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Bevezetés

Az eml6rak epidemioldgiaja és kockazatbecslési lehetoségei

Az emldrak vilagszerte az egyik leggyakrabban diagnosztizalt rosszindulati daganattipus ndk
korében, és napjainkban is jelentds haldlozasi okot jelent. A GLOBOCAN 2022 becslései szerint
évente tobb mint 2,3 millid uj eset keriil felismerésre, és kozel 670 000 halaleset kothetd a
betegséghez. Az incidencia névekedése tobb tényez egylittes hatasara vezethet6 vissza, ideértve
az életmddbeli valtozasokat, az elhizas gyakoribba valasat, a reproduktiv életszakaszok
atalakulasat és a népesség oregedését. A talélési aranyok jelentds regionalis eltéréseket mutatnak,
ami az egészségligyi ellatashoz vald hozzaférés és a sziirési programok hatékonysaganak
kiilonbségeire utal (Bray Bsc et al. 2024).

Az emldrak kialakulasanak kockazatat genetikai, hormonalis, kdrnyezeti és életmodbeli tényezdok
egyiittesen hatarozzdk meg. A legnagyobb genetikai kockazattal a BRCA1 és BRCA2 gének
mutaciodi jarnak, amelyek tobb mint tizszeres emlérakkockazatot jelentenek, és gyakran agressziv,
hormonreceptor-negativ daganatok kialakulasahoz vezetnek (Saleem et al. 2020). A hormonalis
rizikofaktorok, példaul a korai menarche, a késéi menopauza, a nulliparitds elsésorban az
Osztrogénfiiggd emlbérak kockazatat novelik (Clamp, Danson, and Clemons 2002). Az
¢életmodbeli tényezok, koztiik az elhizas, az alkoholfogyasztas, a dohanyzas és a fizikai inaktivitas
szintén jelentOs szerepet jatszanak a betegség eléfordulasaban (Friedenreich, Ryder-Burbidge,
and McNeil 2020; Luo et al. 2011; Romieu et al. 2015). Emellett az emldszdvet fokozott
kotészoveti merevsége is 0nallo rizikofaktorként azonosithato.

A hatékony emldrak-megel6zés egyik kulcseleme a pontos kockazatbecslés, amely lehetévé teszi
a szlirési stratégiak és a kemoprevencio célzott alkalmazasat (Cyr and Kennard 2023; Harkness,
Astley, and Evans 2020). A jelenleg elérhetd rizikobecslé modszerek tobb adatforrast integralnak,
beleértve a klinikai és epidemiologiai paramétereket, a genetikai vizsgalatokat, a képalkoto
modszereket és a szoveti biomarkereket (Usher-Smith et al. 2023). A széles kdrben alkalmazott
Gail-modell az életkor, a reproduktiv tényezok €s a csaladi anamnézis alapjan becsiili meg az
emlorak kockazatat, mig a Tyrer—Cuzick modell mar a genetikai prediszpozicidt és a
mammografids denzitast is figyelembe veszi (Kurian et al. 2021; Stevanato et al. 2022). A
genetikai megkozelitések egyre inkabb kiegésziilnek sokgénes kockazati pontszamokkal (Easton
et al. 2015; Ho et al. 2021). Az elmult években a mesterséges intelligencian (MI) alapuld
modszerek egyre nagyobb szerepet kapnak az emldrak kockazatbecslésében (Khanna et al. 2022).
Ezek az MI-n alapuld megkozelitések lehetdvé teszik heterogén adatok integralt elemzését,
ezaltal javitva a rizikdstratifikacio pontossagat. Ugyanakkor klinikai alkalmazasukat jelenleg az
adatok heterogenitdsa, a standardizalt benchmark adatkészletek hidnya és a modszerek
validacidjanak korlatai nehezitik (Logan, Kennedy, and Catchpoole 2023; Sourlos et al. 2024).

Az emlStumorok molekularis klasszifikacioja

Az emldrak nem egységes betegség, hanem bioldgiailag és klinikailag is heterogén korkép, amely
szamos, eltéré molekularis altipusbél all. A molekularis klasszifikacio alapvetéen meghatarozza
a daganatok prognézisat, biologiai viselkedését és a terapids valaszkészséget. A klinikai
gyakorlatban alkalmazott besorolas elsdsorban az dsztrogén- és progeszteron-receptor statusz,
valamint a Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) expresszidja alapjan kiiloniti el
az egyes altipusokat (Tsang and Tse 2020).



Ennek alapjan megkiilonbdztetheték hormonreceptor-pozitiv, HER2-pozitiv és triplanegativ
emlétumorok. A génexpresszids profilok vizsgalatanak bevonasa lehetdvé tette a PAMS0 teszt
bevezetését, amely alapjan 6t molekularis alcsoport kiilonitheté el: Luminal A, Luminal B,
HER2-enriched, Basal-like és Normal-like (Orrantia-Borunda et al. 2022). Ezek a csoportok nem
csupan a prognozist hatarozzak meg, hanem azt is, hogy mely jelatviteli utak aktivak a tumorban,

igy kiilonbozo terapias érzékenységet is elore jelezhetnek. A hormonreceptor-pozitiv daganatok
jellemzéen lassabb progressziot mutatnak és jol reagalnak a hormon receptorokat célzo terapiara,
mig a hormonreceptor-negativ, kiilondsen a triplanegativ altipus agresszivebb klinikai lefolyassal
és kedvezotlenebb prognozissal jar (Kensler et al. 2018). Triplanegativ altipusok esetében a
célzott terapias és preventiv lehet6ségek korlatozottak.

Mindezek alapjan az eml6tumorok molekularis klasszifikdciojanak figyelembevétele
elengedhetetlen 1j, hormonreceptor-fliggetlen kemoprevencios stratégiak kidolgozasahoz,
valamint 01j prevencios vagy terapias célpontok azonositasahoz.

Klasszikus kemoprevencids megkozelitések és célcsoportjaik

Az emldrak klinikai gyakorlatban alkalmazott kemoprevencios stratégiai dontden az sztrogén-
jelatvitel gatlasan alapulnak. A szelektiv dsztrogénreceptor-modulatorok és az aromatazgatlok
hatasmechanizmusa az 6sztrogénfiiggd proliferacié csokkentésére iranyul, ezaltal els6sorban
hormonreceptor-pozitiv. emlédaganatok megel6zésében bizonyultak hatékonynak. Ezen
klasszikus megkozelitések célcsoportjat jellemzden genetikai vagy hormonalis rizikéfaktorokkal
rendelkezd egyének alkotjak, beleértve a BRCA1 és BRCA2 mutédcidhordozokat, valamint a
fokozott dsztrogén-expoziciot indikalé anamnézissel rendelkezd néket (Bao, Prowell, and Stearns
2006; Chlebowski 2014).

Az Osztrogén-jelatvitelt célzo kemopreventiv megkozelitések hatékonysaga azonban szorosan
Osszefiigg a daganatok hormonreceptor-statuszaval, mivel ezen hatéanyagok preventiv hatasa
hormonreceptor-negativ altipusok esetén kevésbé érvényesiil. A hormon-fiiggd kemoprevencio
klinikai alkalmazasat jelentdsen korlatozza a hatéanyagok kedvezdtlen mellékhatasprofilja. A
thromboembolias szovodmények, az endometriumot érintd elvaltozasok, valamint az anyagcsere-
és csontrendszeri mellékhatasok gyakran prevencids hatékonysagot limitadld mellékhatasként
emlithetéek (Cuzick et al. 2020).

Osszességében a klasszikus kemoprevenciés megkdzelitések hatékonysaga jol definialt, de egy
sziikebb célcsoportra korlatozodik. Ez a korlat egyértelmiien ramutat arra az igényre, hogy olyan
hormonreceptor-statusztol figgetlen kemoprevencios stratégiak keriiljenek el6térbe, amelyek
szélesebb populacidban is alkalmazhatok, és kedvezobb mellékhatasprofil mellett biztositanak
preventiv hatast.

Retinoidok és rexinoidok alkalmazasa kemoprevenciéban

A retinoid jelatvitel kozponti szerepet jatszik a sejt differenciacio, a proliferacio és az apoptdzis
szabalyozasaban, ezért mar koran felmeriilt a retinoidok alkalmazéasanak lehetdsége az emldrak
kemoprevencidjaban (Simeone and Tari 2004). Preklinikai és klinikai vizsgalatok igazoltak, hogy
a retinoidok képesek gatolni az emlédaganatok kialakulasat, azonban klinikai alkalmazasukat
kedvez6tlen mellékhatasprofil korlatozza. A hossza tava alkalmazas soran jelentkezé bor-,
nyalkahartya- és anyagcsere-eltérések (hypertriglyceridaemia) jelentésen csokkentik ezen



vegyiiletek hosszu tavil, prevencios célil alkalmazhatosagat (Veronesi et al. 1999; Zanardi et al.
2006).

A rexinoidok a retinoidok egy olyan alcsoportjat képviselik, amelyek szelektiven a retinoid X
receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat. Preklinikai modellekben a rexinoid bexarotene
hatékonyan gatolta a hormon receptor-negativ emlédaganatok kialakulasat (Li et al. 2008).
Ugyanakkor a rexinoid alapi monoterapia esetében is megfigyelhetoek dozisfiiggd
mellékhatasok (Uray, Dmitrovsky, and Brown 2016). A rexinoidok kemopreventiv célra torténd
alkalmazasat el6segitheti, azok kombinacids stratégidk mentén vald alkalmazisa. Ez a
megkdzelités lehetdséget teremt a hatékony kemoprevenci6 alacsonyabb hatdéanyag-dozisok és
alacsonyabb toxicitas mellett torténé megvaldsitasara, és kozvetleniil megalapozza a rexinoid-
alapu kombinacios kezelések vizsgalatat.

A monoamin jelatvitel szerepe és lehetdségei a hormonfiiggetlen kemoprevencioban

A monoamin jelatviteli rendszerek, kiilondsen a monoamin jelatviteli utvonalak nem kizaroélag a
kozponti idegrendszerben aktivak, hanem periférias szovetekben, igy az eml6hamsejtekben is
funkcionalisan jelen vannak (Field et al. 2025; Hernandez et al. 2009; Matsuda et al. 2004; Stull
et al. 2007). A monoamin mediatorok hatasukat elsésorban G-fehérjéhez kapcsolt receptorokon
keresztiil fejtik ki, amelyek eltérd intracellularis jelatviteli itvonalakat aktivalnak.

Retrospektiv klinikai vizsgalatok alapjan a monoamin jelatvitelt befolyasolo, széles korben
alkalmazott gyogyszercsoportok, példaul az adrenerg receptor antagonistdk és a 5-HT
transzporter (SERT) gatlok, Osszefiiggésbe hozhatok az emldrak kialakulasanak és
progressziojanak szabalyozasaval (Diaz-Santana et al. 2025; Lofling et al. 2022; Ma et al. 2025;
Niu et al. 2024; Strell et al. 2024; Wernli et al. 2009). A monoamin jelatvitel célzott vizsgalata
ezért kiilonosen relevans lehet a hormonreceptor-negativ emlédaganatok megeldzésében.
Osszességében a monoamin jeldtviteli rendszerek olyan, klinikailag jol ismert és
farmakoldgiailag hozzaférhetd célpontokat jelentenek, amelyek modulacidja 0j lehetdségeket
nyithat a hormon receptor-fliggetlen kemoprevencioban. Ezek a célpontok alkalmasak lehetnek
monoterapias vagy kombinacios stratégiak kialakitasara.

A szerotonin jelatvitel és homeosztazis szerepe az emldsejtek miikodésében

A szerotonin, mas néven 5-hydroxytryptamine (5-HT), klasszikusan neurotranszmitterként ismert
molekula, ugyanakkor szamos periférias szovetben is lokalis szabalyozé faktorként miikodik. Az
emlémirigyben a hamsejtek képesek 5-HT eldallitasara, transzportjara és érzékelésére, ezért a
szerotonin nem pusztan szisztémasan érkezé jelként, hanem autokrin és parakrin moédon hatd
szOveti homeosztazis-szabalyozo tényezoként értelmezhetd. Korabbi vizsgalatok alapjan az
emléham eredetli 5-HT szerepet jatszik a laktacios homeosztazisban, a tight junction-6k
szabalyozasaban, a tejtermelés visszacsatolt kontrolljaban és az involucio elinditasaban (Matsuda
et al. 2004; Stull et al. 2007; Hernandez et al. 2009; Field et al. 2024).

A 5-HT bioszintézise triptofanbol indul ki, amelynek sebességmeghatarozo 1épését periférias,
nem neuronalis szovetekben elsdsorban a tryptophan hydroxylase 1 (TPH1) katalizalja. A sejten
beliili és sejten kiviili szerotonin eloszlasat a szerotonin transzporter (SERT, SLC6A4)
szabalyozza, amely az extracellularis térbdl veszi vissza a 5-HT-t a sejtekbe. A SERT gatlasa
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szelektiv  szerotonin-visszavétel — gatlokkal (SSRI) modosithatja az  extracellularis
receptoraktivacio €és az intracellularis szerotonin-metabolizmus aranyat. Fontos ugyanakkor,
hogy a 5-HT sejtfelvétele nem kizarélag SERT-fiiggd folyamat. Mas monoamin transzporterek,
példaul a DAT, NET, OCT csalad tagjai és a PMAT is hozzajarulhatnak a szerotonin
transzportjahoz, ami a periférias sejtekben kiilondsen komplex szabalyozasi lehetdséget teremt
(Daws 2009; Duan and Wang 2010; Li et al. 2013).

