhet6 volt. Tovabba az ECIS mérések novekvo teljes impedanciat
mutattak, ami funkcionalis bizonyitékot szolgaltatott a szorosabb sejt-fellilet és sejt-sejt
kapcsolddasra. A 4T1 sejtvonalon végzett migracids kisérletekben az LCA kezelés hatdséara a

crcr
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Ezen tilmenden, az LCA kezelés gatolta a B-catenin jelatvitelt, amit a GSK-3a és GSK-3p
csokkent foszforilacioja, valamint mindkeét sejtvonalban és in vivo kisérletekben is lecsokkent -
katenin fehérjemennyiség is bizonyitott.

Az LCA kezelés alacsonyabb VEGF mRNS kifejez6dést is eredményezett, és nagyobb szamu
tumor infiltralé limfocita (TIL) volt megfigyelheté az LCA-val kezelt egerekben az kontroll
kezelést kapott egerekhez képest.

Az LCA befolyasolja az energiametabolizmust

A Warburg-metabolizmus, amely a tumorsejtek egyik jellemzdje, kiemelkedé metabolikus
jellemzének bizonyult az emlétumorban. Az emlétumor sejtek jellegzetesen a glikolitikus
fenotipus felé tolodnak, tehat oxigén jelenlétében is elsdsorban a glikolizisre tamaszkodnak az
energia el6allitasahoz. Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk az LCA sejtanyagcseréere gyakorolt hatasat
is. Az LCA kezelés megnovekedett glikolizist (extracellularis savasodasi arany — ECAR) és
mitokondrialis oxigéenfogyasztast (oxigénfogyasztasi aradny — OCR) eredményezett. Ezzel
0sszhangban, az intracellularis laktat és citrat szintek, valamint a citrat/laktat arany is nott az LCA
kezelés hatasara.

Az LCA kezelés a 4T1, és az MCF7 sejtekben az OXPHOS gének egy specifikus részének
kifejez6dését indukalta, mely 6sszhangban van ezekkel a megfigyelésekkel. Ezutan Ggynevezett
pulse-chase metabolomikai kisérleteket végeztiink 300 nM LCA-val kezelt MCF7 és 4T1 sejteken.
A sejtek 13C-acetat telitése utan, ami egy TCA-ciklusba kapcsolédd metabolit, az LCA kezelés
megnovekedett 13C beéplilést eredményezett szukcinatba és malatba. Ez névekvo forgalmat jelez
a TCA-ciklusban. Tovabba, amikor a sejtek 13C-gliikdzt kaptak, mely utan a 13C atomok
belépnek a glikolizisbe és azt kovetden taplaljak a TCA-ciklust vagy laktatot képeznek, az LCA
kezelés hatasara az MCF7 sejtekben a megemelkedett a 13C-jel6lt citrat és laktat szintje, valamint
megemelkedett a 4T1 sejtekben a 13C-jeldlt szukcinat és laktat szintje. Ebbol kovetkezik, hogy a
13C-citrat/13C-laktat vagy a 13C-szukcinat/13C-laktat arany ndvekedett, tovabbi bizonyitekot
szolgaltatva a mitokondridlis dominanciara az LCA a&ltal indukalt metabolikus eltolodasban.
Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy az LCA kezelés aktivalja a TCA-ciklust és
az oxidativ foszforilaciot (OXPHOS) az emlérak sejtekben.

A megfigyelt anyagcsere-valtozasok mogott allo alapveté mechanizmusok felderitésének

érdekében megvizsgaltuk a sejt energiaérzékeld jelatviteli ttvonalait €s a mitokondrialis
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transzkripcids szabalyozok kiilonb6zé komponenseit. Az LCA kezelés emelkedett kifejezodést és
aktivitast eredményezett a mitokondrialis oxidativ foszforilacié pozitiv regulatoraiban, beleértve
a FOXO1-et és a PGC-1pB-t és a nukleéris légzési faktor-1-et (NRF1). Tovabba az LCA nemcsak
novelte a kifejez6désiiket, hanem fokozta aktivitasukat is, amit az NRF1 megndvekedett nuklearis
transzlokacidja és az ACC megndvekedett foszforilacidja validalt. In vivo kiserleteinkben
megfigyeltik, hogy az LCA kezelés indukalta az AMPK aktivitast, amit a foszfo-ACC és foszfo-
AMPK szintjének novekedése jelzett. Tovabba megfigyeltiik a FOXO1 fokozott kifejezddését is.
Azonban az LCA nem indukélta az NRF1 vagy a PGC-1 kifejez6dését in vivo kisérleteinkben.

Ezt kovetden megvizsgaltuk az indukalt anyagcsere-szabalyozok (NRF1, AMPK, PGCs)
potencialis (pato)fiziologiai relevancidjat human mintakban. Korabbi tanulmanyok mar fényt
deritettek az AMPK és FOXOL1 antitumor aktivitdsara emberi alanyokban. A kmplot.com
adatbazis felhasznalasaval felfedeztiik, hogy az NRF1 magas kifejezddése az emldrak szovetben
osszefiigg a diagndzis utani progndzissal. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy
az AMPK, FOXO1, PGC-1B, vagy az NRF1 (pato)fiziologiai jelentdséggel birhat az LCA altal
kivaltott hatdsokban.

