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BEVEZETES

Emlédaganatos megbetegedések vilagszerte

Az utdbbi évtizedekben az eml6daganat el6fordulasa példatlan magassagokba
emelkedett, ezaltal a harmadik leggyakoribb betegségnek tekintheté vilagszerte.
Manapsag az emlérak a nék leggyakoribb daganat tipusa, és az 6tédik leggyakoribb
halalozasi ok vilagszerte. 2008 és 2012 kozoétt az emlédaganat eléfordulasa 20 %-kal,
haldlozasi aranya pedig 14 %-kal emelkedett a korabbi évekhez képest. Az
emlédaganatos megbetegedések szama 0.5-1 %-kal novekszik minden évben,

eléfordulasa foldrajzi és gazdasagi megoszlast mutat.

Habar az emlédaganatok csaknem 70 %-anak oka tisztazatlan marad, szamos
tanulmany szerint f6 kockazati faktorai a nem, a kor (35 és 65 év koz6tt magasabb rizikd)
és a genetikai hattér. A genetikai, epigenetikai és kdrnyezeti faktorok jol korllhatarolt
kockazati faktoroknak szamitanak, pl. a BRCA1/2 gén 6rokletes elvesztése, magas IGF-
1 kifejez6dés, in situ carcinoma jelenléte, magas zsirtartaimu ételek és
alkoholfogyasztas, sugarveszély vagy az elhizas. Tovabbi f6 kockazati faktor a hosszu
ideig tarté hormon expozicio, pl. hormonalis fogamzasgatlok szedése, hormon terapia,
serdulékor, terhesség és menopauza. Ezzel ellentétben a korai gyermekvallalas (18 év
elétti szulés), szoptatas, rendszeres mozgas, a karos szenvedélyek kerlilése és a rostban

gazdag élelmiszer fogyasztasa csokkentheti a fogékonysagot az emlédaganatra.

Az emésztérendszeri mikrobiom és kapcsolata az eml6daganattal

Az ember emésztérendszerében szamos baktériumfaj (~10' baktérium) él. A
baktériumok egyuttes genomja 150-szer tébb gént tartalmaz, mint az ember sajat
genomja. Egy atfogd tanulmany 9.9 millid mikrobialis gént azonositott az emberi
székletbdl. Ezért az emberi bél mikrobiomja optimalis modell a gazdaszervezet-
mikrobiom-betegség kapcsolatok vizsgalatara és tanulmanyozasara.

Az ember emésztérendszerében éI6 mikroorganizmusok segitenek az
emésztésben, az anyagcserében, és fontos szerepet jatszanak a szervezet
égészségének fenntartasaban. Meghatarozd szerepik van a szervezet érésének

folyamatéban, immunreakcidkban, patogén baktériumok elleni védekezésben,



fenntartjdk a belek barrier funkcidjat, befolyasoljak a sejtek szaporodasat és az
érképzOdést, szabalyozzak a belek endokrin funkcidjat, az idegrendszer jelatviteli
folyamatait, csontsiriséget, segitk az energiatermelést, vitaminokat és
neurotranszmittereket szintetizal, epesavakat mozgosit, gyogyszereket és drogokat

madositanak, valamint hatastalanitjak a kilsé eredetli méreganyagokat.

Mindemellett, szamos kuils6 és bels6 tényezd befolyasolja a mikrobiomot, ilyenek
a kor, étrend, genetikai jellemzdk, a baktériumok kolonizacioja, higiénia, antibiotikumok
és xenobiotikumok szedése, stressz és utazads. Az emésztdrendszeri mikrobiom
diszbiozisa — a mikrobiom szerepének valtozasa vagy Osszetételének eltolodasa —
szamos betegséggel hozhaté kapcsolatba. Habar a kozvetlenil daganatkeltd
baktériumok szama rendkivil alacsony (néhany 10 baktérium faj), a mikrobiom
diszbidzisa Osszefliggést mutat kilonb6zé bér-, bél-, hagyuti-, méhnyak-, tiudé-,
prosztata-, nyirokrendszeri- és el6daganatokkal. Még tisztazatlan, hogy a mikrobiomban
bekdvetkezd valtozasok kovetkezményei vagy kivaltd okai bizonyos kronikus
megbetegedéseknek. Néhany tanulmany azonban azt mutatja, hogy egyes
baktériumfajok jelenléte, vagy mas baktériumfajok mennyiségének megvaltozasa

patogén kovetkezményeket von maga utan, segitve a betegség kialakulasat/fejlédését.

Az emberi bél-mikrobiom és emlédaganat kozotti Osszefliggést szamos
esettanulmany vizsgalja, habar ezen tanulmanyok szama eléggé korlatozott. Néhany
publikacié szerint emlérakban az immunrendszer gyengesége mellett a mikrobiom
metabolikus  képességének nagymértékli csokkenése figyelheté meg. Egy
esettanulmany, mely egészséges és eml6daganatos paciensek székletének
mikrobiomjat hasonlitja dssze, jelentdsen megvaltozott mikrobiom dsszetételt és kisebb
fajgazdagsagu mikrobiomot ir le az emlédaganatos péaciensek esetében. Mi tébb,
csokkent fajgazdagsag mutathaté ki elhizott emberek mikrobiomjaban is, az elhizas
pedig az emlérak egyik jol ismert kockazati tényezéje. Szamos tanulmany mutatja, hogy
a baktériumok szamaban és Osszetételében bekovetkezdé valtozasok nem csak
egészséges és emlédaganatos emberek kozott figyelhet6k meg, hanem egyes

emlédaganat stadiumok kozott is.