A szerotonin extracellularis hatsait tobb receptorcsalad kozvetiti. A 5-HT1 receptorok dontden
Gi-kapcsoltak, a 5-HT2 receptorok Gq-kapcsoltak, mig a 5-HT4, 5-HT6 és 5-HT7 receptorok Gs-
kapcsolt jelatvitelt aktivalnak. Ezek az utvonalak a cAMP/PKA, PLC/IP3/DAG, Ca**-, Erk-, Akt-
morfologijat és motilitasat (Hoyer, Hannon, and Martin 2002; Nichols and Nichols 2008). Mivel
a 5-HT rendszer tobb ponton farmakolédgiailag befolyasolhato, példaul TPH1-gatlokkal, SSRI-
kkel, SNRI-kkel, receptor agonistakkal és antagonistakkal, valamint monoamin-oxidaz gatlokkal,
alkalmas modellrendszert jelenthet annak vizsgalatara, hogy a periférids monoamin jelatvitel
hogyan kapcsolédik az emléhamsejtek korai, kemoprevencid szempontjabol relevans
allapotvaltozasaihoz.

crer

crer

daganatképz6dés soran az ECM 0&sszetétele és mechanikai tulajdonsagai jelentds atalakulason
mennek keresztiil, amely nem csupan kdvetkezménye, hanem aktiv eldsegitéje is a tumor
iniciacidjanak és progressziojanak (Boyd et al. 2010; Levental et al. 2009). A stromalis merevség
fokozodasa és a kollagénhalozat atszervezédése tobb emldrak altipus esetében is rossz
prognoézissal tarsul (Acerbi et al. 2015). Az ECM ujraszervezddése mar a daganatképzdédést
megel6z6 allapotokban is kimutathatd, beleértve a premalignus 1ézidkat és az obesitassal tarsult
emldszovetet is (Ellies 2016; Kuziel, Moore, and Arendt 2023). Ezekben az allapotokban a
fokozott kollagén-depozicio, a keresztkotések szamanak novekedése és a matrix-szervezd
fehérjék emelkedett expresszidja tumor-promotalé mikrokdrnyezetet alakit ki. A megvaltozott
matrix nem csak a sejtek mechanoszenzoros valaszait befolyasolja, hanem fizikai gatat is
képezhet a terapias hatoanyagok diffuzidja szamara, tovabba integrin—ndvekedési faktor
receptorok aktivacion keresztiil terapias rezisztenciat is tamogathat (Brown and Wendt 2014; Jain
1987).

Ezen felismerések alapjan az extracellularis matrix, mint egy Uj, 6nalld kemoprevencios
célpontként keriil el6térbe. Preklinikai modellekben a matrix-remodellaciot szabalyozé enzimek,
példaul a kollagén-keresztkotésben szerepet jatszo lysyl-oxidaz (LOX) gatlasa mérsékelte a
stromalis merevséget, valamint csokkentette az emlddaganatok invazids és metasztatikus
potencialjat (Cetin et al. 2024; Ferreira et al. 2021). Bar a matrix metalloproteinazok gatlasa korai
klinikai vizsgalatokban nem hozott attorést, ezek az eredmények ravilagitanak arra, hogy az ECM
dinamikus szabalyozasa preventiv szempontbol relevans beavatkozasi pont lehet (Winer, Adams,
and Mignatti 2018).



Osszességében az extracelluldris matrix szervezddésének és kompozicidjanak befolydsoldsa
olyan, korai eseményeket érintd lehetdséget kinal, amely alkalmas lehet a daganatképzddés
iranyanak modositasara. Ez kiilondsen indokoltta teszi olyan molekularis szabalyozd faktorok
azonositasat és vizsgalatat, amelyek az epithel sejtek és a matriszoma kdlcsonhatasat képesek
befolyasolni, és ezaltal 0j, hormonreceptor-fiiggetlen kemoprevencids stratégiak alapjat
képezhetik.

A Zymogene Granule Protein 16B szekretalt faktor, mint matriszOma Gjraszervezddést tamogatd
célpont

Az emlddaganatok kialakulasa és progresszioja nem kizardlag a tumorsejtek belsd genetikai és
jelatviteli valtozasain mulik, hanem szorosan Gsszefiigg a sejtek és a mikrokdrnyezet kozotti
kommunikacidval is. Ebben a folyamatban kiemelt szerepiik van a szekretalt faktoroknak,
amelyek képesek modositani a sejtek proliferaciojat, motilitasat, adhézidjat, valamint az
extracellularis matrix (ECM) szervezdését. A daganatasszocialt ECM-remodellacié mar korai,
premalignus allapotokban is megjelenhet, és fokozott szoveti merevséggel, megvaltozott
kollagénhalozattal, bazalis membran fragmentacioval, valamint integrin- és mechanoszenzitiv
jelatviteli utak aktivaciojaval jarhat (Levental et al. 2009; Boyd et al. 2010; Acerbi et al. 2015;
Paavolainen and Peuhu 2021).

A Zymogene Granule Protein 16B (ZG16B), mas néven ’pancreatic adenocarcinoma up-regulated
factor’ (PAUF), a ZG16 fehérjecsalad tagja. A csaladba tartozd fehérjék lektinszerdi, Jacalin-
related P-prism szerkezeti motivumokat tartalmaznak, amelyek alapjan potencidlisan részt
vehetnek sejtfelszini vagy extracellularis komponensek felismerésében és a sejtek kozotti
kommunikacio6 szabalyozasaban (Kanagawa et al. 2011). A ZG16B-t elsdsorban hasnyalmirigy-
daganatokban vizsgaltdk, ahol szekretalt tumorpromotalé faktorként irtdk le, amely
befolyasolhatja a sejtmigraciot, az invazidt, az angiogenezist €s a tumor mikrokornyezetének
szervezOdését (Kim et al. 2009; Park et al. 2011; Lee et al. 2011; Song et al. 2016).

A ZG16B jelentdségét az emlddaganat-biologia szempontjabol az adja, hogy olyan
folyamatokhoz kapcsolhato, amelyek a tumorprogresszié korai és késobbi 1épéseiben egyarant
meghatarozoak lehetnek. Ide tartozik a sejtmotilitds fokozodasa, a sejt—-ECM kapcsolatok
atrendezddése, az aktin-citoszkeleton szabalyozasa, a fokalis adhézids itvonalak aktivacidja és
az epithelidlis—-mesenchymalis tranzici¢ irdnyaba torténd fenotipusvaltas. Mivel ezek a
folyamatok a matriszoma jraszervezddésével és az invazivabb sejtes viselkedés kialakulasaval
is Osszefligghetnek, a ZG16B vizsgalata alkalmas lehet annak feltarasara, hogy egy szekretalt
faktor hogyan kapcsolhatja &ssze az epithel sejtek allapotvaltozasait az extracellularis matrix
dinamikus atalakulasaval.

A ZG16B ezért olyan koncepcionalis célpontként értelmezhetd, amely Osszekéti a szekretalt
tumormikrokdrnyezeti faktorok, az ECM-remodellacio és az eml6hamsejtek viselkedésének
szabalyozasat. Ennek vizsgélata kiilondsen indokolt olyan kemoprevencids megkdzelitésekben,
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amelyek nem kizarolag a sejtosztodas kozvetlen gatlasara, hanem a tumorprogressziot tamogato
szoveti és matrixfiiggd allapotvaltozasok korai befolyasolasara iranyulnak.

Célkitiizések

Jelen doktori kutatas altalanos célja a monoamin jelatvitel szerepének feltarasa a normal emld
epithel sejtek milkodésének szabalyozasaban, kiilonds tekintettel a proliferaciot befolyasold
mechanizmusokra és a G-fehérje-kapcsolt jelatviteli Utvonalak kozotti mintazatok és
Osszefiiggések azonositasara. Vizsgalataink soran arra torekedtiink, hogy szisztematikusan
jellemezziik a sejtfelszini monoamin receptorok aktivacidja altal kivaltott sejtes valaszokat, és
elkiilonitsiik az intracellularis és extracellularis monoamin hatdsok biologiai kovetkezményeit.
A munka masodik 6 célkitlizése volt annak feltardsa, hogy a monoamin jelatvitel farmakoldgiai
modulacidja alkalmas-e a rexinoid alap kemopreventiv kezelések hatasossaganak fokozasara,
illetve az alkalmazott hatdanyag-ddzisok csokkentésére.

Harmadik altalanos célkitlizésként tobbféle rexinoid alapu szinergikus kombinacié altal
szabalyozott célgének azonositasat tiiztiik ki célul, valamint egy kivalasztott célgén (ZG16B)
részletes funkcionalis karakterizalasat normal emlé epithel sejtekben és emlétumor sejtekben.
Ennek keretében vizsgaltuk, hogy az azonositott célgén (ZG16B) milyen szerepet t6lt be a
proliferacio, a sejtmotilitas, az extracellularis matrix atrendezédése, az epithelialis—
mesenchymalis atmenet (EMT) és a tumorprogresszié szempontjabol relevans folyamatok
szabalyozasaban.

Kérdésfelvetések és specifikus célkitiizések

Jelen doktori kutatas kdzponti kérdése az volt, hogy a periférids monoamin jelatviteli ttvonalak
¢és a rexinoid jelatvitel kombinalt farmakologiai modulécidja alkalmas lehet-e hormonreceptor-
statusztol fiiggetlen kemoprevenciés mechanizmusok feltarasara. A munka alapfeltevése szerint
a normal emld epithel sejtekben jelen 1évé monoaminerg jelatviteli halézatok képesek a
proliferaciot, a motilitast és a mikrokdrnyezeti atrendezddést is befolyasolni. Ennek megfeleléen
a kutatds célja nem egyetlen hatdéanyag hatdsanak leirdsa volt, hanem olyan jelatviteli
mechanizmusok és molekularis célpontok karakterizalasa, amely hosszabb tavon biztonsagosabb,
alacsonyabb dozisu és szélesebb betegpopulacioban alkalmazhaté preventiv stratégidk alapjat
képezheti.

A célkitlizéseket az alabbi, egymasra épiild tudomanyos kérdések és hipotézisek mentén
fogalmaztam meg:

1. A szerotonin jelatvitel farmakologiailag modulilhaté normal emlé epithel
sejtekben?

A kiindul6 hipotézis szerint a normal emld epithel sejtekben jelen vannak a 5-HT szintéziséhez,
transzportjahoz és receptor-medialt jelatviteléhez sziikséges f6 komponensek. Ennek vizsgalata
soran célom volt meghatarozni, hogy a sejtek képesek-e 5-HT elballitasara, kifejezik-e a
szerotonin jelatvitel alapvetd elemeit, valamint, hogy a 5-HT transzporter farmakologiai
modulacidja emldsejtekben milyen bioldgiai valaszokhoz vezethet.



2. A szerotonin intra-/extracelluliris eloszlisinak milyen jelentdsége van a
proliferacio szabalyozasa szempontjabol?

A masodik hipotézis szerint a 5-HT hatasa kett6s bioldgiai rendszerként értelmezhetd. Az
extracellularis 5-HT sejtfelszini receptorokon keresztiil indithat jelatviteli folyamatokat, mig az
intracellularis felvétel a monoamin lebontasaval 6sszefiiggé mechanizmusokhoz kapcsolodhat.
Ezért célom volt a SERT gatlas, a kiilsé 5-HT stimulacid, valamint a receptor szelektiv
receptor-medialt proliferacioszabalyozas ¢s az intracellularis monoamin hatasok szerepe. Ezzel
parhuzamosan célként jelent meg azoknak a jelatviteli elemeknek az azonositésa is, amelyek a
szerotonin rendszert potencialis kemoprevencios célpontként kiemelhetik.

3. A receptor izoforma vagy a hozzia kapcsolt jelatvitel modulaciéja lehet
meghatirozo a proliferacio szabalyozasiban?

A harmadik hipotézis szerint a monoamin receptorok proliferaciora gyakorolt hatasat nem
kizar6lag az hatarozza meg, hogy melyik receptorcsalad aktivalodik. Legalabb ilyen fontos lehet,
hogy az adott receptor milyen G-fehérje-kapcsoltsagu jelatviteli utvonalba csatornazza a kiilsé
jelet. Ennek megfeleléen célom volt megvizsgalni, hogy a Gs-, Gi- és Gg-kapcsolt
receptorutvonalak eltéré modon befolyasoljak-e a normal emld epithel sejtek novekedési valaszat.
A szerotonin receptorokon tilmenden a vizsgalat célja az volt, hogy mas monoamin
receptorcsaladok farmakolégiai modulacidjaval is tesztelhetd legyen ez a jelatviteli elv, és ezzel
szélesebb korben azonosithatok legyenek lehetséges preventiv célpontok.

4. Képes-e a szerotonin jelatvitel célzott modulicidja potencidlni az ismerten
kemopreventiv hatisi rexinoid bexarotene prolifericiot gatlo hatiasat normal
eml6 epithel sejtekben?

A negyedik hipotézis szerint a monoaminerg Utvonalak és az RXR-agonista bexarotene hatasai
funkcionalisan &sszekapcsolédhatnak normal emld epithel sejtekben. Korabbi carvedilol és
bexarotene kombinacids eredmények és az altalunk azonositott monoaminerg stimulacio alapt
antiproliferativ mechanizmus felvetette, hogy a carvedilol-on kiviil mas hatéanyagok is
potencialhatjak a rexinoid bexarotene hatasat. Ezek alapjan célom volt annak vizsgalata, hogy a
szerotonin jelatvitel modulacioja képes-e szinergikusan erdsiteni a bexarotene novekedést gatlo
hatasat.

5. Milyen kozdés molekuliaris mechanizmusok és kombinacidspecifikus célgének
allhatnak a monoamin és rexinoid alapu szinergiiak hatterében?

Az 6todik hipotézis szerint a monoamin jelatviteli modulatorok és rexinoidok kozotti szinergia
kombinacidspecifikusan  szabalyozott molekularis célpontokhoz kapcsoléodhat. Ennek
vizsgalatara célom volt olyan génexpresszids és kromatin szintii valtozasok azonositasa, amelyek
tobb szinergikus kombinacid hatasaval is Osszefiigghetnek. Kiemelt kérdés volt, hogy a
bexarotene alapii kombinaciok képesek-e epigenetikai szabalyozason keresztiil — példaul az
ARID1A4 és SWI/SNF complex miikodésének befolyasolasa révén - olyan célgének expressziojat
modositani, amelyek a tumorképzddést vagy tumor progressziot elGsegitd folyamatok
(proliferacio, a sejtmotilitas és a mikrokornyezeti atprogramozodas) szabalyozasdban vehetnek
részt.
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6. Milyen biolégiai folyamatok szabalyozasaban tolt be kulcsszerepet a ZG16B gén
rexinoid-monoaminerg szinergikus kombinaciok altali szuppresszioja?

A hatodik hipotézis szerint a Zymogene Granule Protein 16B a rexinoid alapti kombinacios
kezelések egyik ARID1A és SWI/SNF complex altal szabalyozott célgénje. Korabbi szakirodalmi
adatok alapjan a ZG16B egy olyan szekretalt regulator, amely funkcionalisan is hozzajarulhat a
tumorképzddést és progressziot tdmogatd szoveti atrendezOdéshez!>7-13%161:165.167  Ennek
megfeleléen célom volt megvizsgalni, hogy a ZGI16B expresszidjanak vagy extracellularis
jelenlétének megvaltozasa befolyasolja-e a normal emld epithel sejtek és emlétumor sejtek
epithelialis plaszticitashoz kapcsolddo génprogramokat. Ez a célkitlizés a ZG16B-t a kombinacios
kezelések lehetséges funkcionalis mediatoraként és 1Uj preventiv célpontként helyezte
vizsgalataink k6zéppontjaba.