Az LCA receptorok azonositasa

A kovetkez6 célunk az volt, hogy meghatarozzuk azokat a specifikus receptorokat, amelyek
kozvetitik az LCA altal kivaltott hatasokat. Ennek eléréséhez kiilonbozé LCA receptorok
farmakoldgiai gatloszereit alkalmaztuk, igy fényt deritve szerepiukre az LCA altal kivaltott
hatdsokban. Ezért MCF7 sejteket kezeltink LCA-val, melyhez kombinaciéban olyan
farmaikoldgiai anyagokat adtunk, amik LCA receptorokat blokkolnak. Megfigyeléseink alapjan a
CINPA1(CAR antagonista), az NF449 (Gsa-szelektiv antagonista) és az U73343 (foszfolipaz C
gatlo) hatékonyan blokkoltdk az LCA altal kozvetitett sejtproliferacié csokkenést, mig mas
gatloszerek nem mutattak jelentds hatast. Az LCA éltal indukalt morfologiai valtozasok
tekintetében az NF449 és az U73343 hatékonyan blokkolta a sejtek kozotti tres teriiletek
bezarodasat és epithelialis morfoldgia kialakulasat az MCF7 és a 4T1 sejteknél is, mig a CINPAL
kezelésben nem tapasztaltunk ugyanilyen hatast.

Az NF449 és az U73343 nem TGR5-specifikus gatloszerek, de gatolhatjak a TGRS jelatvitelét
azaltal, hogy gatoljak a Gso-t és a foszfolipdz C-t. A TGR5 szerepének kozvetlen bizonyitasa

érdekében atmenetileg csendesitettiik a TGR5-6t az MCF7 sejtekben.
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A TGR5 csendesitése hatékonyan blokkolta az LCA altal kivaltott MCF7 sejtek morfologiai
valtozasait és megakadalyozta a mitokondrialis markerek, minta CYTOCHROME C, ATP5G1 és
az NDUFBS5, valamint az AMPK aktivalodds markereinek mRNS szintli expresszidjanak
fokozodasat.

Erdemes megjegyezni, hogy az ebben a tanulmanyban hasznalt LCA koncentraciokban a
biomembranok dinamikai tulajdonsagai és mikrodomén szervezddése valtozatlan maradt. Ezt az a
megfigyelés igazolta, hogy sem diffuzios allando (D), sem a bezarodasi id6 (TD) nem véltozott az
LCA hatéséra, még 100 uM LCA kezelés esetén sem.

Emlotumor sejteket befolyasolo bakterialis enzimek azonositasa

Metabolitkonyvtar létrehozésa

Az emberi anyagcserét befolyasold bakterialis metabolitokat Kiterjedt irodalmi kutatas atjan
azonositottuk. Az azonositott anyagcseretermékek gondos valogatason estek at, hogy kizarjuk
azokat a tévesen azonositott vegyleteket, amelyeket nem baktériumok termelnek. A bakterialis
anyagcseretermékek szérum referenciakoncentracioit az irodalmi adatok alapjan allapitottuk meg.
Egy kozelmultbeli tanulmany feltarta, hogy béta-adrenerg receptorok médositasan keresztil, egy
daganat jelenléte befolyasolja a bélmozgast. Az emlérakban szenved6 betegekben a megvaltozott
motilitasi sebesség a gasztrointesztinalis (GI) traktuson belil valdszinilileg befolyasolja a redox
kornyezetet, ami potencialis valtozasokat idéz el a redox-érzékeny anyagcseretermékek redox
allapotaban. Ezért az egyes anyagcseretermékek redox partnerét (mannéz — D-mannitol, TMA —
TMAO, 1-butanol — butirat, etilénglikol -glikolsav — oxalsav) szintén beépitettik az
anyagcseretermékek konyvtaraba, azonban az etilénglikolhoz nem &lltak rendelkezésre konkrét

irodalmi adatok, igy referenciaként az ismert redox parok azonos koncentraciéit hasznaltuk.

Nagy ateresztoképességi technikak fejlesztése sejtproliferacio méréséhez

Korébbi vizsgalatainkban azonositottuk és jellemeztiink egy olyan baktériumok altal termelt
anyagcseretermék csoportot, amelyek citosztatikus aktivitast mutattak. Azonban ezeknek az
anyagcseretermékeknek az antiproliferativ hatédsa korlatozott volt, és az SRB proliferacios
vizsgalat nem bizonyult kifejezetten pontosnak ezen koncentracios tartomanyban. Ennek a