Epitelialis-mezenchimalis tranzicié (EMT)

Altalanossagban az EMT egy olyan folyamat, melynek soran az epitelilis sejtek
mezenchimalis jelleglivé valnak, elveszitik apikalis-bazalis polaritasukat, a sejt-sejt
kapcsolatokat és invaziv tulajdonsaguva valnak. Az EMT befolyasolia a sejtek
mozgasképességet megvaltoztatva a sejt-sejt kapcsolatot és a sejt-extracellularis matrix
adhéziot szabalyzé molekulakat. EMT soran az epitelialis jellegl citokeratin-alapu
intermedier filamentum halézat vimentinnel (VIM) helyettesitédik, aktin stressz
filamentumok alakulnak kis, a sejtek orso alakuva valnak, mikézben a mezenchimalis N-
kadherin fehérje expresszidja fokozddik, ellenben az epitelidlis E-kadherin expresszios

szintje csokken.

Az onkogén EMT tumorsejtekben figyelheté meg, a tumor fejlédését és metasztazis
képzését szabdlyozza, iranyitia a sejtek bazalis membranon térténd attdrését és a
keringési rendszerbe térténd bejutasat. Az onkogén EMT szamos eml&tumor modellben
megfigyelhetd, fontos szerepet jatszik a sejtek invazidjaban és metasztazis képzésében.
Az EMT szabalyozok (génmutaciok, jelatviteli molekulak, transzkripcids faktorok)
el6ésegitik a tavoli metasztazisok képzédését — tobbnyire a majba, agyba, csontokba és
tuddbe — rossz prognozist eredményezve. A tavoli attétek altaldban epitelialis jelleglek,
és nagyobb foku differencialtsag jellemzi, mint az elsédleges (primer) tumorokat, ami azt

sugallja, hogy az EMT utan a forditott mechanizmus (MET) is lejatszédott.

A mellrdk Gssejtek kdzponti szerepet jatszanak a tumorndvekedésben, a
metasztazis képzésben (EMT), a kezeléssel szembeni ellenallasban és a betegség
kijulasaban. Az 6ssejtek aranya minden emlédaganat tipusban kiilénbézé. Altalaban kis
szamban vannak jelen (pl. 4T1 egér eml&carcinoma), mig bizonyos sejttipusoknal akar a
25%-ot is elérhetik (pl. SKBR-3 human eml&tumor). Az eml6rak &ssejtek invaziv gén
expresszios profilt mutatnak, melyhez megndvekedett attétképzd képesség és gyenge
tulélési esély tarsul. A mellrak &ssejtek 6Gnmegujité képességgel rendelkeznek, és vagy
szimmetrikusan osztédnak tovabbi &ssejteket Iétrehozva, vagy aszimmetrikus
osztddassal progenitor sejteket generalnak, melyek mas tumor sejt tipusokka tudnak
differencialodni. A mellrak 6ssejteket megndvekedett proliferacios rata jellemzi, mi tébb,
ellendlinak az apoptotikus szignaloknak, ezaltal csokkentik a sebészeti eljarasok, a
sugarterapia és a kemoterapia hatékonysagat. Az 8ssejtek kilénbdz6 mikrokdrnyezeti

stimulusok hatasara kiilénbdzé biokémiai valtozasokon mennek keresztiil. Az aerob


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=epiteli%C3%A1lis+mezenchim%C3%A1lis+tranz%C3%ADci%C3%B3&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj98_-VzurgAhVFxosKHaEaDq4QkeECCCkoAA

glikolizis (Warburg mechanizmus) mellett az 6ssejtek, ha sziikséges képesek fokozni az

oxidativ foszforilaciot, a zsirsav lebontast vagy a glutamin lebontast.

Osszessitve tehat az EMT kiilénbdz6 modokon képes elésegiteni a
tumorképz6dést: A) tamogatja az invaziv és apoptozisgatld mechanizmusokat, igy
segitve a metasztazisok kialakulasat, B) szerkezeti és biokémiai valtozasokat indukal a
tumor mikrokérnyezetben, és C) EMT szabalyzdk altal el6segiti az 6ssejt jellegl sejtek

képzbdését.

A bélrendszer mikrobialis metabolitjai

Habar a tumorok tobbsége olyan szerveket érint, melyek kozvetlen kapcsolatban
allnak a mikrobakkal, a legujabb kutatasok szerint a baktériumok tavoli szervekben is
kifejthetik hatasukat bakteridlis metabolitok altal. Ezek a metabolitok, melyeket a
mikrobiom termel, felszivédnak és belépnek a keringési rendszerbe, a vérkeringés altal

eljutnak tavoli szervekhez, ahol kifejtik a hatasukat.