Anyagok és Modszerek

Sejtvonalak és sejttenyésztés

A normal emld epithelium modellezésére a hTert-immortalizalt human emld epithel sejtvonal
szolgalt, amely megérzi a nem transzformalt sejtek alapveté morfologiai és funkcionalis
tulajdonsagait, és alkalmas a proliferaciot érinté korai, kemoprevencié szempontjabol relevans
valtozasok vizsgalatara.

A tumorsejtes kisérletekhez eltéré hormonreceptor-statusszal rendelkezé human emlétumor
sejtvonalakat (MCF7, T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-468, HCC1143) alkalmaztunk, lehetové
téve a megfigyelt hatdsok molekuldris altipusfiiggd értékelését. A sejtvonalak fenntartasa
standard sejttenyésztési koriilmények kozott tortént, kontrollalt hdmérséklet-, CO-- és tapanyag-
ellatas mellett. A sejtvonalak hitelesitése Ujgeneracids szekvenalds segitségével tortént, a
mikoplazma-mentességet Promokine PCR-alapi teszttel rendszeresen ellendriztiik. A
kisérleteinkben a sejtek kizarolag 15. passzazs elotti allapotban keriiltek felhasznalasra.

ZG16B klénozasa expresszids vektorba

A szekretalt ZG16B faktor eldallitisahoz egy egyedi expresszids rendszert alakitottunk ki,
amelynek alapjat egy pEGFP-Empty emlGs expresszios vektor képezte. A ZG16B cDNS-ét
HME-hTert sejtek RNS mintaib6l RT-PCR-rel allitottuk eld, majd PCR-rel amplifikaltuk. Az
amplifikalt cDNS két végére restrikcidés enzim hasitasi helyeket illesztettiink EcoRI és Sall
enzimekhez, majd az emésztést kovetden a ZG16B szekvenciat pEGFP-C3 vektorba ligaltuk T4
DNS ligazzal. A host rendszerként HEK293 sejteket alkalmaztunk, mivel ezek a sejtek normal
koriilmények kozott nem expresszaljak a ZG16B-t. A vektor kialakitasakor EGFP koexpressziot

szignalpeptid a transzlacié soran lehasadt az EGFP-vel egyiitt.

Farmakolégiai és biologiai kezelések, hatdbanyagkonyvtar

A farmakologiai vizsgalatokhoz egy hatdanyag-konyvtarat hoztunk 1étre, amely a monoamin G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok modulatorait foglalta magaban. Ezen kiviil az alsobb jelatviteli
elemek (Adenylate-cyclase, Protein Kinase-A) gatlasara szelektiv inhibitorokat, rexinoidként
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bexarotene-t, tobbféle szelektiv szerotonin-visszavétel gatlot (SSRI) (citalopram, sertraline,
paroxetine) és a nem szelektiv f-adrenerg gatlo carvedilol-t hasznaltuk farmakologiai kezeléseink
soran. A hatéanyagokat a Tocris — Bio-Techne W&D Sytems Kft.-t6], illetve a MedChemExpress
— Bio-Kasztel Ltd.-t] szereztiik be. A hatéanyagokat a forgalmazdk ajanlasainak megfeleléen
taroltuk, és a kovetkezd lehetséges oldoszerekben oldottuk be, gyartoi ajanlasok alapjan: DMSO-
EtOH (1:1), PBS, IM NaOH, 1M HCI.

A kezeléseket 0,1-10 pM koncentracio-tartomanyban alkalmaztuk, és minden esetben a
megfelelé hordozoanyag-kontrollhoz (DMSO-Et-OH, PBS) viszonyitva értékeltiik a sejtes
valaszokat. A rexinoid alapti kombinaciokat dozis-hatas vizsgalatokban alkalmaztuk a szinergia
mérésére.

A biolégiai kezelések soran rekombinans, szekretalt ZG16B-t tartalmazo, méretkizarasos
sziiréssel (10-30 kDa mérettartomanyban) koncentralt, kondicionalt feliiluszot alkalmaztunk.
Ezek a feliilluszok elézetesen pEGFP-ZG16B-vel transzfektalt HEK293 sejtekrdl keriiltek
begyljtésre. Negativ kontrollként pEGFP-Empty vektorral transzfektalt HEK293 sejtek
feliiluszojat hasznaltuk fel, mely ugyanazon a feldolgozasi eljarason esett at.

Proliferacids assay

Az antiproliferativ hatdsok kvantitativ értékelésére 2D sejttenyészetben végzett proliferacios
assay-t alkalmaztunk. A normal emld epithel sejtek osztodasi rataja alkalmas és relevans readout
a daganatképz6dés korai 1épéseinek modellezésére, mivel a homeosztatikusan szabalyozott
proliferacio felborulasa az emlérak iniciacidjanak egyik legaltalanosabb jellemzdje.

A sejteket meghatarozott, sejtvonalanként optimalizalt alacsony sejtszamban osztottuk ki 96-well
optikai plate-ekre, majd a farmakologiai vagy biologiai kezeléseket hozzaadtuk a sejtekhez 3-5
napos inkubacids idé mellett.

A proliferacios assay alkalmazasa lehet6vé tette a kiilonbdzé G-fehérje-kapesoltsagu receptorokat
célzd6 modulatorok funkcionalis 6sszehasonlitasat, valamint annak meghatarozasat, hogy mely
jelatviteli utvonalak aktivalasa vagy gatlasa vezet antiproliferativ valasz kialakulasahoz normal
emld epithel sejtekben. A 2D proliferacios rendszer igy alapvetd sziirdplatformként szolgalt.

Koléniaformald assay

A sejtek hosszti tdvii novekedési potencialjanak és transzformaltsaganak vizsgalatara
koléniaformalé assay-t alkalmaztunk. A kisérletek soran emlétumor sejtvonalakat alacsony
olvadaspontii agar6z-matrixban tenyésztettiikk, mely a sejteket egy kitapadasra alkalmatlan
kozegben valo talélésre és osztddasra kényszeritette, mely a malignus transzformacié egyik
kulcs-1épése. A sejteket a matrixba torténd beagyazas eldtt farmakologiai kezeléseknek vetettitk
ala, majd a tenyésztés teljes idGtartama alatt a kezeléseket a feliiluszon keresztiil biztositottuk. A
koloniak kialakulasat tobbhetes tenyésztési periddus utan értékeltiik mikroszkopos felvételek
alapjan. A kolénidk szamat és méretét Z-stack képekbdl készitett projektalt felvételeken,
automatizalt képanalizis segitségével hataroztuk meg. Ez a megkozelités lehetdvé tette a
kiilonbozo kezelési feltételek hatasanak objektiv, kvantitativ 6sszehasonlitasat a transzformaltsag
szempontjabol. MCF7 sejtek esetén a koloniaformald assay-t kdvetden az agardzban kultivalt
koloniakbol RNS-t izolaltunk tovabbi analizis céljara.

Sejt-migracid, adhézio és morfologia vizsgalata
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A sejtmigracié vizsgalatara wound-healing assay-t alkalmaztunk normal emld epithel és
emldtumor sejtvonalakon. A sejteket elokezelést kovetden Ibidi inzertekbe osztottuk ki, majd az
inzert eltavolitdsa utan mikroszkopos felvételek segitségével kovettiik a sejtmentes teriilet
zarodasat. A migracio mértékét a sejtek altal bendtt teriilet nagysaganak kvantitativ elemzésével
hataroztuk meg, azonos iddintervallumok alkalmazasa mellett.

A sejtek adhézids tulajdonsagait tripszin-alapu adhézids assay segitségével értékeltiik. Ennek
soran a tenyésztofelillethez tapadd sejtek levalasat kovettiik idofiiggé modon, és a még kitapadt
sejtek szamat hasonlitottuk 6ssze kiilonboz6 kezelési feltételek mellett.

A sejtmorfologia vizsgalata mikroszkopos képanalizisen alapult (CellProfiler), amely soran a
sejtek alakjat és geometriai paramétereit kvantitativ modon elemeztiik. A morfoldgiai
valtozasokat a sejtek hosszanti és rovidebb atlojanak aranyaval, valamint a cirkularitas mérésével
jellemeztiik egyedi sejtszinten.

Immunfestés, immunhisztokémia és fluoreszcens mikroszkdpia

Az intracellularis és extracellularis fehérjék expressziojanak és lokalizacidjanak vizsgalatara
immunfestési €s immunhisztokémiai moédszereket alkalmaztunk. A sejteket fixalast és
permeabilizalast kovetden specifikus elsddleges antitestekkel inkubaltuk, majd fluoreszcensen
jelolt masodlagos antitestek alkalmazasaval tettiik lathatova a vizsgéalt fehérjéket. A
sejtmorfologiai és fehérje-expresszios valtozasokat fluoreszcens mikroszkopos felvételek alapjan
értékeltiik. A fluoreszcencia intenzitasok kiértékelése képanalizis-alapti modszerekkel (Imagel,
CellProfiler) tortént.

Az in vivo kisérletekbdl szarmazo tumorszovetek esetében indirekt immunhisztokémiai jeldlést
alkalmaztunk paraffinba dgyazott metszeteken. A festések soran a célfehérjék szoveti eloszlasat
és relativ expresszios szintjét értékeltiik a hematoxylin sejtmagi hattérfestés adta teriilet
nagysagahoz képest.

Western blot analizis

A sejtes jelatviteli valtozasok vizsgalatara western-blot analizist alkalmaztunk. Az analizisre
szant sejt-lizatumok koncentracioit egységes végsé koncentraciora higitottuk, denaturaltuk, majd
a fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk szét és PVDF membranra transzferaltuk. A
célfehérjék kimutatasat specifikus elsddleges antitestek és fluoreszcensen jelolt masodlagos
antitestekkel vald jeloléssel végeztiik. Az Erk 1/2, Src és Akt fehérjék aktivacios allapotat
foszforilacio-specifikus ellenanyagokkal elemeztiik. A foszforilacios mintazat id6- és dozisfiiggd
valtozasait tobb idépontban (0; 10; 60 perc) végzett mérésekkel kovettik. A western blot
felvételeket denzitometria (ImageJ) segitségével értékeltiik kvantitativan. Az egyes foszforilalt
fehérjék szintjét az azonos total fehérje-szintekre normalizaltuk.

Maisodlagos hirvivék (IP3, cAMP) kvantitalasa

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok aktivaciojahoz tarsuld jelatviteli valaszok vizsgélatara a
sejtekben keletkezd masodlagos hirvivok, az IP3 és a cAMP mennyiségét hataroztuk meg. A
méréseket normal emld epithel sejtekben végeztiik. Az IP3 szint valtozasat a Ggq-kapcsolt
jelatviteli ttvonal aktivitdsanak jellemzésére hasznaltuk, mig a cAMP mennyiségének
meghatarozasa a Gs- és Gi-kapcsolt receptorok aktivitdsanak vizsgalatat tette lehetévé. Az cAMP
szint mérése erre dedikalt kompetitiv ELISA kit segitségével volt lehetséges, mig az IP3 szintet
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annak szarmazéka az IP1 szintjének monitorozasara szolgalo HTRF-technologia alapu kit
segitségével végeztiik el. Az IP1 szint szorosan korrelal az IP3 szinttel.

Transzkriptomika, RNS szekvenalas és RT-qPCR

A farmakologiai és biologiai kezelések altal kivaltott génexpresszios valtozasok széles korli
feltarasahoz transzkriptomikai analizist végeztiink. Kisérleteink soran RNS izolalast TRIzol (UD-
Genomed Kft.) és Macherey-Nagel RNS izolalo készlet segitségével végeztiink a gyartd
ajanlasok alapjan. A vizsgalatok soran normal eml6 epithel sejtekbdl izolalt total RNS szolgalt a
nagy ateresztOképességli RNS-szekvenalasi (RNA-seq) analizisek alapjaul. Az RNS-izolalast
kovetéen az UD-Genomed Kft. segitségével elvégeztiik a mintdk mindségellendrzését, a
konyvtarkészitést €s a szekvenalast. Az RNS-szekvenalasi adatok bioinformatikai feldolgozasa
soran a differencidlisan expresszalt gének azonositasara fokuszaltunk. A génexpresszids adatok
funkcionalis értelmezése gén ontoldgiai- (ShinyGO) és géncsoport-alapu elemzésekkel (GSEA)
tortént, lehet6vé téve a transzkripcids valaszok biologiai kontextusba helyezését. Az RNS-
szekvenalas soran kapott eredményeinket valosidejii kvantitativ PCR vizsgalatokkal (RT-qPCR)
validaltuk.

Kromatin-immunprecipitacid, szekvenalas és gPCR

A transzkripcios szabalyozas epigenetikai hatterének vizsgalatara kromatin-immunprecipitacios
(ChIP) mddszert alkalmaztunk. A vizsgalatok soran a sejteket formaldehiddel fixaltuk, majd a
kromatin  mechanikai ~ fragmentalasat  kovetdéen azt  specifikus  ellenanyagokkal
immunprecipitaltuk annak érdekében, hogy a célfehérjékhez vagy hisztonmodositasokhoz k6tddo
DNS-szakaszokat izolaljuk. A ChIP-kisérletekb6l szarmazé DNS-mintdkat egyrészt nagy
ateresztOképességli  szekvenalast alkalmaztunk a kotédési mintdzatok genom-szintli
feltérképezésére, masrészt célzott ChIP-qPCR vizsgalatokat végeztiink elére meghatarozott
genomi régiokat célozva. A qPCR-alapu kiértékelés soran a duasulast input kontrollhoz
viszonyitva hataroztuk meg.

Valésidejii kvantitativ PCR

A kivalasztott gének expresszios szintjének kvantitativ meghatarozasara valosidejli kvantitativ
PCR (RT-qPCR) moddszert alkalmaztunk. A vizsgalatokhoz teljes RNS-bdl reverz
transzkripcioval eldallitott cDNS szolgalt templatként. A PCR reakciokat fluoreszcens
detektalason alapulé rendszerben (TagMan probakkal) végeztiik, amely lehetové tette az
amplifikacié valds idejii nyomon kovetését. Az RT-qPCR vizsgalatok sordn a génexpresszios
szinteket megfeleld referencia génekhez (B-actin) normalizaltuk. Az RT-qPCR mérések
megerdsitették az RNS-szekvenalas soran azonositott, kiemelt jelent6ségli transzkripcionalis
valtozasokat.