korlatozottsagnak a kezelésére két alternativ mddszert dolgoztunk ki, melyekkel mikroszk6pos
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képeken sejtmagokat szamoltunk. Az egyik mddszerben a képszegmentalast és magok szamolasat
a CellProfiler segitségével vegeztik. A masodik modszerben egy, kifejezetten a projekt szamara
készult mélytanulas (deep learning - DL) alapt modszert alkalmaztunk a szegmentalésra, a magok
szdmolasat viszont szintén a CellProfilerrel végeztilk. Eredményeink alatamasztottak, hogy az
SRB vizsgalat megbizhatatlannak bizonyult alacsony sejtszam esetén, 100-300 sejt/well
tartomanyban. Emellett a fotometria belsé korlatai miatt az 1,0-nal nagyobb abszorpci értékek tal
magasak, korlatozva a vizsgalat végén mérhet6 sejtek maximalis szamat 10 000 — 30 000 kozé. Az
1,0-nél magasabb abszorpcids értékeket higitas utan lehet mérni, ami higitasi hibak lehet6ségét
veti fel. Ezzel szemben a képanalizis alapl vizsgalatok szélesebb dinamikus tartomanyt mutattak
az SRB vizsgalathoz képest. Mindkét képelemzés-alapd modszer megbizhaté eredményt adott
még alacsony sejtszamoknal is. Tovabba ezek a modszerek képesek voltak akar 100 000 sejt/well
detektaldsara is, valamint a DL-alapu szegmentélasi maddszer pedig felilmdlta a CellProfiler
beépitett szegmentalasi mddszerét. Ezen kiviil a DL-alapi mddszerben hasznalt, szemantikus
szegmentacios modellek nem igényelnek minden futtatasnal paraméterbeallitast, ellentétben a
hagyoméanyos modszerekkel, ami tovabbi érv a DL szegmentalasi mddszer mellett. Meg kell
emliteni, hogy a képanalizis-alapl vizsgalatok kdvetkezetesen alacsonyabb sejtszamot adtak, mint
az eredetileg platelt sejtszamok, amikor a sejtszam 1 000-t61 10 000-ig terjedt. Ezen wellek vizualis
vizsgalatakor nyilvanvaldva valt, hogy ilyen sejtszamoknal a sejtek kevésbé tapadtak a wellekhez,
ami a wellekben csokkent sejtszamot eredményezett. Ez a sejtkultirdkban megfigyelt sejtszam
csokkenés megerdsitette a képanalizis-alapl vizsgélatok precizitdsat. Emiatt a tovabbi

kisérleteinkben kizardlag képanalizis-alapu vizsgalatokat alkalmaztunk.

Proliferaciot segito és gatléo mikrobialis metabolitok azonositisa

Megvizsgaltuk a konyvtarunkban talalhatd bakteridlis metabolitok hatasat a 4T1 emlétumor
kezelve, amelyek lefedték a szérum koncentraciojuk referenciatartomanyat. A statisztikai elemzést
minden egyes metabolit doézis-valasz gorbéjére kilon-kilon végeztik. Eredményeink nyolc
bioaktiv metabolitot azonositottak, amelyek megvaltoztatjak a sejtproliferaciot: butirat, glikolat,
D-mannitol, 2,3-butandiol, transzferulat, 4-hidroxibenzoat, vanilinsav és 3-hidroxifenilecetsav.
Megjegyzendd, hogy a hangyasav antiproliferativ tulajdonsagokat mutatott a legmagasabb tesztelt

koncentracidban, azonban O&vatosan kezeltik ezt a megfigyelést, mivel a legmagasabb
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koncentracid jelentésen meghaladta a referenciatartomany fels6 hatarat. A butirat, glikolat, D-
mannitol, 2,3-butandiol és transz-ferulat antiproliferativ hatast mutatott a hasznalt legmagasabb
koncentracidban, mig a 4-hidroxibenzoésav, vanilinsav és 3-hidroxifenil-ecetsav konkrét

koncentraciokban eldsegitette a proliferaciot.

Nagyateresztoképességii megoldasok fejlesztése EMT vizsgalatahoz

A kordbban emlérakban azonositott bakterialis metabolitok, mint példaul a litokolsav,
kadaverin, indol-szarmazekok és rovid szénlancu zsirsavak, hatast gyakoroltak az epithelialis-
mesenchymalis tranzicidra. Annak érdekében, hogy felderitsiik a metabolit konyvtarban talalhato
anyagcseretermékek hatdsat az EMT-re, High Content Screening alapl képelemzési modszert
alkalmaztunk, melynek alapjaul az szolgélt, hogy az EMT soran a sejtek morfoldgiaja megvaltozik
emlérakban. Ezen kiviil megerdsitettik az eredményeket az EMT markerek, mint példaul a
vimentin és a Snail fehérjeszinti kifejez6désének értékelésével. Az EMT indukcidjara és gatlasara
pozitiv és negativ kontrollként TGF-Bf1 (10 ng/mL) és SB-431542 (2 pM) anyagokat
alkalmaztunk. Az SB-431542 a TGF-p szupercsalad 1. tipust activin receptor-szerii kinazainak
gatloja. A sejteket 48 oran keresztul kezeltik ezekkel a vegylletekkel. A mesenchymalis
tranzicioval Osszefliggd fehérje markerek, mint példaul a SNAIL (Snail) cink-ujj fehérje és
vimentin novekedését észleltik a TGF-B1 indukcidja soran, mig a vimentin csokkent az SB-
431542 kezelés soran 4T1 sejtekben. Tovabba, a sejtek vizudlis vizsgalata megerdsitette a TGF-f
altal indukalt mesenchymalis tranziciot és az SB-431542 altal kozvetitett epithelialis tranziciot.
Osszhangban ezekkel a megfigyelésekkel, a High Content Screening sziirésen alapuld
sejtosztalyozasi modszer novekvé mesenchymalis sejtmorfolégia aranyt jelzett a TGF-B1 indukcio
soran, és csokkenést az SB-431542 kezelést kovetden. Ezen megallapitasok alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a High Content Screening mddszerek megbizhatoak az epithelialis

és mesenchymalis sejtek aranyanak meghatarozasahoz ezen kisérleti feltételek mellett.