Dekonjugalt 6sztrogén szarmazékok, lipopoliszaharidok, masodlagos epesavak és
rovid szénlancu zsirsavak részt vesznek a tumorsejtek proliferaciojaban és
transzformaciéjaban, habar a mechanizmus, melyen keresztlk ezek a metabolitok kifejtik
hatasaikat még javarészt ismeretlen. Szamos metabolitot azonositottak a baktériumok
sajat metabolitjaiként (pl. révid szénlancu zsirsavak), mig masok a gazdaszervezet
modositott anyagcsere termékei (pl. masodlagos epesavak, aminosav szarmazeékok).
Néhany esetben mind a mikrobiom mind a gazdaszervezet képes elballitani ugyanazt az
anyagot (pl. biolégiailag aktiv aminok). Feltételezzlk, hogy ezek a bakterialis metabolitok
— melyek a bélrendszerben keletkeznek — a véraram utjan eljutnak az emberi test tavoli
részeiben elhelyezkedd tumorsejtekhez. Ezek a bioldgiailag aktiv metabolitok képesek
megvaltoztatni a tumorsejtek gén expresszids profiljat vagy a jelatviteli folyamatait, ezaltal
befolyasoljak a tumorsejtek jellemvonasait.

A kadaverin szerepe eml6daganatokban
A biolégiailag aktiv aminok az aminosavak lebontasi termékei. A poliaminok, mint
a kadaverin, putrescin, spermin, spermidin tartoznak ebbe a csoportba. A poliaminok

mennyisége és Osszetétele fajok kozott nagymértékben eltér, példaul a kadaverin jol



meghatarozott névényekben és baktériumokban, viszont alacsony mennyiségben van
jelen minden mas fajban, ellenben a sperminnel, spermidinnel és putreszcinnel. A sejten
belili poliamin szint szigordan szabalyozott a szintézis, transzport és lebontas altal. A
poliaminok elsésorban a metionin, ornitin és lizin lebontasabdl szarmaznak, a lebonto

enzim az aminosav dekarboxilaz.

A kevésbé gyakori biogén amin, a kadaverin az L-lizin nevii aminosav direkt
dekarboxilalasaval keletkezik, melyet a lizin dekarboxildz (LDC) katalizal. A kadaverin
szérum koncentracidja normalis esetben 0.1 - 0.8 yM. A kadaverin jelentés szerepet
jatszik a sejt tulélésében savas korulmények kdzott, jelatvitelben, stresszvalaszban, a
sejtek ndvekedésében és fejlédésében, proliferaciéban és tumorképzédésben. Mi tobb,
a kadaverin a sejtfal nélkilozhetetlen Osszetevéje, baktériumokban fontos szerepet
jatszik a kils6 membran és a peptidoglikan réteg kozotti szerkezeti kapcsolat

kialakitasaban.

A LDC széles korben elterjedt mind prokariétak mind eukaridtak korében.
Escherichia Coliban 2 fajta LDC-t azonositottak: konstitutivan termel6dé LdcC-t és
savindukalt CadA-t. A két dekarboxilaz szekvencialisan konzervalt, 69%-0s azonossagot
mutat, habar az optimalis pH tartomanyuk, stabilitasuk és dekarboxilaz aktivitdsuk eltér
egymastol. E. coliban az optimalis kadaverin koncentracié a kadaverin-szabalyozé-
rendszer dltal van fenntartva, melynek 2 f6 komponense: a cadBA operon — ami a lizin
decarboxilazt (CadA) és a lizin/kadaverin antiportert (CadB) kédolja — és a szabalyzé

belsé membran proteint (CadC) kédold pH érzékeld.

Legujabb tanulmanyok szerint trace-amin kapcsolt receptorok (TAAR) ismerik fel a
biogén aminokat. El&szor, zebrahalakban azonositottak a TAAR13c-t, mint kadaverin
érzékeld receptort. Minden TAAR (kivéve a TAAR1) szagloham receptorként miikddik
ragcsaldkban, f6emlésdkben és halakban, és er6s evollcios kapcsolatot mutatnak a
biogén amin G-fehérje kapcsolt receptorokkal (GPCR). Emlésékben a TAAR13c
hianyzik, ezért a szerepét mas TAAR-ek veszik at. Ebben az esetben mas TAAR-okat
azonositottak szekvencialisan, melyek képesek a kadaverin felismerésére. A TAAR13c-
nek két f6 jellemzdje van, ami alkalmassa teszi a kadaverin megkétésére: egy negativan
toltott Asps s, — ami az amin felismerését szolgalja — és egy masodik aszpartat az 5.42-
es vagy az 5.43-as poziciéban. Ezeken a molekularis tulajdonsagokon alapuld
tanulmanyok hasonlé TAAR-okat azonositottak az emberben (TAAR6 és TAARS),



egérben (TAAR6 and TAARS8b) és patkanyban (TAAR6 and TAARS8a), melyek
reagalhatnak a kadaverinre. Emberben a TAAR1 leginkabb az agyban fejez6dik ki, és —
a TAAR2-vel egyitt — fontos szerepet jatszik az amin-indukalt leukocita valaszok
szabalyozasaban. A TAAR3, TAAR4 és TAAR7 pszeudogének, a TAARS nagy
érzékenységli szagloreceptor, a TAARG6 skizofréniaval és bipolaris betegségekkel
hozhaté Osszefliggésbe, mig a TAAR8 gyakran TAAR1 agonistakat és downstream
jelatviteli utakat befolyasol. A TAAR9 a human populacié nagyrészében funkcionalis
receptorként mikodik, habar a TAAR-ek altal befolyasolt feladatok és jelatviteli utak
nagyrészt ismeretlenek. Habar a TAAR csaldd mas GPCR-ekhez képest kevésbé
tanulmanyozott, egy legutdbbi tanulmany ravilagit a kapcsolatra a TAAR1 overexpresszio