Allatkisérletes vizsgalatok

A farmakologiai beavatkozasok in vivo hatdsainak vizsgalatara két, eltérd bioldgiai hatterti
emlédaganat-modellt alkalmaztunk. A kemoprevencios hatasok értékelésére MMTV-ErbB2
transzgénikus egereket hasznaltunk, amelyek HER2 talexpresszidjuk révén széles korben
alkalmazott preklinikai modellként szolgdlnak az emlédaganat kialakulasanak és korai
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progresszidjanak vizsgalatara. Az MMTV-ErbB2 egérmodellel kapcsolatos primer kisérletek,
nem képezték jelen doktori kutatas keretébe tartozd munkat, azonban a kisérletb6l szarmazé
szovetmintak immunhisztokémiai feldolgozasa igen.

A tumorprogresszioval 0Osszefliggd hatasok elemzésére human emlétumor sejtvonallal
xenograftalt SCID egereket vontunk be a kisérletekbe bexarotene + carvedilol hatasanak
vizsgalatara. Az ex vivo mintak feldolgozasa soran a ZGl6B és a fibronectin-1 (FN1)
expressziojat immunhisztokémiai moddszerekkel vizsgaltuk. A xenograftalt SCID egerekkel
végzett allatkisérletek soran alkalmazott minden eljards az érvényben 1évé etikai és allatjoléti
iranyelveknek megfelelen tortént (16/2020/DEMAB).

Genomikai adatbazisbél szarmazé adatok feldolgozasa

A ZG16B expresszidjanak daganattipusok kozotti Gsszehasonlitdsahoz nyilvanosan elérhetd
genomikai adatbazisokat hasznaltunk fel. Az elemzések alapjaul a The Cancer Genome Atlas
(TCGA Pan-Cancer) adatbazis szolgalt, amely 6sszesen 12 839 mintat foglal magéaban kiilonb6z6
human daganattipusokbdl. Az emlddaganatok részletes vizsgalatdhoz a TCGA Breast Cancer
(BRCA) adatszettet alkalmaztuk, amely lehetévé tette a ZG16B expresszidjanak
Osszehasonlitasat normal emlGszovetek és emlétumor mintak kdzott. Az adatok feldolgozasat az
UCSC Xena bongészo feliiletén végeztiik.

Statisztikai elemzés és dbrakészités

A kisérletes adatok statisztikai kiértékelése és abrazolasa GraphPad Prism szoftverrel tortént. Az
adatok minden esetben legalabb harom, egymastol fliggetlen kisérlet eredményeit reprezentaljak.
Az eredményeket atlag + SEM formaban abrazoltuk, a kisérleti elrendezésnek megfeleléen. Két
csoport Osszehasonlitasa esetén Student-féle T-tesztet alkalmaztunk, mig tobb csoport egyidejii
Osszehasonlitasakor egy- vagy kétutas varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, a megfelel6 post-
hoc tesztekkel kiegészitve. A statisztikai szignifikancia kiiszobértékét minden esetben legalabb p
<0.05-ben hataroztuk meg.

Eredmények

A SERT gatlasa és az 5-HT stimulaci6 antiproliferativ hatést fejt ki HME-hTert sejtekben

s

klinikumban is alkalmazott SSRI-k Osszehasonlitasa soran a sertraline és a citalopram nem
befolyasolta szignifikansan a sejtszamot, mig a paroxetine dozisfiiggd modon, antiproliferativ
hatast valtott ki. A paroxetine hatasanak hatterében a SERT-hez mutatott magas affinitas allt, amit
a SERT siRNS-medialt csendesitése altal kivaltott hasonlé mértékili sejtszamcsokkenés is
megerdsitett. 3D szferoidokon vizsgalata soran is megerdsitettiik, a S5-HT és paroxetine
novekedést gatld hatasat. Megallapitottuk, hogy a kiils6leg alkalmazott 5-HT &nmagaban is
jelezve a 5-HT intra- és extracellularis hatasainak elkiilonithet6ségét. Ezek az eredmények
egyiittesen arra utaltak, hogy a SERT gatlasa ¢és a sejtfelszini 5-HT jelatvitel aktivalasa

s
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Normal eml§ epithel sejtek kifejezik az 5-HT termeléséhez és jelatviteléhez sziikséges fehérjéket

A 5-HT altal kivaltott antiproliferativ hatasok értelmezésé¢hez elsdként igazoltuk, hogy a normal
emlé epithel sejtek rendelkeznek a 5-HT el6allitasahoz, transzportjdhoz és érzékeléséhez
sziikséges molekularis komponensekkel. Immunfluoreszcens vizsgalatok alapjan a HME-hTert
csokkent, jelezve a SERT funkcionalis aktivitasat a sejtvonalban. A SERT kifejezddése mellett
igazoltuk az 5-HT el6allitdsdban kulcs-szerepet betolté TPH1 enzim kifejezédését is.
Transzkriptomikai adataink azt mutattak, hogy a sejtek egyszerre tobb 5-HT receptor izoformat
expresszalnak, azonban az 5-HT7 receptor transzkript szintje nagysagrendekkel meghaladta a
tobbi vizsgalt izoformaét. Ezek az eredmények megerdsitették, hogy a vizsgalt normal emld
epithel sejtekben a 5-HT jelatviteléhez sziikséges kulcsfontossagu molekularis komponensek
jelen vannak.

Paroxetine hatasara transzkripcionalis valtozasok mennek végbe az eml6 epithel sejtekben

A paroxetine hatdsara indukalt expressziot mutaté gének transzkriptomikai és GSEA analizise
soran olyan utvonalak elemeinek fokozott expresszidjat tapasztaltuk, amelyek elsésorban a
sejtfelszini receptor-aktivaciohoz és jelatviteli folyamatokhoz kapcsolodd géneket érintették. Az
expresszios adatok alapjan a paroxetine nem csupan a sejtekbe jutd szerotonin mennyiségét
csokkentette a transzporter gatlasan keresztiil, hanem ezzel parhuzamosan fokozta t6bb, receptor-
medialt jelatvitellel 6sszefiiggd gén kifejezodését.

Ezzel parhuzamosan, a paroxetine kezelés hatasara szamos gén kifejezddése csokkent.
Szuppressziot mutatott szamos olyan gén, melyek funkcioi a sejtciklus-szabalyozasi pontokhoz
kapcsolhatoéak. Ezen kiviil a DNS hibajavitashoz és metabolizmushoz kapcsolodd utvonalakba
sorolhaté gének is szuppressziot mutattak. Mindezen eredmények megalapoztak a S5-HT
sejtfelszinen keresztiil megvaldosulod €s intracellularis akkumulaciobol fakado hatasainak tovabbi
vizsgalatat.

Az eml§ epithel sejtekbe bejutd 5-HT hatdsira fokozodik a szabadgyok termelés és DNS-
karosodas indukélodik

A szerotonin intracellularis hatsainak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy az eml6 epithel sejtekbe
bejutd 5-HT fokozza a szabadgyokok (ROS) termelodését. A megndvekedett ROS-szinttel
parhuzamosan DNS-karosodasra utalé jelek is megjelentek, ami arra utalt, hogy az intracelluléris
5-HT oxidativ stresszt indukal ezekben a sejtekben. A SERT paroxetine-nel torténd gatlasa
csokkentette a sejtekbe jutd S-HT mennyiségét, és ezzel egyiitt mérsékelte a ROS-termelést,
valamint a DNS-kérosodas mértékét is.

A normal eml§ epithel sejteken kifejez6dé 5-HT receptorok funkcionalisan aktivak és képesek
az Erk 1/2 aktivitasat befolyasolni

A szerotonin sejtfelszini hatasmechanizmusanak vizsgalata soran igazoltuk, hogy a normal emld
epithel sejtek altal kifejezett 5-HT receptorok funkcionalisan aktivak. A szerotonin kezelést
kovetden az Erk 1/2 foszforilacioja csokkenést mutatott. Az Erk 1/2 defoszforilacioja tovabb
erdsodott paroxetine jelenlétében, ami Gsszhangban volt azzal a megfigyeléssel, hogy a SERT
gatlasa a sejtfelszini 5S-HT hatasokat amplifikalja. Ezek az adatok arra utaltak, hogy az Erk 1/2
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aktivitas valtozasa elsdsorban a sejtfelszini 5-HT receptorokon keresztiil megvalosulo jelatvitel
koévetkezménye, €s nem a szerotonin direkt intracellularis hatasabol ered. Az eredmények alapjan
indokolttd valt annak részletes feltarasa, hogy az egyes 5-HT receptor izoformak milyen

Szelektiv 5-HT receptor modulatorok sziirdvizsgalata potencialisan antiproliferativ hatasa
hatbéanyagokat azonositott HME-hTert sejtekben

A sejtfelszini szerotonin receptorok funkcionalis szerepének tovabbi tisztazasara szelektiv 5-HT
receptor modulatorok doézis-hatas alapu sziirévizsgalatat végeztik HME-hTert sejtekben. A
vizsgalatok soran a kiilonb6zd 5-HT receptor izoformakhoz tartozo agonistak és antagonistak
agonistai, valamint a Gi- és Gg-kapcsolt receptorok antagonistai tobb esetben kifejezett
sejtszamcesokkenést idéztek eld. A dozis—hatas vizsgalatok és az ICso értékek alapjan tobb olyan
vegyiilet is azonosithatd volt, amely alacsony koncentracidtartomanyban (< 4 uM) jelentds
antiproliferativ hatast fejtett ki. Ezek az eredmények megerdsitették, hogy a 5-HT receptorok
farmakoldgiai modulacidja alkalmas lehet a normal emld epithel sejtek proliferaciojanak
befolyasolasara, és megalapoztdk a megfigyelt hatdsok G-fehérje-kapcsoltsag szerinti
Osszehasonlitd elemzését. Végiil a Gs-kapcsolt jelatvitel alsobb elemeinek (adenilat-ciklaz,
protein-kinaz A, PKA) farmakologiai vizsgalata megerésitette, hogy a szerotonin antiproliferativ
hatdsa mogott az 5-HT7-Adenilat-ciklaz- cAMP-PKA jelatviteli tengely aktivacidja felelds
jelentds mértékben.

A receptorok G-fehérje kapcsoltsdga meghatarozza a receptor izoforma aktivacioja soran a
proliferaciora kifejtett hatasat

A szelektiv 5-HT receptor modulatorokkal végzett sziirévizsgalatok eredményeinek integralt
elemzése soran egyértelmii dsszefiiggés rajzolodott ki a receptorok G-fehérje-kapcsoltsaga és a
proliferaciora gyakorolt hatas kozott. Fliggetleniil attol, hogy az adott hatéanyag mely S-HT
receptor izoformat célozta, a Gs-kapcsolt receptorok szelektiv aktivalasa, valamint a Gi- és Gq-
kapcsolt receptorok gatlasa jellemzden antiproliferativ valaszhoz vezetett HME-hTert sejtekben.
Ezzel szemben a Gi- és Ggq-kapcsolt receptorok agonistai tobbnyire nem csokkentették a
sejtszamot. Az altalanos mechanizmus tovabbi vizsgalata céljabol a hatéanyag-konyvtarunkat
kibovitettiik egyéb GPCR receptorcsaladok (dopamin-, hisztamin-, muszkarinos-acetyl-kolin-
receptor) tagjaira specifikus agonistakkal és antagonistakkal. A kiilénboz6 receptorcsaladokbol
szarmaz6 hatbéanyag-sziirési adatok egységes mintdzata megerdsitette, hogy a sejtvalaszt
elsésorban nem a receptor izoforma, hanem az altala aktivalt G-fehérje-medialt jelatviteli Gitvonal
hatdrozza meg. Ezek az eredmények azt jelezték, hogy az adenilat-ciklaz—cAMP-tengely
aktivalodasa kulcsszerepet jatszik az antiproliferativ hatas kialakulasaban.

A szerotonin receptorok sejtfelszini stimulacidja szinergikusan potencidlja a bexarotene
antiproliferativ hatasat normal emld epithel sejtekben

Normal eml6 epithel sejtekben a bexarotene €s szerotoninerg hatéanyagok kombinalt alkalmazasa
erdteljesebb proliferacio gatld hatast eredményezett, mint az egyedi kezelések. Dozis—hatas alapti
kombinacios vizsgalatok kimutattdk, hogy a bexarotene és paroxetine kozott meghatarozott
koncentracitartomanyban szinergista kdlcsdnhatas érvényesiil. Hasonloan, a bexarotene és 5-HT
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kombinacidja mar alacsony koncentraciok mellett is erés szinergiat mutatott, amely paroxetine
jelenlétében tovabb fokozodott. Ezek az eredmények igazoltak, hogy a 5-HT receptorok
sejtfelszini stimulacidja szinergikusan erdsiti a bexarotene antiproliferativ hatasat normal emld
epithel sejtekben.

A 3D HME-hTert szferoidokon végzett kisérletek alapjan a bexarotene és paroxetine
kombinacidja szignifikansan csokkentette a proliferacios markerre (Ki-67) nézve pozitiv sejtek
aranyat, valamint a szferoidok méretét.

A bexarotene alapu szinergikus kombindacidk célgénje, a ZG16B expresszidja az ARID1IA-n
keresztiil farmakoldgiailag modulalhat6

A Dbexarotene-alapi szinergikus kombinaciok molekularis hatterének feltardsa soran
azonositottuk, hogy a ZG16B expresszidja kovetkezetesen csokken ezen kezelések hatasara
normal eml epithel sejtekben. A ZG16B szuppresszidjanak mechanisztikus vizsgalata kimutatta,
hogy a hatas ARID1A-fiiggd modon valdosul meg, mivel ARIDIA hidnyaban a kombinaciok
ZG16B-t csokkentd hatdsa megsziint. Kromatin-immunprecipitaciés vizsgalatok alapjan a
bexarotene ¢és carvedilol kombinacidja eldsegitette az ARIDIA dusulasat a ZG16B-hez
kapcsolodo enhancer région, mikozben csokkent a H3K27ac dusulasa ezen a genomi teriileten.
Ez a kromatinallapot-valtozas a régié kondenzalddasara és a ZG16B transzkripcidjanak gatlasara
utalt. Ezek az eredmények igazoltak, hogy a ZG16B expresszioja farmakologiai uton, egy jol
koriilhatarolhatd, ARID1A-medialt epigenetikai mechanizmuson keresztiil modulalhaté rexinoid
alapu szinergikus kombinaciok altal.

A ZG16B fokozza a proliferaciot normal emldsejtekben és hormon-receptor pozitiv emlétumor
sejtekben

A bexarotene-alaptl szinergikus kombinaciok altal szuppresszalt ZG16B biologiai szerepének
tisztazasara funkcionalis vizsgalatokat végeztiink normal epithel és emlétumor sejtvonalakon.
ZG16B-t expresszalo HEK293 sejtek altal kondicionalt feliiluszoval kezelt normal emld epithel
sejtek fokozott proliferaciot mutattak. Hasonlé proliferaciot fokozd hatas jelentkezett
hormonreceptor-pozitiv emlétumor sejtvonalak esetén is, mig hormonreceptor-negativ sejtekben
nem valtozott a proliferacio. A jelatviteli vizsgalatok alapjan a ZG16B kezelés hatasara az Akt
foszforilacidja minden vizsgalt sejtvonalban fokozoddott, mig az Erk 1/2 és Src foszforilacio
valtozasa fliggott a sejtvonal transzformaltsagatol és hormonreceptor-statuszatol.