EMT maddositd bakterialis metabolitok azonositasa

A kifejlesztett mddszer validalasa utan kiértekeltiik a metabolit kdnyvtar tagjainak hatasat,
High Content Screening modszert alkalmazva. Ebb6l az elemzésb6l azonositottuk a 3-
hidroxifenil-acetatot, hidrocinnamonsavat, 2,3-butandiolt és 4-hidroxibenzoatot mint a kutatas

szempontjabol érdekes vegyileteket. Megjegyezzik, hogy egy jellegzetes V-alaki gorbét
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¢észleltiink, ahol minden egyes vegyiilet optimalis koncentracidja jelentdsen csokkentette a
mesenchymalis sejtek aranyat, mig az alacsonyabb és magasabb koncentraciok hatastalanok
voltak. Az eredmények megerdsitésemegerdsitése érdekében Western blot analizist végeztink. A
4T1 sejteket 48 orén keresztiil kezeltiik a metabolitok hatékony koncentrécidival, és a fehérje
mintakat anti-Snail és vimentin kifejez6dés szemszogébol vizsgaltuk. A 2,3-butanediol kivételével
minden metabolit legaldbb egy mesenchymalis marker kifejezédésének csokkenését mutatta,
megerdsitve a High Content Screening eredményeket. A 2,3-butanediol esetében csdkkenést
észleltiink az EMT markerek kifejez0désében, de a statisztikai tesztek nem mutattak jelentds

kilénbséget.
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Diszkusszio

Az emberi szervezet ad otthont egy komplex mikroorganizmus 6koszisztéemanak, melynek
egyuttesét mikrobiomként hivjuk. A mikrobiom fontos szerepet jatszik kiilonbozé fiziologias
folyamatokban. A mikrobiom 0&sszetétele egyénenként eltérd, €s az egészséges mikrobiom
Osszetételének definidlasa egy nagy kihivéssal jaré feladat. Mindazonaltal, a bél mikrobiom
Osszetetelének felborulasat (diszbiozis) tobb bélrendszeri és bélrendszert nem érinté betegséggel
is 0Osszefuiggésbe hoztdk mar, pl.: irritabilis bél szindréma coliakia, allergia, asthma,
kardiovaszkularis betegségek és elhizds. A diszbiozist az utdbbi évtizedben a diszbiozist
Osszefliggésbe hoztak az emlétumorokkal is. Emlétumorban, a mikrobiom &sszetétele jelentds
valtozason megy keresztul, diverzitisa lecsokken a korai stadiumban. A pontos oka ennek a
diszbidzisnak, illetve az emlétumor és a mikrobiom kozotti patomechanizmus még ismeretlen.
Mindazonaltal azok a mikrobiélis metabolitok, melyek eljutnak az emldszovetbe, befolyasolhatjak
a tumorsejtek mitkodését. A vér utjan szallitott bakteridlis metabolitok koziil, a kadaverin,
indoxilszulfat és indolpropionsav mar ismert antineoplasztikus agensek emlétumorok esetében,

normal szérum koncentracio tartomanyban

Az LCA hatasa emlétumorokban

Korabbi tanulmanyok feltételezték a masodlagos epesavak lehetséges onkogén tulajdonsagait.
Példaul az LCA transzformal6 kapacitast mutatott a vastagbél epithelialis sejtekben, mig a DCA
(modellrendszereinkben inaktiv) Gjraporgramozta a szekretomot €s eldsegitette a hepatocellularis
karcinbmat. Tovabba, a DCA antineoplasztikus hatdsokat valtott ki hasnyalmirigy
adenokarcinomaban az EMT gatlasaval, csokkentve ezzel a tumordssejtszerliséget. Emellett az
epesavaknak a garatrak kialakuldsaban is szerepiik van.

Az LCA egy bakterialis metabolit, mely potencialisan a belekben képzddik és a véraramon
keresztil jut az emlébe, ahol jelentds szerepet jatszhat egy antitumor mikrokdrnyezet
kialakitasaban. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az LCA gatolta az MCF7, 4T1 és SKBR3

crer

eredmeényeket SRB esszé és kolonia formalo esszé eredményeink is alatamasztottak. Ezek a
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hatasok specifikusak voltak az emlétumor sejtvonalakra, mivel a primer fibroblaszt sejtek
proliferacioja nem valtozott LCA kezelés hatasara.

A fehérje tartalomban, vagy a kolonia méretben bekdvetkezd valtozasok a sejthaldlban
bekovetkez6 valtozasoknak is tulajdonithatoak. Korabbi tanulményokkban az LCA sejthalalt
idézett el0 neuroblasztomaban, prosztatardkban és MCF7 sejtekben. Azonban érdemes
megjegyezni, hogy ezekben a tanulmanyokban alkalmazott LCA koncentraciok magasabbak
voltak, mint a jelen vizsgélatunkban alkalmazottak, ami magyarazhatja az akut LCA toxicitas
hianyét. Kisérleteink alapjan a propidium jodid pozitiv MCF7 és 4T1 sejtek nem véltoztak az LCA
kezelés utan, ami azt mutatja, hogy nem a sejthalal volt a proliferacios kisérletekben bekdvetkezo
valtozésok elsddleges oka.