és az emlédaganatos betegek tulélési esélye kozott, ami azt sugallja, hogy a TAAR

Epesav biotranszformécio és a litokélsav (LCA)

Az epesavak a maj hepatocitaiban szintetizalédnak koleszterinbdl. A két 6
elsédleges epesav — a kolsav (CA) és a kenodezoxikélsav (CDCA) — az emberi majban
képzédnek, majd taurinnal vagy glicinnel konjugalédnak. Az ionizalt epesav sok ezt
koévetéen az epehdlyagba jutnak, ahol koncentralodnak. Az epesavak hatékony
detergensek, étkezés utan kivalasztédnak a vékonybélbe, ahol elésegitik a zsirok és
zsiroldékony vitaminok bontasat, emésztését és felszivodasat. Az epesavak tébb mint
95%-a felszivddik a vékonybélbdl, és visszajut a majba, ahol Ujrahasznosul. Ezt a
folyamatot ,enterohepatikus koérforgas” -nak nevezziik, amely naponta 4-20 alkalommal
megy végbe. Habar az epesavak felszivédasa nagyon hatékony (95%), mégis 200-600
mg epesav sO hagyja el naponta az enterohepatikus korforgast és valik bakterialis
atalakitas szubsztratjava a bélben. Az epesavak atalakitasat epesav hidrolaz (BSH) és
hidroxiszteroid dehidrogenaz (HSDH) enzimek végzik, melyeket a baktériumok allitanak
elé. A masodlagos epesavak — dezoxikélsav (DCA) és LCA — a CA és a CDCA bakterialis
7a/B-dehidroxilacidjaval (7a/B-HSDH) keletkeznek.

A legfontosabb bakterialis epesav biotranszformacio a bélben a 7a-dehidroxilacio,
habar néhany anaerob bélbaktérium képes 7a-és 7B-dehidroxilaciéra egyarant. Az LCA
egy hidroféb masodlagos epesav, mely a CDCA 7a-dehidroxilacidjaval vagy az

urzodezoxikélsav (UDCA) 7B-dehidroxilacidjaval keletkezik a mikrobiom altal. A



dekonjugalt LCA nagyrésze tavozik a széklettel, ezért human székletmintakban

nagymeértékben fordul eld.

Az epesav-indukalt (bai) operon egy nagyfoku konzervaltsagot mutatd dsszetett
gén organizacios rendszer, amelyben a baiH kédolja az LCA eléallitasért felel6s enzimet
(3-dehidro-4-7B-oxidoreduktaz). Az LCA kulonbdz6 receptorokon keresztul fejti ki hatasat
(farnesoid X receptor, liver X receptor, pregnane X receptor, constitutive androstane
receptor, D vitamin receptor vagy G fehérje-kapcsolt epesav receptor). Ezeken a
receptorokon keresztiik az LCA szamos hatast kifejthet. Aktivalhat kiilénb6zé jelatviteli
utakat (sejthalal vagy tulélés), befolyasolja az energia haztartast, a gyulladasos
valaszreakciokat és megvédi a bélrendszer nydlkahartyajat a bakterialis fertézésektol

(antimikrobialis tulajdonsag).

A masodlagos epesavak - melyeket a bélfléra termel — megjelenik a periférias
szbvetekben, mint pl. a majban, vesében, szivben, ahol hormonszeri hatasokat valt ki.
A legdfrissebb tanulmanyok szerint szamos raktipussal, epekéképzddéssel, krénikus
gyulladasos betegségekkel allhat kapcsolatban. Az LCA szérumban lévé referencia
tartomanya 30-50 nM, habar a mellszévetben magasabb LCA koncentraciot (~1 pM)

allapitottak meg.



CELKITUZES

A bél mikrobiom altal termelt bakterialis metabolitok (kdztlk az LCA és a kadaverin)
jelentés szerepet jatszik a gazdaszervezet anyagcseréjében és energia haztartdsanak
szabalyozasaban, mikdzben szamos kiilsé és bels6 tényezén keresztil (étrend, higiénia,
immunrendszer stb.) a gazdaszervezet szintén képes szabalyozni a mikrobiomot. Ezek
a metabolitok — a véraram utjan — képesek eljutni és hatast gyakorolni olyan
tumorsejtekre, melyek az emberi szervezet tavoli részein helyezkednek el.
Ertekezésemben a mikrobiom-gazdaszervezet-emlédaganat kézétti  kapcsolatokat
vizsgaltam.

Céljaink voltak:

. Kilénbozé tipusi emlédaganatos sejtvonalakon tanulmanyozni az LCA

és a kadaverin hatasast.

e Azonositani a folyamatot, mely soran ezek a bakterialis metabolitok
kifejtik hatasaikat.

. Egérkisérletben vizsgalni a fent emlitett metabolitok bioldgiai hatasait,

valamint vizsgalni a tumor jellemzé&iben bekdvetkezé valtozasokat.
. Megmeérni az LCA szintjét eml6édaganatban.