A ZG16B fokozza a normal és epithel sejtek és az emlétumor sejtek motilitasat

A ZG16B proliferaciora gyakorolt hatdsanak feltarasat koveten a fehérje sejtmigraciora és
motilitasra kifejtett hatasat is vizsgaltuk normal emld epithel és emlétumor sejtekben. ZG16B
kezelés hatasara mind a normal emld epithel sejtek, mind az emlétumor sejtvonalak fokozott
motilitast mutattak. A megfigyelt valasz a sejtek migracios képességének novekedésében és az
adhézié csokkenésében nyilvanult meg. Ezek az eredmények Osszhangban voltak azokkal a
korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint a ZG16B mas daganattipusokban is migraciot és
invaziot elésegité faktorként mikodik (Park et al. 2011; Youn et al. 2022).
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A ZG16B migracidt stimulald hatasat a PI3K-Akt jelatviteli utvonal aktivalodasa kozvetiti

A ZG16B altal kivaltott fokozott sejtmotilitas molekularis hatterének feltarasa soran a f6 mitogén
jelatviteli utvonalak aktivacidjat vizsgaltuk normal emld epithel és emlétumor sejtekben. A
jelatviteli analizisek alapjan a ZG16B kezelés hatasara az Akt foszforilacidja minden vizsgalt
sejtvonalban kdvetkezetesen fokozdodott. Ez a megfigyelés arra utalt, hogy a ZG16B altal kivaltott
jelatviteli valasz kozponti eleme az Akt utvonal aktivacidja. A PI3K farmakologiai géatlasa
LY294002 alkalmazasaval hatékonyan csokkentette a ZG16B altal indukalt migracios valaszt és
parhuzamosan az Akt aktivalodasat. Ezek az eredmények egyértelmiien alatamasztottdk, hogy a
Z(G16B migraciot serkentd hatasat elsédlegesen a PI3K—Akt jelatviteli itvonal kozvetiti.

Az ECM atstruktaralasahoz és sejtmotilitashoz kapcsolodd utvonalak inverz moédon
szabalyozddnak ZG16B és a bexarotene + carvedilol kombinacidja altal

A ZGIl6B altal kivaltott fenotipusos valaszok molekularis hatterének feltarasara
transzkriptomikai elemzést végeztiink normal emld epithel sejtekben. A ZG16B kezelés hatasara
elsésorban az extracellularis matrix szervezddésében részt vevd gének expresszidja fokozodott.
A stimulalt expressziot mutatd gének elsésorban az ECM-receptor interakcio, a fokalis adhézio
és az aktin-citoszkeleton szabalyozas itvonalaiban mutattak dusulast, amelyek jol illeszkedtek a
megfigyelt motilitasbeli valtozasokhoz. Ezzel szemben a bexarotene és carvedilol kombinalt
alkalmazasa az ezen utvonalakhoz tartoz6 gének jelents részének szuppresszidjat eredményezte.
A két kezelés altal kialakitott transzkripcios profilok dsszehasonlitasa azt mutatta, hogy az ECM
ujraszervez6déséhez és sejtmotilitashoz kapcsolédod folyamatokat inverz médon szabalyozza
ZG16B stimulaci6 és a bexarotene + carvedilol kombinacidja. Ezek az eredmények arra utaltak,
hogy a szinergikus rexinoid-alapii kombinacidk migraciot gatlo hatasaban a ZG16B
szuppresszidja fontos szerepet tolt be.

A ZG16B normal emld epithel sejtekben és emlétumor sejtekben EMT-t indukal

A ZG16B éltal kivaltott migracios és extracellularis matrixhoz kapcsolodd valtozasok alapjan
megvizsgaltuk, hogy a fehérje képes-e epithelialis—mesenchymalis atmenetet (ETM) indukalni
normal és emlétumor sejtekben. ZG16B kezelés hatasara mind normal emld epithel sejtekben,
mind emlétumor sejtvonalakban olyan génexpresszids és fenotipusos valtozasok jelentkeztek,
amelyek EMT-re jellemzdek. Vizsgalataink soran az epithelialis marker (CDH1) csokkenését és
a mesencyhmalis markerek (FN1, CDH2) fokozott kifejezédését detektaltuk. Az EMT markerek
mérése mellett normal sejtekben a sejtes morfoldgia analizise soran is a mesencymalis fenotipusra
jellemzd valtozasokat detektaltunk.

ZG16B és bexarotene + carvedilol kombindcidja ellentétes mddon szabalyozzak az
emlétumorsejtek koldniaképzé képességét

ZG16B jelenlétében az emlétumorsejtek hormon receptor expressziotol fiiggetleniil, fokozott
koléniaformalé kapacitast mutattak, ami a sejtek fokozott transzformaltsagara utal. Ezzel
szemben a bexarotene és carvedilol kombinalt kezelése szignifikansan csokkentette az
emlétumorsejtek koloniaképz6 képességét. Ezek az eredmények alatamasztottak, hogy a ZG16B
és a szinergikus rexinoid-alapi kombinaciok ellentétes iranyban szabalyozzdk az
emlétumorsejtek hossza tavu proliferacios és talélési képességeit.
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A bexarotene + carvedilol kombinacidja csékkenti a ZG16B és FN1 expresszidjat normal
emlészdvetben és xenograft emlétumor szévetben

A korabbi in vitro megfigyelések in vivo validalasara két eltéré allatmodell tumormentes vagy
tumoros emlészoveteit vizsgaltuk immunhisztokémia segitségével. MMTV-ErbB2 transzgenikus
egerek normal emlészovetében a bexarotene és carvedilol kombinalt alkalmazasa csokkentette a
ZG16B ¢és a FN1 expressziojat. Hasonlé expressziobeli csokkenés volt kimutathaté MDA-MB-
231 sejtvonallal 1étrehozott SCID egér xenograft modellekbdl szarmazé emlétumor szévetekben
is. Az immunhisztokémiai vizsgélatok alapjan a kombinalt kezelés hatdsa hormonreceptor-
negativ emlétumorokban is érvényesiilt. Ezek az eredmények megerdsitették, hogy a bexarotene
+ carvedilol kombinacidja in vivo kornyezetben is hatékonyan csokkenti a ZG16B és FNI1
expressziojat, és alatdmasztottdk a ZG16B szabalyozasanak szerepét mind az emlédaganatok
kialakulasanak, mind progresszidjanak gatlasaban.

Diszkusszio

Jelen doktori kutatds eredményei ramutatnak arra, hogy a monoamin GPCR-jelatvitel eddig
alulértékelt, ugyanakkor bioldgiailag és transzlacidos szempontbol is relevans kemoprevencios
célpontot jelenthet az emlérak megel6zésére.

Egyre novekvd mennyiségti klinikai és preklinikai adat arra utal, hogy a B-adrenerg receptor
blokkolok befolyasolhatjak a daganatprogressziot €s a relapszus kockazatat (Albitre et al. 2023;
Fjestad et al. 2025; Madden, Szpunar, and Brown 2011). Az adrenerg modulatorok kiemelt
transzlacios  értékkel birnak, mivel jol karakterizalt, széles korben alkalmazott
gyogyszercsoportrol van szo, amelyet a betegek jelentds része nem onkoldgiai indikaciok miatt
mar eleve hosszu tdvon hasznél. Hasonl6an széles kdrben és tartdsan alkalmazott készitmények
az antidepresszansok és az antihisztaminok is. Az onkoldgiai betegek korében a daganatos
betegséghez tarsulo pszichés terhelés miatt az antidepresszansok alkalmazasa gyakoribb, mint az
altalanos populacioban. Ennek kovetkeztében az emldédaganatos betegek és a 5-HT jelatvitelt
modulald szerek hasznaloi kozotti populacios atfedés klinikailag relevans nagysagrendii lehet.
Ennek ellenére az ezekhez a receptorcsaladokhoz kapcsolodd jelatviteli utvonalak
emlétumorokban betsltott szerepe eddig nagyrészt feltaratlan maradt.

A klinikumban széles korben alkalmazott szelektiv szerotonin visszavétel gatlok a SERT gatlasan
keresztiil a szerotonin jel elnyulasat és feler6sodését eredményezik. Bar az SSRI hasznalattal
kapcsolatos retrospektiv vizsgalatok eredményei nem egységesek, egyes tanulmanyok csokkent
emlérdk kockazatrol szamoltak be (Diaz-Santana et al. 2025; Wernli et al. 2009). Az
ellentmondasos adatok hatterében feltehet6en az all, hogy ezek az elemzések gyakran nem veszik
figyelembe az eml6tumorok molekularis €s receptorstatuszon alapuld heterogenitasat.