LCA hatasara csokkent a mesenchymalis sejtek szama 4T1 emlétumor sejtvonal koldniaiban.
ECIS kisérleteink szintén meger6sitették ezt a megfigyelést MCF7 és 4T1 sejtekben, ahol az
ellenallas értékek erGsebb sejt-sejt és sejt-felillet adhézidt jeleztek. Az EMT-n atesett sejtek
migraciora hajlamosabbak és a mesenchymalis sejtek kozotti kapcsolat gyengébb. A sejtek
mobilitasanak mérésére scratch esszét alkalmaztunk, eredményei alapjan a koloniak kdzotti rés
bezérésa lelassult. Ezek az eredmények egyuttesen mesenchymalis-epithelialis tranziciot (MET)
mutatnak LCA kezelés hatasara.

A B-catenin a Wnt jelatviteli utvonalon a G1 fazisban szabalyozza a sejtproliferaciot. Vastagbél
daganatokban a B-catenin EMT-t és pro-invaziv expresszios profilt indukal a T-cell and lymphoid
enhancer (TCF-LEF) transzkripcids faktor aktivalasan keresztil. Hagyomanyosan, a B-catenin
szint értékeléhez sziikséges a pGSK-3af / GSK-3ap szint mérése is, mivel a GSK-3af} foszforilalt
formaban a B-catenin lebomlasat idézi el6. In vitro Western blot eredményeinkben a [3-catenin
fehérje szintje csokkent, mig a GSK-3ap defoszforilacion ment keresztil az MCF7 és 4T1
sejtvonalakban. Habar B-catenin expresszié mértéke magyarazatot adhat a sejtproliferacioban
bekovetkezett valtozasokra, azonban ugy tiinik a GSK-3af jelatvitel a B-catenin jelatvitelt6l
szétkapcsolodott. Ez tobbféleképpen is magyarazhato, pl.: a névekedési faktorok jelatvitelében
bekovetkezett mutaciokkal, vagy a GSK-3afl alternativ aktivalasaval a PI3K/Akt, protein
phosphatase 2, vagy protein kinaz B kozremiikodésével. In vivo kiserleteinkben LCA kezelés
hatasara szintén megnétt a B-catenin expresszio mértéke.

In vivo kisérleteinkben a tumor-infiltralo limfocitak szama LCA kezelés hatasara megnott, mig
gPCR eredményeink alapjan a Vegfa mRNS szintje csokkent a tumorokban. A tumor-infiltralo
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limfocitdk szama emldtumorokban egy altalanos prognosztikai marker, emelkedése jobb
prognozist jelez, mig a VEGFA egy vaszkularizacids marker.

A tipikus Warburg metabolizmus markereket is szerettiik volna megvizsgalni kisérleteink
soran. A vizsgalatok soran altalanosan emelkedtek az OCR és ECAR értékek, az oxidativ
foszforilacié gének expresszioja (CytC, ATP5gl, NDUFB5) és az energia metabolizmust
szabalyozo gének expresszidoja (FOXO1, PGC1-B, NRF1) és aktivitasa in vitro és in vivo
kisérleteinkben. Pulse-chase metabolomikai méreseink sordn a szukcinat/laktat és a citrat/laktat
szintek emelkedést mutattak MCF7 és 4T1 sejtvonalakban. Ezek az eredmények egylttesen a TCA
ciklus és az oxidativ foszforilacié emelkedett aktivitasat mutatjak LCA kezelés soran. Masszéval
az LCA kezelés anti-Warburg hatast valtott ki az eml6tumor sejtekben, ami magyarazatot adhat a
csokkent sejtproliferaciora is.

Az LCA feltehetden tobb receptoron keresztiil, tobb jelatviteli tvonalra is hatassal van. A
kisérleteink soran megfigyelt hatdsok valosziniileg a TGRS jelatviteli utvonal aktivitdsanak
tulajdonithatok, mivel a TGR5 receptor specifikus gatlasaval az LCA specifikus hatasok

elmaradtak.

A mikroszképos képek standardizalt elemzése

Ebben a tanulményban arra is torekedtlink, hogy standardizalt és pontos modszert hozzunk
létre sejtproliferacié és EMT mérésére valtozd korilmények kdzott fluoreszcens mikroszkopia
segitségével. Ennek érdekében hagyomanyos képelemzeési és mélytanulason alapul6 technikakat
alkalmaztunk.