. Megvizsgalni a metabolitokat termelé enzimek/baktériumok mennyiségét

emlédaganatos mintakban.



EREDMENYEK

A KADAVERIN HATASAI EMLODAGANATBAN
A kadaverin kezelés egerekben csékkenti a metasztazis képz6dést

Els6é lépésként vizsgaltuk 4T1-oltott (200000 sejt/egér) BALB/c egerekben a
kadaverin szajon at torténé adagolasanak hatasait. A kadaverin etetés (500 nmol/kg p.o.
g.d.) nem befolyasolta az primer tumorok szamat, de kisebb volt azok témege, valamint
mind a metasztazisok szamaban mind pedig témegében csdkkenés volt megfigyelhetd a
kadaverin-kezelt egerekben a kontroll egerekhez (sterilizalt csapviz adagolas) képest.

A kadaverin kezelés tovabba csokkentette a primer tumorok invazivitasat,
beszlrédését a kdrnyezé szdvetekbe. A primer tumorok szdvettani elemzése ravilagitott,
hogy a kadaverin kezelés csdkkenti az osztddd sejtek aranyat és a sejtmag alakjanak

valtozatossagat.

Vizsgaltuk, hogy a kadaverin kezelés megvaltoztatja-e a tenyésztett emlétumor
sejtek proliferacios képességét. Ot kiildnbdzé tipust emlétumor sejtvonalat hasznaltunk
kisérleteinkhez, melybél 4 human eredetii (MD-MBA-231, SKBR3, ZR-75-1 és MCF7),
mig a 4T1 egér eredetl sejtvonal. Az alkalmazott kadaverin koncentraciok megfelelnek
csokkentette a 4T1, MDA-MB-231 és SKBR-3 sejtek proliferaciojat és koldniaformalé
képességét, habar a valtozas nem tekinthet6 szignifikdnsnak. Fontos azonban
megemliteni, hogy a kadaverin kezelés nem volt hatassal a nem-transzformalt human
fibroblaszt sejtek proliferacios képességére. Az apoptézis vizsgalataval megallapitottuk
tovabba, hogy a kadaverin kezelés nem ndvelte az apoptotikus sejtek aranyat a

populaciéban, tehat a hatasat nem toxicitas utjan érte el.

A kadaverin visszaforditia az EMT folyamatat, és csOkkenti a sejtek invaziés
képességet
Tanulmanyoztuk, hogy a kadaverin kezelés &t tudja-e programozni a

mezenchimalis jellegii sejteket epitelialis jelleglivé. El6szor ECIS kisérlettel vizsgaltuk a



sejt-sejt és sejt-felszin kapcsolatokat. Kisérleteinkben a kadaverin kezelés novelte az
ellenallast, szorosabban kapcsolddd sejteket eredményezve. Eredményeink
megerdsitése érdekében az aktin halézat elrendez6désében bekdvetkezé valtozasokat
vizsgaltuk fluorescens festék segitségével. A kadaverin kezelés megvaltoztatta a 4T1
sejtek alakjat fibroblaszt-szeriirél macskaké-szerire, mely epitelialis jellegre utal. Mi tobb,

hasonlé valtozasokat figyeltiink meg MDA-MB-231 sejtek kadaverin kezelése soran is.

Hogy betekintést nyerjink a MET molekularis mechanizmusaba RT-gPCR
segitségéve EMT assay-t végeztink mindazon géneken, melyek vezérlik ezt a
folyamatot. A kezelés hatasasra csokkenést figyeltiink meg a sejtmozgasokat (MMP2,
MMP3, MMP9), proliferaciot (Tgfb3, FgFbp1, Erbb3, Er1) és sejt adhéziot (Krt14, Notch1,
CDH1, IgFbp4, Spp1) iranyitd gének expresszidjaban. Mi tébb,invaziés (Boyden-kamra),
sebzarodasi és immuncitokémiai kisérletlinkben kimutattuk, hogy a kadaverin kezelés
lassitotta a tenyésztett sejtek migracids képességeit és a 4T1, MDA-MB-231 és SKBR-3
sejtekben csokkentette az MMP9 fehérje expresszidjat.

Seahorse XF96 készUllékkel meghataroztuk tovabba a 4T1 sejtekben bekdvetkezd
energetikai valtozasokat kadaverin kezelés hatasara. A kezelés csokkentette a sejtek
oxigénfogyasztasat, ami az emlétumor sztréma sejtjeinek egyik jellegzetessége. Ezért
aldefuor assay segitségével vizsgaltuk a sejtek ,8ssejt-szer(iségét”, vagyis az ALDH-1
pozitiv sejtek aranyat a populacidéban. Mind 4T1 mind MDA-MB-231 sejtek esetében
kevesebb ,6ssejt-szer(l” sejt volt jelen a kadaverin kezelt populacidban a nem kezelt

sejtekhez viszonyitva.

A kadaverin TAAR receptorokon keresztiil fejti ki hatasait

A trace amin-kapcsolt receptor csalad felel6és a kadaverin hatasaiért. Habar a
legtébb TAAR tanulméany szaglassal kapcsolatos, léteznek tanulmanyok, melyek
Osszekapcsoljak a TAAR1-et emlédaganattal, illetve jelzik, hogy a magasabb TAAR1,
TAAR2, TAARS, TAARS and TAAR9 expresszié emlédaganatos betegekben magasabb
tulélési rataval tarsul.