Az emlészovet homeosztatikus 5-HT jelatvitelének kialakuldsaban alapvetd tényezd, hogy a
normal emld epithel sejtek képesek a szerotonin endogén szintézisére. Sajat eredményeink
igazoltak, hogy a 5-HT bioszintézisének kulcsenzime, a triptofan-hidroxilaz 1 (TPH1) kifejez6dik
normal eml$ epithel sejtekben. Az eddigi irodalmi adatok a 5-HT fiziologids szerepét az
emlészdvetben elsdsorban a szekretoros aktivacid és az involucid szabalyozasaban irjak le.
Vizsgalataink soran a 5-HT sejten beliili akkumulacidja immunjeldléssel kimutathato6 volt.
Irodalmi adatok alapjan emlétumor sejtekben a triptofan-hidroxildz enzim (TPH1) expresszidja
gyakran magasabb a normal sejtekhez képest, ami feltehetden fokozott 5-HT termeléssel tarsul
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(Gautam et al. 2016; Pai et al. 2009). A 5-HT jelatvitel szabalyozasat ugyanakkor nem kizarélag
a szintézis hatarozza meg, hanem a 5-HT transzporter (SERT) miikddése is, amely az
extracellularis térbél torténd szerotonin felvételéért feleldés. A transzporter aktivitidsa az
elektrokémiai natrium €s kalium gradienshez ko6tott, amelyet az ATP-dependens natrium kalium
pumpa tart fenn (Yang and Gouaux 2021). A transzporter mitkddése nem csak a sejten beliili 5-
HT koncentraciot befolyasolhatja, hanem a receptor-medialt jelatvitel idébeli és térbeli
mintazatanak kialakitasaban is fontos szerepet tdlt be.
Proliferacios kisérleteinkben a SERT gén csendesitése gatolta a normal emld epithel sejtek
proliferaciojat. Ezt farmakoldgiai iton is megerdsitettilk, mivel a paroxetine kezelés hasonld
antiproliferativ hatast valtott ki. Ezzel szemben mas vizsgalt szelektiv 5-HT visszavétel gatlok,
példaul a citalopram és a sertralin nem mutattak antiproliferativ hatast. Ez a kiilonbség nagy
val6szinliséggel az egyes hatdanyagok 5-HT transzporterhez mutatott eltéré affinitasaval
magyarazhatd, mivel a tesztelt gatloszerek koziil a paroxetine rendelkezik a legerésebb kotddési
affinitassal a SERT-hez (Hyttel 1993). Ennek megfelelen a tovabbi kisérletekben a paroxetine
alkalmazasat valasztottuk a 5S-HT intra- és extracellularis hatdsainak funkcionalis elkiilonitésére.
Eredményeink egyuttal ramutatnak arra is, hogy az SSRI hasznalat és az emlérak kockazata
kozotti osszefliggéseket vizsgalo retrospektiv tanulmanyok értelmezését nem csak a daganatok
molekularis klasszifikacidjanak hidnya, hanem az alkalmazott SSRI-k farmakologiai
kiilonbségeinek figyelmen kiviil hagyasa is torzithatja.
Az antiproliferativ hatassal 6sszhangban kimutattuk, hogy a sejtekbe bejutdé 5-HT mennyisége
paroxetine kezelés hatasara csdkken. Ez egytttal azt is igazolta, hogy a SERT normal emld epithel
sejteken nem csak kifejezddik, hanem az funkcionalisan aktiv is.
Transzkriptomikai elemzéseink azt mutattdk, hogy paroxetine kezelés hatasara fokozodik
szamos, sejtfelszini receptor medialt jelatvitelhez kapcsolodd gén expresszidja. Az utvonal-
analizis direkt G-fehérje medialt jelatviteli folyamatokkal, a kalcium homeosztazishoz
kapcsolodd utvonalakkal, valamint szinaptikus jelatvitellel Osszefliggé gének fokozott
kifejez6dését mutatta. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a transzporter gatlasakor a sejtek a
sejtfelszini receptorokon keresztiill megvalosuld jelatvitelhez sziikséges komponensek
expressziojat fokozzak. A megfigyelt transzkriptomikai valtozasok feltehetéen nem akut GPCR
aktivacio kozvetlen kovetkezményei, hanem egy adaptiv valasz részét képezik a tartos, elnyujtott
extracellularis 5-HT jelenlétre, amely kezdeti receptor aktivaciot, majd deszenzitizaciot kovetden
kompenzacios mechanizmusokat indukal. A transzkriptomikai analizis soran tobb olyan itvonalat
azonositottunk, amelyekhez kapcsolhatd gének expresszidja paroxetine kezelést kovetden
szignifikansan csokkent. Ezek elsésorban a sejtciklus szabalyozasahoz, a genomi integritas
fenntartasahoz és az endoplazmatikus retikulum stressz valaszhoz kapcsolédd folyamatokat
érintették. Ezen valtozasok értelmezésekor is fontos figyelembe venni, hogy a normal emld
epithel sejtek fiziologias koriilmények kozott is hozzaférnek 5-HT-hoz, amely intracellularis
célpontokon keresztiil is képes hatast kifejteni. A 5-HT transzporter paroxetine altali gatlasa nem
csak az extracellularis 5-HT szintet és a receptor medialt stimulaciot noveli, hanem ezzel
parhuzamosan csokkenti a sejtekbe jutdo 5-HT mennyiségét is. A sejten belilli 5-HT lebontasa
soran reaktiv oxigén gyokok keletkeznek, amely jelenséget sajat kisérleteinkben is kimutattuk.
Irodalmi adatok alapjan a monoamin-oxiddz aktivitds emlétumorokban pro-tumorigenikus
tényez06 lehet, az oxidativ stressz €s a genomi instabilitas fokozasa miatt (Ahmadimanesh et al.
2019; Jorgensen et al. 2022; Saez-Freire et al. 2018). Eredményeink alapjan a sejtekbe jutdé 5-HT
mennyiségének csokkentése egylitt jart a reaktiv oxigén gyokok szintjének mérséklodésével,
valamint a DNS-karosodast jelz6 YH2AX-pozitiv sejtek aranyanak szignifikans csokkenésével.
Ezen eredményeket is figyelembe véve, a paroxetine kezelés hatasara megfigyelt szuppresszalt
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transzkripcids programok nagy valdszinliséggel az intracellularis 5-HT hatasainak részleges
megsziinését tiikrozhetik.
Eredményeink alapjan a paroxetine kezelés hatasara a sejtekbe jutd 5-HT mennyiségének
csokkenése az intracellularis 5-HT kozvetitette hatdsok fokozatos gyengiiléséhez vezet, ami
elsésorban a kezelés korai fazisaban jarul hozza a megfigyelt transzkripcionalis valtozasokhoz.
Tartos kezelés soran azonban kérdéses, hogy a sejtfelszini 5-HT receptorokon keresztiil
megvalosuld jelatvitel, milyen idSintervallumban marad relevans a sejtfunkciok befolyasolasa
szempontjabol. Proliferacios kisérleteinkben azt talaltuk, hogy transzporter gatlasa mellett a 5-
HT antiproliferativ hatasa szignifikansan er6sodik, ami arra utal, hogy a paroxetine altal kivaltott
proliferacio csokkenés els6dlegesen a sejtfelszini receptorok fokozott ¢és elnyujtott
A sejtfelszini 5-HT jelatvitel antiproliferativ jellegének tovabbi igazolasara elemeztiik tobb, emld
epithel sejtekben esszencialis mitogén jelatviteli utvonal aktivitasat. Az ERK 1/2, az Akt és a Src-
hoz kapcsolt jelatviteli tengelyek a sejtnovekedés, talélés és adhézid szabalyozasanak kozponti
elemei. Kisérleteinkben ezek koziil kizarolag az ERK 1/2 fehérjék gyors defoszforilacigjat
figyeltiik meg 5-HT hatasara, ami a mitogén jelatvitel inaktivalddasara utal, és dsszhangban all a
tapasztalt antiproliferativ valasszal. Irodalmi adatok szerint a 5-HT ERK 1/2 aktivitasra gyakorolt
hatasa erdsen sejttipus-fiiggd, mivel egyes rendszerekben aktivaciot, mig masokban gatlast irtak
le (Lione et al. 2000; Della Rocca et al. 1999; Sheehan et al. 2003). Sajat eredményeink alapjan
normal emld epithel sejtekben az ERK 1/2 defoszforilacio nagy valdszinliséggel a sejtfelszini 5-
HT receptorokon keresztiil megvalosulo jelatvitel kovetkezménye, amit az is alatamaszt, hogy
paroxetine jelenlétében a hatés kifejezettebbé valt. Ezzel parhuzamosan ismert, hogy mas Gs-
kapcsolt receptorok, példaul a P2-adrenerg receptorok aktivacidja is képes az ERK 1/2
defoszforilacidjat kivaltani, ami felveti annak a lehetdségét, hogy a 5-HT esetében is hasonlo,
cAMP-medialt molekularis mechanizmus allhat a megfigyelt jelenség hatterében (Hamed et al.
2021).
Eredményeink alapjan a tovabbi vizsgalatok fokuszaba a sejtfelszini 5-HT receptorok
funkcionalis szerepének és az altaluk kozvetitett jelatvitelnek a részletesebb elemzése keriilt.
Transzkriptomikai adataink a szakirodalmi megfigyelésekkel Osszhangban igazoltak, hogy a
normal emld epithel sejtek egyszerre tobbféle S-HT receptor izoformat expresszalnak (Pai et al.
2009). HME-hTert sejtekben ezek koziil az 5-HT7 receptor mutatta messze a legmagasabb
transzkript szintet, ugyanakkor t6bb mas izoforma kifejez6dése is kimutathat6 volt. Az 5-HT
dominans expresszidja Onmagaban ndvelheti annak valdszinliségét, hogy alacsony ligand
koncentraciok mellett a szerotonin elsésorban ehhez a receptorhoz kotédjon. Ugyanakkor, a
kiilonbozé 5-HT receptorok affinitdsa és kotési kinetikdja jelentdsen eltérhet, ennek
kovetkeztében a sejtes valasz koncentraciofiiggé modon receptorpreferencia-valtast is mutathat.
A jelatviteli valasz kialakulasat tovabb bonyolitja, hogy az egyes G-fehérje kapcsolt Gitvonalak
kozott kapcsolodasi pontok talalhatoak, azok képesek egymasra is hatni. Mar mérsékelt Gi-
medialt aktivitas is hatékonyan képes csdkkenteni egy dominans Gs-ttvonal altal kivaltott cAMP-
valaszt, mikdzben egy alacsonyabb mértékben kifejezett receptor is aranytalanul ers biologiai
hatast fejthet ki hatékony alsobb jel-amplifikacio révén, kiilonosen MAPK- vagy Ca?'-fiiggd
utvonalak esetén. A jelatvitelt tovabb modosithatja a receptorok homo- és heterodimerizacidja is,
amely alapvetden atirhatja az egyes izoformakhoz tarsitott kanonikus jelatviteli mintazatokat
(Herrick-Davis 2013). Emellett a kiilonboz6 5-HT receptorok deszenzitizacids és internalizacios
kinetikaja is eltérd, igy tartds ligandexpozicid soran a kezdetben dominans jelatviteli Gitvonal
idével hattérbe szorulhat. Osszességében, bar transzkriptomikai adataink egyértelmiien
meger06sitik az 5-HT7 receptor dominans jelenlétét a vizsgalt modellrendszerben, az expresszios
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szint dnmagaban nem elegendd annak kijelentéséhez, hogy a paroxetine és a 5-HT altal kivaltott
antiproliferativ hatds kizarélag ehhez az izoformahoz kothetd.
Tovabbi vizsgalataink célja ezért a normal emld epithel sejtekben kifejez6dé 5-HT receptor
izoformak funkcionalis szerepének validalasa volt endogén 5-HT, valamint szelektiv agonistak
¢és antagonistak alkalmazésaval. A receptorok G-fehérje-kapcsoltsdganak megfeleld jelatviteli
valaszokat masodlagos hirvivok mérésével kovettilk. A Gs és Gi kapcsolt receptorok adenilat-
ciklaz aktivitasat cAMP szint mérésével, mig a Gq kapcsolt receptorok foszfolipaz C aktivitasat
IP1 meghatarozasaval vizsgaltuk. Reprezentativ célpontként harom, eltéré6 G-fehérje-
kapcsoltsagu, a modell rendszerben altalunk igazoltan kifejezett receptort valasztottunk, az 5-
HTip, az 5-HT2sB és az 5-HT7 izoformakat.
5-HT kezelés hatasara mind a cAMP, mind az IP1 szint emelkedett, ami mikkodéképes 5-HT
receptor jelatvitelt igazolt. A szelektiv modulatorokkal végzett kisérletek soran mindharom
receptor esetében a vart, kanonikus masodlagos hirvivé valasz jelent meg, mikdzben a
modulatorok nem befolyasoltak az eltéré G-fehérje-kapcsoltsagl receptorok miikodését. Ez
alatamasztja az alkalmazott hatéanyagok izoforma-specificitasat, ugyanakkor arra is utal, hogy a
modellrendszerben tobbféle 5-HT receptor egyidejii aktivacidja zajlik.
Ezt kovetden egy célzott hatdéanyag-konyvtarat allitottunk dssze annak vizsgélatara, hogy a harom
kanonikus jelatviteli utvonal kdziil melyek modulacidja vezet antiproliferativ valaszhoz. A dozis-
hatas alapu szlirévizsgalatok soran tobb hatdanyag is szignifikdns proliferacié gatld hatast
mutatott. Az antiproliferativ mintazat 9sszességében a Gs-kapcsolt Gtvonal aktivacidja, illetve a
Gq és Gi utvonalak gatlasa felé mutatott, ami az adenilat-ciklaz és a cAMP medialt jelatvitel
kozponti szerepét emeli ki.
Bar egyes kivételek is megjelentek, az eredmények alapjan a Gs-kapcsolt jelatvitel aktivacidja
kiemelt jelentségiinek bizonyult a normal emld epithel sejtek antiproliferativ valaszaban. Ez
Osszhangban all az 5-HTe és 5-HT7 receptorokkal kapcsolatos irodalmi adatokkal, amelyek
szerint ezek a receptorok normal sejtekben antiproliferativ hatasokat kozvetithetnek, mig
tumorszovetben hatasuk ettdl eltérd lehet (Pai et al. 2009; Zhang et al. 2022).
A Gs-kapcsolt jelatvitel aktivacioja mellett az antiproliferativ valasz kialakuldsaban lényeges
szerepet jatszik a Gi-kapcsolt receptorok gatlasa is. Korabbi vizsgalatokban borjii eml6 epithel
sejtekben kimutattak, hogy a pertussis toxin antiproliferativ hatassal rendelkezik, és képes
mérsékelni a szérumban jelen 1év6é ndvekedési faktorok proliferaciot serkentd hatasat (Shamay et
al. 1990). A pertussis toxin a Gi alegység ADP-ribozilacidjan keresztiil inaktivalja a Gi-medialt
gatlo jelatvitelt, ezaltal felszabaditva az adenilat-ciklaz aktivitasat, és lehetové téve a Gs-kapcsolt
receptorok altal kozvetitett cAMP termelést. Hasonld mechanizmus érvényesiilhetett sajat modell
rendszeriinkben is, mivel a Gi-kapcsolt 5-HT receptorok antagonizalasa mellett az endogén 5-HT
elsésorban a nem gatolt, és egyébként dominansan kifejez6d6 Gs-kapcsolt receptorok
aktivaciojara fordulhatott. A Ggq-kapcsolt receptorok modulacidja ehhez hasonldé mintazatot
mutatott, mivel ezen receptor izoformak esetén antiproliferativ hatast kizardlag az antagonistak
valtottak ki. Az eredmények Osszességében azt tamasztjak ala, hogy a normal emld epithel
sejtekben a proliferacio gatlasat elsésorban a Gs-kapcsolt jelatvitel aktivacidja, valamint a Gi- és
Gq-medialt Gtvonalak gatlasa hatarozza meg.
Az 5-HT7 receptor szerepét a 5-HT antiproliferativ hatdsaban komplementacios kisérletekkel
validaltuk. A sejteket szelektiv 5-HT receptor antagonistakkal, valamint adenilat-ciklaz és PKA
inhibitorokkal el6kezeltiik, majd 5-HT-val, paroxetine-el vagy ezek kombinacidjaval stimulaltuk.
Az antiproliferativ hatast kizarolag az 5-HT7—adenilat-ciklaz—PKA jelatviteli tengely barmely
pontjan torténd gatlas volt képes megsziintetni. Ez alapjan a 5-HT és a paroxetine altal kivaltott
proliferaciocsokkenés elsddlegesen az 5-HT7 receptor kozvetitette Gs-kapcsolt jelatvitelhez
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kothetd, amelyet a receptor kiemelkedden magas expresszidja is tamogat a vizsgalt
modellrendszerben.

Mivel a Gs-medialt jelatviteli itvonal mas GPCR-okon keresztiil is aktivalhatd, felmeriilt, hogy
az 5-HT7-hez kothetd mechanizmus egy altalanosabb szabalyozasi elvet tiikroz. Ennek
vizsgalatara kiterjesztettiik elemzéseinket egyéb GPCR csaladokra, koztiik a muszkarinos acetil-
kolin, dopamin és hisztamin receptorokra. Az antiproliferativ hatasok mintazata ezekben a
rendszerekben is kovetkezetesnek bizonyult. A Gs-kapcesolt receptorok agonistai, valamint a Gi-
¢és Ggq-kapcsolt receptorok antagonistai csokkentették leghatékonyabban a sejtek proliferaciojat.
Osszesitve az eredményeket egy egységes szabalyozasi minta rajzolédik ki, amelyben a Gs-
kapcsolt jelatvitel aktivalasa, illetve a Gi- és Gq-medialt uitvonalak gatlasa vezet antiproliferativ
valaszhoz normal eml6 epithel sejtekben.

Figyelembe véve, hogy a vizsgalt sejtmodellben tobb endogén GPCR ligand folyamatosan jelen
lehet, szamos receptor részben aktivalt alapallapotban milkodhet, ami az agonistak hatasat
mérsékelheti. Ezzel szemben az antagonistak a bazalis jelatviteli tonus csokkentésén és a Gi-
medialt gatlas feloldasan keresztiil hatékonyabban lehetnek képesek atrendezni a GPCR-jelatvitel
egyensulyat, ami kénnyebben detektalhato antiproliferativ sejtes valaszhoz vezet.

A rexinoid és monoamin receptor moduladtorok kombinacidinak vizsgalatdit megalapozta a
munkacsoport korabbi megfigyelése, amely szerint a nem szelektiv -blokkolé carvedilol és a
bexarotene egyiittes alkalmazasa szinergikus antiproliferativ hatast fejt ki normal emld epithel
sejteben in vitro és in vivo (Jdeed, Lengyel, and Uray 2022; Uray et al. 2015). Jelen doktori kutatas
soran ezért megvizsgaltuk, hogy a 5-HT jelatvitel modulacidja képes-e hasonldé modon
potencialni a bexarotene antiproliferativ hatasat.

Dozis-hatas vizsgalatokban kimutattuk, hogy a bexarotene és a paroxetine kombinacioja normal
emlé epithel sejtekben szinergikus proliferacid gatld hatast eredményez. A szinergia
megallapitasat kdvetden, a kombinacié antiproliferativ hatasat HME-hTert sejtekbdl képzett 3D
szferoid modellben is megerdsitettiik. A kombinacioval kezelt szferoidok mérete szignifikansan
csokkent, és a sejtek alacsonyabb aranyban mutattak Ki-67 pozitivitast a kontrollhoz képest.
Mivel korabbi eredményeink alapjan a paroxetine antiproliferativ hatasa dont6en a sejtfelszini 5-
HT receptorokon keresztiil valosul meg, megvizsgaltuk a bexarotene és a 5-HT kozvetlen
kombinaciodjat is. Ez a parositas a paroxetine-nel elért hatasnal is markansabb szinergiat mutatott,
amely tovabb er6sodott a SERT paroxetine-nel torténd szimultan gatlasa mellett.