A modell alapja egy Uigy nevezett ,,VGG16 feature extraction” modell volt, ImageNet adatokon
eldtanitott stilyokkal, amit egy U-Net szegmental6 modellel kapcsoltunk 6ssze. A VGG16 modellt
széleskorlien alkalmazzak képek osztalyozasara és az eldtanitott silyok készen elérhetdk ehhez a
modellhez. A U-Net egy altalanos felhasznalasu szegmentalé modell, gyakran hasznaljak a
bioldgiai és orvosi képek elemzésére hasznélt alkalmazasokban. Tanitast kovetéen a finomhangolt
modellink >98% pontossagu teljesitményt mutatott a validal6 adatokon. A Kkifejlesztett
mélytanulassal kapcsolt sejtmag szamlalasi modszer tébb, mint 60 000 képet elemzett emberi
beavatkozas nélkil, és dsszehasonlithatdo a hagyomanyos sejtmagszamlalasi modszerekkel, ahol
paraméterbeallitasokra volt sziikség minden fuggetlen adat értekeléséhez. Azonban a mddszer

jobban teljesit a hagyomanyos képelemzési mddszereknél és az SRB esszénél is, mivel pontos
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eredményt kapunk vissza extrém alacsony és magas sejtszamnal is (100 — 100 000 sejt/well).
Ezeket figyelembe véve a tanitott neuralis halozat jol generalizalt a 4T1 sejtmagok
szegmentalasi feladatéra, és potencialisan jol generalizalt azokra a sejtvonalakra is, melyekbdl
példéat tartalmazott a tanitasi adat. Ezek a sejtek azonban mutathatnak magi pleomorfizmust, ami
konnyen megzavarhatja a finomhangolt képelemzesi mddszereket. Egy masik probléma a
képalkotas és képelemzés 1d6- és erdforrasigényessége, ha 6sszehasonlitjuk mas, jol beallitott
kémiai alapu proliferacios vizsgélatokkal (mint az SRB assay). Elébbire egyszerii megoldast
jelentene, ha kifejezetten pleomorfizmust mutatd képeket is bevonnank a mélytanulasi
szegmentacios modell tanitdsi adatkészletébe, hogy az amorf magokat is képes legyen
szegmentalni. Utobbira, sebesség ndvelésenek érdekében, a kizardlag transzmisszids képek
(fluoreszcens jeldlés nélkil) hasznalata drasztikusan csokkentheti a képalkotas/elemzés koltségét
¢s idejét jelentds pontossag elvesztése nélkiil. Ezek az elvek szintén alkalmazhatok egy onalld
modszer kifejlesztésére a mellrak EMT osztalyozasara, csokkentve az id6t, koltséget és javitva a

pontossagot az itt bemutatott linearis regresszidés médszerhez képest.

A bakterialis metabolitok szerepe az emlétumorban

Az eddig azonositott bakteridlis metabolitok tobbsége antineoplasztikus tulajdonsagokat
mutatott, €s az emlérdkos betegeknél ezen metabolitok bioszintéziséért felelds enzimek szintje
csokkent a bél mikrobiomban a kontrollhoz mintakhoz képest.

Tanulmanyunkban 9 bioaktiv metabolitot fedeztink fel, amelyek hatassal voltak a
sejtproliferacidra és a morfolégiara. Habar a formiat jelentdsen csokkentette a sejtproliferaciot, de
fontos megjegyezni, hogy a tanulményunkban hasznélt koncentraci6 a fiziologias
koncentracidtartomany felsd értéke feletti.

Egy friss kutatds feltarta, hogy az ileopatia el6fordul kiilonbozé tumorokban, beleértve az
eml6tumort is. A gasztrointesztinalis traktusban a lassabb passzdzs nem csak a mikrobiom
Osszetetelére van hatassal, de valoszinlleg a gasztrintesztinalis traktus tartalmanak redox
egyensulyéra is. Ebb6l a megfigyelésbdl kiindulva a bakterialis metabolitokat redox parokban is
vizsgaltuk. Tobb rovid-szénlancu zsirsav és poliol kdzott redox metabolit parokat azonositottunk
(pl. D-mannitol — D-mannoz, 1-butanol — butirat, etilénglikol — glikolsav — oxalsav), ahol csak egy
partner mutatott citosztatikus tulajdonsagokat. Ezek a megéllapitasok arra utalnak, hogy a redox

kornyezet befolyasolhatja a bakterialis metabolom/szekretom bioaktivitasat.
36



Az altalunk azonositott bakterialis metabolitok kiilonb6z6 kémiai csoportokhoz tartoznak, ami
szlikségessé teszi a vegylletek kilon diszkutalasat. A D-mann6z egy monoszacharid, mig a D-
mannitol egy cukor-alkohol vagy poliol. Kisérleteinkben a D-mannitol szignifikansan csokkentette
a sejtproliferaciot, mig redox pérja, a D-mannéz nem volt hatissal az eml6tumor sejtek
proliferaciojara. Szakirodalmi adatok alapjan nefroprotektiv hatdsa miatt a mannitol terapias
célpont a ciszplatinnal kezelt tumoros betegeknél, habar a tanulméanyban alkalmazott koncentracio
joval magasabb (hozzavetdlegesen 16 mM), mint a kisérleteinkben alkalmazott legmagasabb
koncentracié (128 pM). Ezzel ellentmondasban mas tanulményok nefrotoxikus hatést
tulajdonitanak a mannitolnak magas koncentracioban alkalmazva veseelégtelenségben szenvedd
betegeknél. Jelenleg a D-mannitolt még nem vizsgaltak méas tumor vonatkozasd tanulmanyban.