Mivel a TAAR receptorok G-fehérije kapcsolt receptorok, ezért el6szor
megvizsgaltuk a TAAR-ok kdzrem(ikddését a kadaverin hatasban. 4T1 sejteket kezeltiink
egy NF449 nevi G-fehérje gatléval. A kezelés kisérleteinkben visszaforditotta a

kadaverin MET-szer(i hatasast. Ezt kovetéen MDA-MB-231 sejteket csendesitettiink
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TAAR1, TAARS és TAAR9 si RNS-ekkel. Mindharom TAAR csendesitése kivédte a
kadaverin MET-szer(i hatasast, a kadaverin kezelt sejtek csokkent MMP9 expresszidjat

pedig a TAARS és TAARS9 csendesitése volt képes ellensulyozni.

Elérheté adatbazisokban kerestlk az 6sszefliggést TAAR-ok és ez emlédaganat
k6zott. A TAAR1 és TAAR9 nem mutatott kapcsolatot, viszont a TAARS8 expresszio
csokkent értéket mutatott HELU (hyperplastic enlarged lobular unit) esetében
Osszehasonlitva TDLU-val (terminal ductal lobular unit). A TAARS kifejezédés eml6rakos
betegekben csokkent, és eltérés mutatkozott az egyes szdvettani tipusok esetében is: a
TAARS expresszi6 alacsonyabb volt tripla-negativ emlédaganatokban, mint a nem tripla-
negativ emlécarcinoma esetében. Trendszer(i TAARS8 expresszié csokkenés figyelhetd
meg ductalis in situ karcindmaban, mi tdbb, mind ductalis invaziv-, mind lobularis invaziv
carcinoma esetében csokkent a TAARS kifejez6dés dsszehasonlitva az egészséges
emlécsatornakkal. Osszefoglalva gy tiinik, hogy korai emlédaganatban TAARS
expresszio csOkken, és ez a csOkkenés a ftripla-negativ eml6daganatokban a

legkifejezettebb.

A kadaverin bioszintézis eml6daganatban lecs6kken

Vizsgaltuk tovabba az LdcC-t és CadA-t kédold6 DNS mennyiségét human
székletmintakban, annak érdekében, hogy kideritsik, valtozik-e a kadaverin
bioszintézisének mértéke emlétumorban. Osszehasonlitva egészséges 6nkéntesek
mintait eml&tumoros betegek mintaival, trendszeri csokkenést figyeltiink meg az E. Coli,
Enterobacter cloacae és Hafnia alvei baktériumfajok lizin dekarboxilazt kédolé génjének
mennyiségében, habar e valtozasok nem voltak jelentdsek. A csokkenés a 0. klinikai
stadiumban volt a legszembetiinébb.

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk az E. coli LdcC fehérje szintjét kontroll és 1. stadiumu
betegekbdl szarmazé székletmintakban. 1. stadiumu betegek székletmintajaban
csokkent LdcC fehérje expresszid volt megdfigyelhetd 6sszehasonlitva az egészséges
Onkéntesek mintaival. Ez az eredmény erfs 6sszefliggést mutat a korabban bemutatott
DNS mennyiség csokkenéssel.

GEO adatbazisban kerestik a kapcsolatot az LDC expresszié és a human
emlédaganat k6z6tt, melynek eredménye arra enged kovetkeztetni, hogy az LDC mRNS

expresszidjaban nincs kilénbség tumoros és kontroll egyének koézott, habar, az LDC

1"



kifejez6dése csokkent értéket mutat bazalis tipusi eml6daganatokban egészséges

emldszdvethez képest.

Végul kmplt.com adatbazisban vizsgaltuk, hogyan hat a LDC expresszios szintje a
tumoros betegek tulélésére. Az LDC szint valtozasa befolyasolja a tumoros betegek
tulélését, 1-es gradusu betegekben a magasabb LDC expresszid hosszabb tuléléssel
hozhaté kapcsolatba. Erdekes médon az LDC expresszi6 valtozasa nem befolyasolta az
ER PR paciensek tulélését, viszont a magasabb LDC kifejez6dés hosszabb tulélést

mutatott az ER* PR* csoportban.

AZ LCA HATASAI EMLORAKBAN
Az LCA egerekben csokkenti az eml6carcinoma agresszivitasat

4T1-oltott BALB/c egereken teszteltik az LCA hatasast. Az LCA-kezelt csoport 15
nmol LCA-t kapott szajon at minden nap, mig a kontroll csoport sterilizalt csapvizet
hasonlé médon. Eredményeink azt mutatjak, hogy az LCA kezelés cstkkentette a primer
tumorok beszlir6dését a kdrnyezd szdvetekbe, valamint az attétek szama is kevesebb

volt az LCA-kezelt csoportban.

Az LCA bioszintézise csékken korai eml6daganatban

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az LCA és az epesav metabolizmus hogyan
valtozik emlédaganatos allapotban. Az LCA a CDCA dekonjugalasaval, majd a 7.
szénatom dehidroxilaciéjaval keletkezik 7-HSDH enzim segitségével. A legtdbb
baktériumfajban a 7-HSDH-t egy komplex génorganizacids operon, a bai operon kédolja.