Ezen eredményeink esetén kiemelt jelentdségli azok transzlacidés relevancija, mivel
vizsgélataink soran olyan hatéanyagokat alkalmaztunk, amelyek klinikai alkalmazhatosaga és
biztonsagossagi profilja mar jol ismert. Ennek megfeleléen a paroxetine, mint széles kdrben
alkalmazott antidepresszans, realisabb kiindulasi pontot jelent egy potencialisan hosszl tavon is
alkalmazhat6, alacsony dozisu preventiv stratégia szamara. Ezzel szemben az 5-HT7 vagy az
alsobb jelatviteli elemek szelektiv farmakologiai modulacioja relevans tovabbi kutatasi iranyt
képezhet, beleértve ezen hatdoanyagok toxicitasprofiljanak feltarasat is.

Bar a bexarotene és a monoamin jelatvitelt modulalo szerek kozotti szinergiat tobb kombinacid
esetén is igazoltuk, a szinergia pontos molekularis mechanizmusat nem ismertiik. Ennek
vizsgélatdhoz olyan tumorbioldgiai szempontbdl relevans molekularis markereket kerestiink,
amelyek tobb, egymastdl fliggetlen rexinoid alapti kombindcié hatdsara is kovetkezetesen
regulalodnak. Ezen kritériumok alapjan kertilt fokuszba a ZG16B, amelynek expresszidja normal
emld epithel sejtekben mind a bexarotene—paroxetine, mind a bexarotene—carvedilol kombinacio
hatasara szignifikdnsan csokkent. A gén kivalasztasat tovabb indokolta, hogy TCGA adatok
alapjan a ZG16B eml6tumorokban emelkedett expressziot mutat a normal emlészovethez képest,
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¢és a kiilonb6z6 daganattipusok koziil az emlérédk az egyik legmagasabb ZG16B expresszioval
rendelkezik.
Munkacsoportunk el6zetes eredményei alapjan ismertté valt, hogy a bexarotene és carvedilol
szinergikus antiproliferativ hatasa epigenetikai szintli transzkripcids atprogramozassal jar egyiitt,
az ARID1A- és BRGI-tartalmi SWI/SNF kromatin-remodellald komplex kozremiikddésével
(Jdeed, Erdds, et al. 2022; Jdeed, Lengyel, et al. 2022). Ennek fényében megvizsgaltuk, hogy a
ZG16B expresszidjanak szabalyozasaban milyen szerepet jatszik ez a mechanizmus. ChIP-
szekvenalas soran azonositottunk egy, a ZG16B génhez tartoz6 tavoli enhancer régiot, amelyen
kombinalt bexarotene—carvedilol kezelés mellett az ARIDIA dusulast mutatott. Ezzel
parhuzamosan a H3 hiszton acetilacié csokkent, ezzel kondenzaltabb kromatinallapotra és
alacsonyabb transzkripcios aktivitasra utalva.
Az ARIDIA funkcionalis szerepét a ZG16B szuppresszidjaban siRNS-alapti csendesitéssel
igazoltuk. ARID1A hianyaban a bexarotene és carvedilol kombinacié ZG16B-expressziot
csokkentd hatasa visszafordithato volt, mig jelenlétében a ZG16B szuppresszidja a kombinalt
kezelésre specifikus jelenségnek bizonyult. Eredményeinket MMTV-ErbB2 transzgenikus
egérmodell normal emldszdvetében immunhisztokémiai modszerrel is validaltuk, ahol a
kombinécid in vivo kdrnyezetben is csokkentette a ZG16B fehérjeszintjét.
Ezek az adatok egyiittesen azt mutatjak, hogy klinikailag mar alkalmazott, ismert toxicitas-
profillal rendelkezd hatdéanyagok kombinacidjaval egy ARID1A-fliggd epigenetikai szabalyozasi
csomopont célozhatd, amely a ZG16B expresszidjanak gatlasan keresztiil mar az emlédaganat-
kialakulas korai szakaszaban képes befolyasolni tumorprogressziohoz kapcsolodo folyamatokat.
A ZG16B, amelyet korabban Pancreatic Adenocarcinoma Upregulated Factor (PAUF) néven
irtak le, egy szekretalt, lektinszerti fehérje, amelynek cukorkotd tulajdonsagai révén feltehetéen
gliik6zaminoglikdnokhoz ko6tédik. Funkcionalis szerepét elsésorban pancreas ductalis
adenocarcinomaban tartak fel, ahol fokozott expresszioja miatt keriilt a figyelem kdzéppontjaba
(Kim et al. 2012). Szamos tanulmany igazolta, hogy a ZG16B képes a velesziiletett immunvalasz
sejtjeinek atprogramozasara, tumor progressziot promotalod-, gyulladasos- €s immunszuppressziv
mikrokdrnyezet kialakitasat el6segitve (Kim et al. 2024; Song et al. 2016). Mechanisztikusan a
TLR-jelatvitelen keresztiill ERK-aktivaciot és tumor progressziot timogatd citokin termelést
indukal, mikdzben gatolja az NF-kB-medialt valaszokat (Park et al. 2011). In vivo modellekben
a ZG16B fokozza a myeloid eredetli szuppresszor sejtek felhalmozodasat, valamint a tumorsejtek
utvonalakon keresztiil (Song et al. 2016).
A ZG16B szerepét mas daganattipusokban is leirtak. Colorectalis daganatokban példaul a
sejtciklus-szabalyozassal és a Wnt/B-katenin utvonallal mutat sszefiiggést (Escudero-Paniagua
etal. 2020). Klinikai szempontbdl a ZG16B prognosztikus biomarkerként is relevans lehet, mivel
tobb daganatban, koztiik emlérakban is gyakran emelkedett expressziét mutat. Emlétumorok
esetén ugyanakkor paradox modon a magas ZG16B-expresszio kedvezobb tiléléssel tarsult (Lu
et al. 2020). Terapias vonatkozasban kimutattak tovabba, hogy pancreas daganatban a ZG16B
gatlasa fokozza a gemcitabin iranti érzékenységet, ami a gyogyszerrezisztencia kialakulasaban
betoltott szerepére utal (Cho et al. 2017). Emellett a tumor altal szekretalt, keringé ZG16B
cachexia kialakulasat is eldidézheti, igy a szisztémas daganat-asszocialt sz6védmények egyik
mediatoranak tekinthetd (Yoo et al. 2021).
Eddigi ismereteink alapjan a ZG16B tumorbiolodgiai jelentGségét elsdsorban a daganatprogresszio
késoi folyamataival Osszefliggésben vizsgaltak. Ezzel szemben joval kevesebb adat all
rendelkezésre a daganat-iniciacio korai eseményeiben betoltott szerepérél, illetve arrdl, hogy
normal szdveti kornyezetben miként befolyasolja a sejtmiikodést. Ez kiilondsen igaz az
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emlészovetre, ahol a ZGIl16B funkcionalis karakterizaldisa nem transzformalt és
emlétumorsejtekben mindeddig elmaradt.

kapacitasanak fokozasa, valamint a metasztatikus terjedés tiamogatasa (Park et al. 2011; Youn et
al. 2022). Ennek megfeleléen megvizsgaltuk, hogy emld epithel sejtekben és kiilonb6zo
emlétumor sejtvonalakban milyen mértékben és milyen jelatviteli mechanizmusokon keresztiil
befolyasoljaa ZG16B a sejtmigraciot. Eredményeink alapjan, a proliferacios valaszoktol eltéréen,
hormon receptor-statusztol fiiggetleniil valamennyi vizsgalt emld eredetii sejtvonalban markans
motilitast fokozo hatast tapasztaltunk ZG16B kezelés hatasara. Emellett a bexarotene és
carvedilol kombindcioval kivaltott migraciogatld hatast a ZG16B képes volt részben
visszaforditani, ami arra utal, hogy a ZG16B funkcionalisan hozzajarulhat a kemopreventiv
kombinacié migraciot gatld hatasahoz.

Irodalmi adatok alapjan a ZG16B migraciot és invaziot serkentd hatdsa elsésorban a TLR-
kapcsolt ERK 1/2-MAPK jelatvitelhez, a CXCR4-medialt kemotaxishoz, valamint a FAK—Src
és PI3K—Akt uitvonalak aktivacidjahoz kotheto (Lee et al. 2011; Park et al. 2011). Ennek fényében
elemeztiik az ERK 1/2, Src és Akt jelatviteli elemek foszforilacids allapotat ZG16B kezelés
hatasara. A kapott valaszok sejtvonalanként eltéréek voltak. Az Akt aktivalodasa minden vizsgalt
sejtvonalban megfigyelhetd volt, mig az ERK 1/2 aktivacioja csak normal epithel sejtekben és
ER-pozitiv T47D sejtekben jelent meg. Normal sejtekben emellett az Src aktivalodasat is
detektaltuk, amelyre a gatld hatdsi foszforilacio (p-Tyr527) mértékének csokkenésébol
kovetkeztettiink.

A hérom vizsgalt jelatviteli elem koziil egyediil az Akt aktivacidja mutatott teljes 6sszhangot a
migracios eredményekkel. A két jelenség kozotti kapcesolat vizsgalata soran PI3K-gatlas mellett
mértiik a ZG16B migraciora gyakorolt hatasat. Normal epithel sejtekben ¢és tripla negativ
emlétumor sejtekben PI3K-inhibitor jelenlétében a ZG16B sem a migraciot, sem az Akt
foszforilacidjat nem volt képes fokozni. Ezek az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy
emlésejtekben a ZG16B 4altal kivaltott migraciéfokozo hatas elsddlegesen a PI3K—Akt jelatviteli
utvonal aktivaciojan keresztiil valésul meg.

A ZGI16B altal kivaltott valaszok atfogobb jellemzésére RNS-szekvenalast végeztiink kezelt
HME-hTert sejteken. Az eredmények nagyrészt megerdsitették a korabbi megfigyeléseinket. A
differencialtan expresszalt gének kozott megjelentek a fokalis adhézid kialakitasaban, az aktin-
citoszkeleton szabalyozasaban és a PI3K—Akt jelatviteli titvonal miikddésében szerepet jatszo
gének, ami Osszhangban all a ZG16B PI3K-Akt tengelyen keresztiil megvalosulé migraciot
fokoz6 hatasaval normal emld epithel sejtekben. Emellett fokozodott tobb, az extracellularis
matrix (ECM) altal kozvetitett jelek feldolgozasaban érintett gén expresszidja is. Ezek a
transzkriptomikai  valtozasok szoros parhuzamot mutatnak korabbi, hasnyalmirigy-
daganatsejtekben leirt adatokkal, ahol a ZGI6B tumorprogressziot, invaziot ¢és
metasztazisképzést tamogatd génexpresszios programok aktivacidjaval tarsult (Park et al. 2011).
Mivel korabbi kisérleteinkben a bexarotene ¢és carvedilol kombinacidja altal kivaltott
antiproliferativ és migraciot gatlo hatast a ZGI6B képes volt részben kompenzalni,
Osszehasonlitottuk a két kezelés altal kialakitott transzkripcios profilokat. Az &sszehasonlitas
soran jelentds szamu olyan gén volt azonosithatd, amelyek ZG16B hatasara indukalodtak, mig a
bexarotene és carvedilol kombinacidja hatasara szuppresszalodtak. Ezen gének kozott szamos, az
ECM atrendezésében, a sejt-ECM kapcsolatok kialakitasdban és a migracié szabalyozasaban
kulcsszerepet jatszo faktor emelkedett ki, koztik a FN1, a PLEC, valamint a tobb laminin- és
kollagén matrix komponens. Ezek a valtozasok arra utalnak, hogy a ZG16B nem izolaltan egy-
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egy matrixkomponenst szabalyoz, hanem egy komplex, dsszehangolt matriszoma-atalakulast
indit el, amely strukturalisan és funkcionalisan is tamogatja a fokozott sejtmigraciot.
Az emlddaganatok mikrokdrnyezetében a matriszoma Wjraszervezddése alapvetden
meghatarozza a sejtek viselkedését. A tumor progresszid soran az extracellularis matrix
Osszetétele és szerkezete jelentOsen atalakul, fokozott kollagén-, fibronectin- és proteoglikan-
depozicid, a rostok megvastagodasa és keresztkotéseik novekedése révén (Insua-Rodriguez and
Oskarsson 2016; Popova and Jiicker 2022). Ezek a valtozasok a szovet merevségének progressziv
novekedéséhez, a matrix topografiajanak rendezettebbé valasahoz és invaziot eldsegitd migracios
utvonalak kialakulasahoz vezetnek. A megvaltozott matrix biomechanikai kovetkezményei, igy
a fokozott szoveti stressz ¢s intersticialis nyomas, perfuzios zavarokat és hypoxiat idézhetnek eld,
valamint gatolhatjak a terapids agensek szoveti penetraciojat (Schwartz 2010).
A sejtek ezt a megvaltozott mechanikai kdrnyezetet aktivan érzékelik, és mechanoszenzitiv
jelatviteli valaszokka alakitjak at. A fokozott merevség az integrin-medialt adhézidt, fokalis
adhéziok és a citoszkeletalis kontraktilitas kialakulasat segiti eld, amelyek proliferaciot, talélést
és invaziv fenotipus kialakitdsat tdmogatd utvonalakat aktivalhatnak (Schwartz 2010).
Vizsgalataink szempontjabol kiilondsen jelentds, hogy a ZG16B hatasara normal emld epithel
sejtekben is megindult az extracellularis matrix komponensek fokozott depozicidja, ami arra utal,
hogy a ZG16B még nem malignus allapotban is képes a stromalis és mechanikai mikrokérnyezet
athangolasara. Ez a korai matrix atalakitas a szovet merevségének és fesziiltségi allapotanak
megvaltoztatasan keresztiil olyan mechanoszenzitiv programok aktivalasat indithatja el, amelyek
kés6bb a tumorprogressziot és az invaziv viselkedést is eldsegithetik.
Az extracellularis matrix szerkezeti és biomechanikai valtozasai gyakran egyiitt jarnak az
epithelidlis—mesenchymalis atmenet iranyaba torténd elmozdulassal (Branddo-Costa et al. 2020).
Bar az EMT klasszikusan a TGF-f jelatvitelhez kothetd, normal epithel sejtekben fiziologias,
reverzibilis forméaban is megjelenhet példaul a sebgydgyulas folyamata soran (Yao et al. 2024).
Mivel ZG16B hatasara a matriszoma atrendez6dése mellett mesenchymalis markerek, koztiik a
FN1 expresszidja is fokozodott, megvizsgaltuk az EMT-vel 0Osszefiiggd valtozasokat.
Eredményeink alapjan ZG16B jelenlétében mind normal emld epithel, mind emlétumor sejtekben
EMT iranyaba mutatd transzkripcidés és morfologiai valtozasok voltak kimutathatok. Ezzel
Osszhangban, MMTV-ErbB2 transzgén egerekbdl szarmazoé tumormentes emldszévetekben a
bexarotene és carvedilol kombinaciojanak hatasara a csdkkent ZG16B-szint mellett, a FN1
mesenchymalis marker expresszidja is mérséklodott.
Korabbi vizsgalatok alapjan az epithelialis-mesenchymalis atmenet és a matriszoma atfogod
Ujraszervezddése elGsegitheti a konvencionalis kemoterapias szerekkel szembeni rezisztencia
kialakulasat. Tekintettel arra, hogy a ZG16B mind az EMT-folyamatokat, mind az extracellularis
matrix atalakitasat képes befolyasolni, potencialis biomarkerként szolgalhat az invaziv fenotipus
és a terapias rezisztencia eldrejelzésére. Ezt a koncepciot alatdmasztja az a megfigyelés is, hogy
hasnyalmirigy-daganatsejtekben a ZG16B szuppresszidja fokozta a gemcitabine iranti
érzékenységet, ami arra utal, hogy a ZGI6B altal kozvetitett programok a
gyogyszerrezisztenciaban is szerepet jatszhatnak (Cho et al. 2017).
Az EMT-hez tarsul6 sejtplaszticitas és az ECM-remodelling lehetdvé teheti, hogy a tumorsejtek
adaptiv elényre tegyenek szert olyan kdrnyezetben, ahol a fiziologias kitapadasi feltételek nem
adottak. Ennek vizsgélatdra a transzformaltsagot méré soft agar koloniaképzd assay-t
alkalmaztuk. Eredményeink szerint a ZG16B jelenléte mind 6sztrogén receptor-pozitiv, mind
hormon receptor-negativ emlétumorsejtekben fokozta a koloniaképzd képességet, mig a ZG16B-
t szuppresszald bexarotene és carvedilol kombinacidja szignifikansan csokkentette azt. MCF7
sejtekbdl képzett kolonidkban a transzformacid gatlasa mellett a ZG16B expresszidjanak
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csokkenése is kimutathatd volt kombinalt kezelés hatasara. Ezzel 6sszhangban, SCID egerekben,
MDA-MB-231 sejtek  implantalasaval  kialakitott ~ xenograft  tumorszdvetekben
immunhisztokémiai moddszerekkel igazoltuk, hogy a ZG16B expresszidja hormon receptor-
negativ eml6tumorokban is hatékonyan csokkenthetd bexarotene és carvedilol kombinalt
alkalmazasaval. Ezek az eredmények Osszességében arra utalnak, hogy a ZG16B szabalyozasa
nem csak az emlddaganatok kialakulasanak gatlasaban, hanem a mar kialakult daganatok
progressziojanak mérséklésében is potencialis terapias jelentGséggel birhat.