Egy masik poliol, a 2,3-buténdiol egyedi az altalunk vizsgalt bakterialis metabolitok kozott,
mivel egyidejiileg gatolta a sejtproliferaciot és az EMT-t. Erdemes megjegyezni, hogy a 2,3-
butandiol szintézisének képessége széleskoriien elterjedt a baktériumokban. Ezek alapjan a 2,3-
butandiol tiinik a legigéretesebb anti-neoplasztikus bakteridlis metabolitnak a vizsgalt anyagok
kozal.

Az oxélsav, glikolsav és etilén-glikol redox tengely tagjai kozil eredményeink alapjan
kizarolag a glikolsav volt hatassal az emlétumor sejtekre. A rovid sz€nlanct zsirsavak kozé tartozo
glikolsav szignifikansan csokkentette a sejtproliferaciot. A D-mannitolhoz hasonldan, a glikolsav
még tumor vonatkozasaban nem volt korabban vizsgalat targya. A fiziol6gids koncentracio
tartomanyat leszamitva az elérhet6 informacié alapjan hamlaszté és akne elleni készitményekben
alkalmaznak glikolsavat.

A Dbutirat, szintén rovid szénlancu zsirsav, antiproliferativ tulajdonsadgot mutatott
kisérleteinkben. A butirat az emlétumor sejtekre tObb kiilonb6z6é mechanizmuson keresztiil hat,
inhibitora a hiszton deacetilazoknak (egy epigenetikai mddositd), egy metabolikus szubsztrat, és
ligandja a szabad zsirsav receptoroknak. Emlétumoros betegek székletmintaiban a butirat szintje
csokken.

A transz-ferulsav egy polifenol, mely csokkentette a sejtproliferaciot. A szakirodalom alapjan
a ferulsav egy potencialisan anti-tumor hatasi mikrobialis metabolit, mely az emlétumor sejtek
kisérletekben 10-100 uM koncentracidtartomanyban. Friss tanulmanyok feltételezik, hogy akar az
emlotumor kialakulasat is gatolhatja. Fontos megjegyezni, hogy a kisérleteinkben vizsgalt
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molekula a ferulsav transz izoformaja, ezért az eredményeinket is ennek fuggvényében sziikséges
értelmezni.

A 4-hidroxibenzoesavat a mikrobiom chorizmatbdl szintetizalja. Képes kotddni az 6sztrogén
receptorhoz, a peroxiszéma proliferator aktivalt receptorhoz (PPAR)y és a G-fehérje kapcsolt
EMT-t.

A vanilinsav a benzoesavak kémiai osztalyaba tartozik. A trans-ferulsavval egydtt
megtalalhatd olyan baktérium vagy néveny kivonatokban, melyeket antitumor potencialjuk miatt
kordbban mar teszteltek. Tovabba a vanilinsav pro-oxidanskeént és sejtproliferacié gatloként
viselkedik.

Veégezetil, a polifenolokhoz tartozé 3-hidroxifenilecetsav csokkentette a sejtproliferaciot,
tovabba a hidrocinnamonsav és a 3-hidroxifenilecetsav gatolta az EMT-t.

Olyan vegyuletek, mint a hidrocinnamonsav, a 3-hidroxifenilecetsav és 4-hidroxifenilecetsav,
egy aromds gylriit és egy polaris karboxil csoportot tartalmaznak. Kimutattadk, hogy a
hidrocinnamonsav a tejsavat termel6 baktériumok terméke. Masrészt a 3-hidroxifenilecetsav egy
flavonoid vegyilet, mely kvercetin-szarmazékok lebontasdval keletkezik, amit részben
Clostridiales baktériumok szintetizadlnak az emberi mikrobiomban. Ezen tGlmenden, a 3-
hidroxifenilecetsavnak citoprotektiv tulajdonsdgai vannak és képes kotédni a y-hidroxibutirat
receptorhoz.

A tanulméanyban azonositott tobb metabolitnak, mint példdul a glikolsavnak,
hidrocinnamonsavnak, 2,3-butandiolnak, 3-hidroxifenilecetsavnak és 4-hidroxifenilecetsavnak,
antibakterialis aktivitdsat mar kimutattak vagy részt vesznek quorum érzékelésben. Ez arra utal,
hogy ezek a metabolitok nem csak az emlétumor sejteket befolyasoljak, hanem a mikrobiomra is
hatassal vannak.

A vanilinsav, 4-hidroxibenzoesav és 3-hidroxifenilecetsav bizonyos koncentracidkban
tdmogatta a proliferaciot, mutatva egy inverz V alakl dézis-valasz gorbét. Ez a viselkedés hasonl6
bizonyos korabban azonositott daganatellenes bakterialis metabolitokhoz, mint peldaul az indoxil-
szulfat vagy indolpropionsav (mindkét esetben V alaku gorbét lattunk). Egy inverz V alaku gorbe
olyan eseménysorozatot sugall, ahol egy receptor kezdetben stimulalodik, eldsegitve a
proliferaciot alacsony koncentracioban, majd egy masik receptor aktivalddik, gatolva a
proliferaciot magasabb koncentracidban. Bar a toxicitas néha hasonlé mintazatot mutathat magas
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koncentracidkban, ebben a tanulmanyban a vegyuleteket az referencia koncentraciotartomanyon

beliil hasznaltuk, csokkentve a toxikus hatas valdszintiségét.