Kisérleteink azt mutatjak, hogy minden epesav — ko6zottiik a CDCA és LCA is —
csokkent mennyiségben van jelen emlédaganatos emberek szérumaban,
o0sszehasonlitva azokat egészséges onkéntesek mintaival. Mivel mind az elsédleges,
mind a masodlagos epesavak szintje cs6kkenést mutatott emlédaganatos szérumban,
ezért megvizsgaltuk a CDCA (az LCA szubsztratja) és LCA aranyat is human
szérumokban. Az LCA/CDCA arany szintén csokkenést mutatott emlédaganatos
mintakban, ez a csOkkenés az 1-es stadiumu betegek mintaiban volt a legmarkansabb,
mig a késdbbi staddiumokban ez az érték visszatért a normalis szintre, a 3. staddiumban

sokszor meghaladva azt.
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Annak tisztazasa érdekében, hogy az LCA bioszintézis hogyan valtozik meg
emlédaganatban, cohort 1. human széklet DNS mintékban vizsgaltuk a baiH ORF (felel6s
az LCA el6allitasaért) mennyiségét. Kisérleteinkben gPCR segitségével azonositottuk és
meértik a baiH ORF szintjét anaerob, Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumfajokban.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a Clostridium sordelli, Staphylococcus haemolyticus,
E. coli és Pseudomonas putida fajok baiH ORF-jének mennyisége lecsokken
emlédaganatos mintakban (6sszehasonlitva emlédaganatos mintakat kontroll mintakkal)
és a csokkenés a Pseudomonas putida esetében volt a legjelentésebb. Ez az eredmény
Osszefligg az alacsonyabb LCA és LCA/CDCA szinttel eml6carcinoma esetében. Az
emlédaganatos mintakon belill a legkifejezébb baiH csdkkenés a 0-s és 1-es stadiumu
emlédaganatos mintakban volt felfedezhetd, ahol a baiH ORF mennyisége Bacteroides
thetaiotaomicron, Clostridium sordelli, Staphylococcus haemolyticus, E. coli és

Pseudomonas putida fajokban szignifikans csdkkenést mutatott.
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MEGBESZELES

Napjainkig nem mutattak ki kézvetlen, ok-okozati kapcsolatot a mikrobiom és az
emlédaganatok kozott, habar szamos esettanulmany szamol be bizonyos kapcsolatrol
kozottik. Goedert és munkatarsai — &sszehasonlitva emlédaganatos betegek
mikrobiomjat egészséges dnkéntesekével — jelentésen kiilénb6zé mikrobiom dsszetételt
és kevésbé fajgazdag bélflérat taldltak az emlédaganatos mintakban. Mi tébb,
emlédaganatban valtozasok mutatkoznak az emlészbvetet kolonizald baktériumok
Osszetételében is. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az LCA és a kadaverin talan
az emld sajat mikrobiomja altal s keletkezhet, nem csak a bél mikrobiomja altal, habar, a
forrasok megoszlasa még tisztazatlan. Az emlédaganat és a mikrobiom kozotti
kapcsolatot tovabb er6siti az, hogy antibiotikum kezeléssel hoztak kapcsolatba az
emlédaganat kialakulasat/kidjulasat, és ez az Osszefiiggés férfiak esetében is fennall.
Mindezen eredmények alatdamasztjak a hipotézistinket a mikrobiom megvaltozasa és az

emldédaganat kialakulasa k6z6tti kapcsolatrol.

A kadaverin hatasai eml6daganatban

Egyéb biogén aminokkal ellentétben (spermin, spermidin, putrescin), a kadaverin
kevésbé tanulmanyozott. Irodalmi adatok alapjan a diaminok koncentracidja a
szérumban magasabb daganatos betegekben, mint egészséges O©nkéntesekben,
valamint a tumorok sebészi uton torténé eltavolitasa normalizalja a szérum diamin
szintjet. A megndvekedett putrescin  szint pozitiv Osszefliggést mutat a
tumorképz6déssel, habar a poliaminok kézremlkddése a daganatok fejl6désében nem
bizonyitott. A kadaverin szintje sokkal valtozatosabb: egyes tanulmanyok névekedésrdl,
masok trendszerli csokkenésrdl szamolnak be kulénbdzé daganattipusokban, am

napjainkig emlédaganatos betegekben nem vizsgaltak.

Tanulmanyunkban arra kerestik a valaszt, hogyan hat a kadaverin kilénb6zé
eml6carcinoma sejtek viselkedésére. Vizsgaltuk a kadaverin-vezérelt hatasokat
kiilénbdzé (egér és human) emlétumor sejtekben. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
normal szérum koncentracidhoz kozeli tartomanyban alkalmazott kadaverin

emlétumorgatld hatast fejt ki. A kadaverin kezelés megvaltoztatta a sejtek

14



modon gatolva az EMT-t. Tovabba sejtes és egérmodellben gatolta a sejtek invazidjat és

metasztazis képzését.