Eredményeinket Osszefoglalva, igazoltuk, hogy normal emldé epithel sejtekben a 5-HT
antiproliferativ hatasa elsésorban a sejtfelszini receptorokon keresztiil, dominansan az 5-HT7—
adenilat-ciklaz—PKA tengely aktivacioja révén valdsul meg, mikdzben a sejtekbe juté 5-HT
csokkentése mérsékli az oxidativ stresszt és a DNS-karosodast. Tobb GPCR csalad vizsgalata
alapjan egy altalanos mintazat rajzolodott ki, melyben a Gs-kapcsolt jelatvitel aktivalasa, valamint
a Gi- és Ggq-kapcsolt utvonalak gatlasa kovetkezetesen proliferacié csokkenéshez vezet. A
vizsgalatok értelmezését ugyanakkor modszertani és koncepcionalis limitaciok is befolyasoljak.
A 5-HT intra- és extracellularis hatasainak teljes elkiilonitése technikailag korlatozott volt,
tovabba a receptor-dimerizacié és az idofiiggd receptor-dominancia valtas mechanizmusainak
vizsgalatat eddig még nem volt lehetdségiink elvégezni. A farmakologiai hatasokat elsésorban
normal eml6 epithel sejtekben elemeztiik, amely ugyan a kemoprevencié szempontjabol relevans
megkdzelités, de a tumorspecifikus altipusfiiggd kiilonbségek feltarasa tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Kiemelt klinikai jelentdséggel bir, hogy a szerotonin jelatvitel modulacidja jelenleg is klinikai
hasznalatban 1évé SSRI-kkel megvaldsithato, és ezek kombinacidja a rexinoid bexarotene-nel
alacsony dozisok mellett szinergikus antiproliferativ hatast eredményezett. A kombinacios
stratégiak molekularis hatterének feltarasa soran azonositottuk a ZG16B-t mint kozponti,
epigenetikailag szabalyozott effektort, amelynek ARID1A-fliggd szuppresszidja nem csak a
proliferaciot, hanem az EMT-hez, a matriszoma-atalakulashoz €s a sejtmigraciohoz kapcsolodo
invaziv fenotipust is gatolja normal eml6 epithel és emlétumor sejtekben. Eredményeink alapjan
a ZG16B potencialis prognosztikus biomarkerként és terapids célpontként is értelmezhetd, mivel
szerepet jatszhat a daganatok invaziv viselkedésének és progressziés kockazatanak
meghatarozasaban.

Osszességében eredményeink 1j kutatasi iranyokat nyitnak meg a szerotonin jelatvitel, a GPCR-
alapu kemoprevencié és a ZG16B-hez kapcsolt tumorbiologiai folyamatok vizsgalatdban. A
jovoben kiilondsen igéretes lehet a molekularis altipusokra szabott, GPCR-expresszios profilra
¢éptild preventiv stratégidk kidolgozasa, a vizsgalatok kiterjesztése uj generacids sejtkultiras
modellekre ¢és allatmodellekre, valamint a ZG16B klinikai mintakban torténé validalasa
prognosztikus biomarkerként és terapias célpontként.

Osszefoglalas

Jelen doktori kutatas ravilagitott arra, hogy a monoamin G-fehérje-kapcsolt receptorok (GPCR)
jelatvitele egy eddig alulértékelt, ugyanakkor biologiailag és transzlacios szempontbol is relevans
célpontot jelent az emldrak kemoprevencidjaban. Bar a monoamin receptor modulatorok,
beleértve a B-adrenerg receptor blokkolokat, antidepresszansokat és antihisztaminokat, széles

mindeddig nem keriilt megfelelden feltarasra. Eredményeink betekintést nytjtanak abba, hogy
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ezen jelatviteli utvonalak moduldcidja miként befolyasolja a normal emld epithel sejtek
osztodasat.

Megallapitottuk, hogy a szerotonin jelatvitel aktivalasa antiproliferativ hatast fejt ki normal emld
epithel sejtekben. Ezek a hatasok elsdsorban sejtfelszini receptorokon keresztiil valosulnak meg.
A szerotonin transzporter paroxetinnel torténd gatlasa csokkenti az intracellularis 5-HT szintet,
ami az oxidativ stressz és a DNS-karosodas mérséklddéséhez vezet, mikdzben fokozza az
extracellularis receptor-medialt jelatvitelt. Vizsgalataink igazoltak, hogy az antiproliferativ valasz
dontéen az 5-HT7 receptor aktivacidjan és az ahhoz kapcsolodd adenilat-ciklaz—cAMP-PKA
jelatviteli tengelyen keresztiil valésul meg. Ezzel parhuzamosan a Gi- és Gq-kapcsolt jelatviteli
utvonalak gatlasa tovabb erdsiti ezt a hatast. Ugyanakkor, vizsgalataink soran arra is rimutattunk,
hogy ezek az eredmények tulmutatnak a szerotonin jelatvitelén. T6bb GPCR receptorcsaladon
keresztiil, beleértve az adrenerg, hisztaminerg, dopaminerg és muszkarin receptorokat, egy
egységes mintazat rajzolodott ki. A Gs-kapcesolt jelatvitel aktivacidja, valamint a Gi- és Gg-medialt
utvonalak gatlasa csdkkenti a sejte proliferaciojat.

Ezutan megvizsgaltuk a monoamin jelatviteli modulatorok és a rexinoid alapii kemoprevencié
kombinacidjanak lehetdségét. A rexinoid bexarotén, amely egy ismert preventiv hatasu szer,
szinergiat mutatott paroxetinnel, illetve kozvetleniil szerotoninnal kombinalva. Ezek a
kombinaciok emlé epithel sejtekben szinergista antiproliferativ hatast eredményeztek,
alatamasztva az alacsony dozist, potencialisan preventiv stratégiadk megvalosithatosagat
klinikailag mar alkalmazott hatéanyagokkal. A szinergia molekularis mediatorainak azonositasa
céljabol transzkriptomikai €s epigenetikai vizsgalatokat végeztiink. Ezek soran a ZG16B tobb
rexinoid alapu szinergikus kombinacio altal is kozosen szabalyozott célpontként kerdilt
azonositasra. A ZGl6B expresszidja szignifikansan csokkent bexarotene és carvedilol
kombinacios kezelés hatasara, és kimutattuk, hogy ez a hatas az ARID1A-t tartalmaz6 SWI/SNF
kromatin-remodelling komplexhez kotott. Igazoltuk, hogy a ZG16B gatlasa hozzajarul a
kombinacidk antiproliferativ és migraciot gatlo hatasaihoz.

Tovabbi vizsgalatok soran a ZG16B-t a tdbb tumorigenezishez és tumor progressziot elésegitd
folyamat kozponti szerepldjeként karakterizaltuk. Exogén ZG16B fokozta a sejtmigraciot,
epithelidlis—mesenchymalis atmenethez (EMT) tarsuld transzkripcids és morfologiai valtozasokat
indukalt mind normal eml§ epithel, mind emlédaganat sejtekben. Normal eml6 epithel sejtekben
a ZG16B elosegitette az extracellularis matrix (ECM) atrendez6dését, mely a tumorok
kialakulasanak egyik jellemz6 kezdeti 1épése. Migraciot fokozo hatasa elsdsorban a PI3K—Akt
jelatviteli utvonal aktivaciojan keresztiil valosult meg. Emellett a ZG16B novelte a tumoros
transzformacios potencialt. Ezzel szemben azok a farmakologiai kombinaciok, amelyek gatoltak
a ZG16B-t, csokkentették ezeket a tumor-promotald tulajdonsagokat in vitro és in vivo egyarant.

Osszességében munkank egy 1ij kemoprevencids stratégiat allitott fel, amelyben a monoamin
GPCR jelatvitel modulacioja, kiilondsen a Gs-kapcsolt utvonalak aktivalasa és a Gi- illetve Gq-

jelatvitel gatlasa révén, csokkenti a proliferaciot normél emlé epithel sejtekben. A monoamin
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modulatorok és rexinoidok kozotti szinergia ramutat arra, hogy klinikailag mar alkalmazott
gyogyszerek alternativ Gjra felhaszndldsa jelentSs transzlaciés potenciallal bir preventiv
alkalmazasokban. A ZG16B epigenetikailag szabalyozott effektorként valé azonositasa pedig
magyarazatot ad arra, hogy ezek a kombinaciok miként befolyasoljak a tumorbiologidhoz
kapcsolodo sejtes programokat, beleértve a migraciot, az EMT-t és a matrix atrendez6dést.

A jovobeni kutatasi iranyok k6z¢ tartozik a GPCR expresszios mintazatokon alapuld, molekularis
altipus-specifikus preventiv stratégidk fejlesztése, a ZG16B kifejezédés klinikai mintdkban
torténd validalasa, valamint a GPCR ligandok valamint a ZG16B hatésainak tovabbi vizsgalata
tovabbi 0ij kisérletes modellekben. Osszességében a bemutatott eredmények hozzajarulnak a korai
tumorbiologiai folyamatok mélyebb megértéséhez, és 1j lehetéségeket nyitnak meg az emlérak
kemoprevencidjara.

Uj Eredmények Listaja

1. Az eml0 epithel sejtek proliferacidja gatolhatd Gs-kapcsolt receptorok aktivacidjan, valamint
a Gi- és Gg-kapcsolt receptorok gatlasan keresztiil.

e A monoamin GPCR jelatvitel egy 1j, relevans kemoprevencios célpontként kertilt
azonositasra emld epithel sejtekben.

e A szerotonin antiproliferativ hatasat els6sorban sejtfelszini receptorokon keresztiil fejti ki,
nem pedig intracellularis mechanizmusokon keresztiil.

e A SERT paroxetine-el torténé gatlasa csokkenti az intracellularis 5-HT szintet, ami az
oxidativ stressz és a DNS-karosodas mérséklédéséhez vezet, mikdzben fokozza az
extracellularis jelatvitelt.

e A szerotonin antiproliferativ hatasa elsdsorban az 5-HT7—Gs—adenilat-ciklaz—cAMP-PKA
tengelyen keresztiil valosul meg.

e A Gs-kapcsolt jelatvitel aktivacioja, valamint a Gi- és Gg-kapcsolt receptorok gatlasa
receptorcsaladtol fliggetleniil kdvetkezetesen csdkkenti a proliferaciot.

2. A szinergikusan antiproliferativ_monoamin receptor moduldtor—rexinoid kombinaciok
ARIDI1A-fliggé mddon szuppresszaljak a ZG16B kifejezédését normal emld epithel sejtekben.

e A bexarotén szerotoninerg modulatorokkal (paroxetin vagy 5-HT) kombinalva
szinergikus antiproliferativ hatast fejt ki.

e  Abexarotén és 5-HT kozotti szinergia SERT gatlas mellett fokozodik, ami a sejtfelszini
receptor-medialt jelatvitel kulcsszerepére utal.

o A ZGI16B egy tobb kombinacid altal is konzisztensen szuppresszalt célpontként keriilt
azonositésra.

e A ZGI16B szuppresszidja ARID1A-fiiggd epigenetikai mechanizmuson keresztiil
val6sul meg, amely a SWI/SNF kromatin-remodelling komplexhez kapcsolodik.

e A ZGI6B termelés gatlasa in vivo is megvaldsithatd a bexarotén és karvedilol
kombinacidjaval normal és emlétumor szovetben.
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3. A ZG16B szerepének jellemzése normal emldszdvetben és emlédaganatokban.

e A ZG16B képes tumorsejtekre jellemzd folyamatokat indukalni mind normal emld
epithel sejtekben, mind emlédaganat sejtekben.

e A ZG16B fokozza a sejtmigraciot, EMT-t indukal, valamint néveli a transzformacios
potencialt.

e A migraciét fokozo hatasa elsésorban a PI3K—Akt jelatviteli utvonalon keresztiil
valésul meg.

e A ZG16B indukalja az extracellularis matrix atrendezodését nem malignus emlé epithel
sejtekben.
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