Ezen munka tobb aspektusa is lehetséges jovobeli kutatasi projekthez vezethet. El6szor is, a
bakterialis metabolitok bizonyitottan modositjak az emlétumor sejtek viselkedését in vivo és in
vitro. A bakterialis metabolitok altal modositott sejtfolyamatok értékes terdpias célpontként,
valamint diagnosztikai eszkdzként is szolgalhatnak. Ez a munka mar elkezdédott az LCA
jelatviteli Utvonalainak leirdsaval ebben a tanulmanyban. Logikus folytatas lenne megvizsgalni, az
LCA-t potencialisan citosztatikus szerkent alkalmazhat6-e a jelenleg rendelkezésre allé terapias
megkdzelitések kiegészitéseként.

Tovabba, a metabolit sziirdvizsgalatokban azonositott bakteridlis metabolitok azt mutatjak,
hogy az LCA mellett mas bakterialis metabolitok is befolydsolhatjdk az emldtumor sejtek
anyagcseréjét. Tekintettel arra, hogy a diszbiodzis korreldl az eml6tumorral, egy lehetséges
diagnosztikai eszkoz fejlesztésének kis szegmensét latjuk ezekbdl az eredményekbdl. Az elsd
Iépés ebben az irdnyban az lenne, hogy azonositsuk azokat a bakterilis enzimeket, amelyek
felelések az azonositott bakterialis metabolitok szintéziséért.

Végul, mivel a jelenlegi munka kutatasi modszer fejlesztésére is dsszpontositott, egy teljesen
automatizalt és olcso kutatési eszkozt lehet fejleszteni az emlétumorban a képalkotasi és elemzési
eszkdzok finomhangolasaval. Jelenlegi allapotdban a tumor két ismertetéjegye — nevezetesen a
sejtproliferacid és az EMT — mikroszkopiaval kovetheté a 4T1 emlStumor sejtmodellben. Azonban
ezeket a modszereket altalaban alkalmazni lehet minden in vitro kisérletben, még a rakkutatason

tal is kisebb modositasokkal (pl. bementi és ground truth képek kicserélésével).
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Osszefoglalas

A mikrobiom és a gazdaszervezet kdzott kétirany kapcsolat all fenn. A baktériumok — melyek az
emberi szervezet kiilonb6zé testiiregeiben élnek — szamos metabolitot termelnek, melyek
befolyéasolhatjak a gazdaszervezet metabolizmusat €s energia haztartdsat. Kiilsé és belsd tényezdk
(étrend, személyes higiénia, genetika, életkor) &ltal a gazdaszervezet is befolyasolja a mikrobiom
Osszetételét és mikodését. Szamos betegség, koztik az emlédaganat is Osszefliggésbe hozhato a
mikrobiom 6sszetételében és mitkodésében bekovetkezo valtozasokkal.

A litokoélsav (LCA), egy masodlagos epesav, melyet a baiH ORF-et kodold baktériumok allitanak
el6. Az LCA a véraram utjan a test tavoli pontjaiba is eljut, igy az emldédaganat szovetekhez is.
Kisérleteinkben az LCA gétolta a sejtosztddast és a koloniaformalasi kapacitast MCF7, 4T1 és SKBR3
sejtekben, valamint gatolta az epithelialis-mesenchymalis tranziciot, a sejt energia-anyagcseréjét az
oxidativ foszforilacio iranyaba véltoztatta, tehat anti-Warburg hatast mutatott a sejtkultirakban. Az
LCA gatolta a sejt migraciot és el6segitette a sejt-sejt és sejt-felszin kapcsolatokat. Primer tumorokban
LCA hatasara a tumor-infiltralo limfocitak szama megnétt. A kisérletek azt mutatjak, hogy az LCA
ezen hatasait a TGR5 receptoron keresztil fejti ki, mivel a receptor gatlasaval vagy csendesitésével az
LCA-indukalt EMT és az EMT-re jellemz6 gének kifejez6dése (pACC, ATP5G1, NDUFBS) gatolt.

A tanulményban tovabbd megvizsgaltuk az altalunk valogatott bakterialis metabolit kényvtar
tagjainak hatasat. Ezeknek a bakterialis metabolitoknak ismert a fiziol6gids szérum koncentracioja. A
konyvtarbol kilenc metabolit bizonyult bioaktivnak. A butirat, glikolat, D-mannitol, 2,3-butandiol és
transz-ferulat csokkentette, mig a 4-hidroxibenzoat, vanilinsav, 3-hidroxiphenilacetat elésegitette a
sejtproliferaciot. A metabolitok kozll a 4-hidroxibenzoat, 2,3-butandiol, hidrocinnamonsav és 3-
hidroxifenilacetat szignifikansan gatolta az EMT-t és nem talaltunk olyan metabolitot, mely el6segitette
volna.

Jelen disszertacid alapjan az LCA gatolja az emlétumoros sejtek fobb jellemzdit, potencidlisan
befolyasolja a karcinogenezist. Tovabba, az ujonnan felfedezett bioaktiv metabolitoknak hasonlo
tulajdonsagaik lehetnek. Azonban ez a tertlet tovabbi kutatasokat igényel, hogy igazoljuk ezeket a

hatasokat.
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