Szintén jelentés vaéltozast taldltunk a kadaverin kezelt sejtek oxigén
fogyasztasaban, igy arra kovetkeztettiink, hogy a kezelés talan eltolja a sejtek
metabolikus profiljat a ,forditott Warburg hatas” iranyaba, mely az ,6ssejt-szer(”

jellemzék csokkenésével jar egyltt.

A tanulmanyhoz — mely kapcsolatba hozza a TAAR1-et eml6daganatos paciensek
tulélésével — hasonldan, a mi kisérleteink is azt mutatjak, hogy a TAAR csalad (TAART,
TAAR2, TAARS5, TAARS8 és TAARO9) szerepet jatszhat a kadaverin antitumor hatésainak
kozvetitésében. Ezen feltevés megerdsitése érdekében vizsgaltuk a TAAR1, TAARS és
TAARY részvételét a kadaverin hatasaban. Ugy tlinik, hogy mindharom receptor részt
vesz a MET szabalyozasaban, de csak a TAARS8 és TAARS9 jatszik szerepet az MMP9
fehérje expresszids szintjeinek valtozasaban. Irodalmi adatok szerint a TAARS
mennyisége lecsokken 0. stadiumu emlérakban, és a betegség rosszabbodasaval egytt
tovabb csdkken. A rendelkezésunkre allé limitalt mennyiségl reagens és kisérleti minta
miatt nem zarhatjuk ki, hogy — azok mellett, amelyeket vizsgaltunk — mas TAAR-ok

kisebb-nagyobb mértékben kézremikoédhetnek a kadaverin hatédsainak kdzvetitésében.

Eredményeink azt mutatjak, hogy korai emlérakban a kadaverin bioszintézis gatolt.
Ez az eredmény sugallja, hogy korai emlédaganatban a bél mikrobiom
leegyszerlisddése/csOkkent fajgazdagsaga cstkkent mennyiségl antiproliferativ
bakterialis metabolit (pl. kadaverin) eléallitasahoz vezet. A legdrasztikusabb mikrobiom
valtozas 1-es stadiumu emlédaganatban volt megfigyelhet6, a kés6bbi stadiumokban a
kadaverin szintje visszaallt a normal értékre. A TAARS in silico adatai azt mutatjak, hogy
tumorokban a mikrobiom diszbiézisa vagy egyszerlisbdése mellett a kadaverin-érzékeld

rendszer expresszidja is valoszinileg csokken.

A bélrendszeren kivul human sejtek és a mell sajat szovete is eléallit kadaverint,
habar a forrasok (eml6szdvet, tumor, bélrendszer, gazdaszervezet) megoszlasa még
nem tisztazott. Eredményeink és tulélési analizisek (kmplot.com) azt mutatjak, hogy a
magas human LDC expresszié emlédaganatos egyénekben hosszabb tuléléssel tarsul.

Ezen eredmények tovabb erdsitik a kadaverin antitumor hatasardl alkotott képlinket.
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Az LCA hatasai eml6daganatban

Az LCA a bélrendszerben €16 baktériumok altal keletkezik, majd a vérkeringés utjan
az emlébe jut, ahol fontos szerepet jatszhat egy citosztatikus mikrokérnyezet
kialakitasaban. Az LCA kdztudottan sejthalalt indukal neuroblasztomaban, prosztata
rakban és MCF7 eml6tumor sejtekben. Mint azt korabban jeleztik, az altalunk
alkalmazott LCA koncentracié (1 uM) kozel all a tumorszovetben taldlhaté LCA
mennyiségéhez. Habar a forrasok aranya még nem teljesen tisztazott, valészinl, hogy
az LCA nem csak a bélrendszerben, hanem az emld sajat mikrofléraja altal is kialakul. In
vitro egérkisérleteink ramutattak, hogy az LCA — a kadaverinhez hasonléan — jelentésen
csoOkkentette a primer tumorok besziir6dését a kérnyezd szdvetekbe, valamint a tumor

attétképz6 képességét.

Ertekezésemben arra is kerestilk a valaszt, hogy mely baktérium fajok lehetnek
fontosak az LCA-vezérelt hatasok kialakitasaban. Goedert és munkatarsai kimutattak,
hogy emlédaganatban a mikrobiom a és 3 diverzitasa is valtozik, mig Ridlon csapatanak
kisérletei azt mutattak, hogy az anaerobmikrobak rendkivil fontosak a masodlagos
epesav termelésben, koztik az LCA termelésében is. Kisérleteink sordn mind az
anaerob, mind az aerob baktériumok populacidéjaban csokkenést tapasztaltunk az
emlédaganatos mintak esetében, kontroll mintékhoz viszonyitva. Mi tébb, mind az
elsédleges, mind a masodlagos epesavak szintje lecsékkent az emlé&tumoros mintakban,
valamit az LCA/CDCA aranya is cstkkent, amely a legjelentésebb az 1-es stadiumban
volt, szintje a késébbi stadiumokban normalizalédott. Ezek az eredmények jol
Osszefliiggenek Tang és munkatarsai eredményeivel, amely csokkent glikolitokélsav-
szulfat szintet mutat emlédaganatos mintakban. Osszefoglalva, ezen eredmények
felvetik mind az anaerob mind az aerob fléra k6zrem(ikddését a masodlagos epesav

termelésben, valamint a mikrobiom széles korii valtozasat bizonyitja emlédaganatban.
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OSSZEFOGLALAS

A mikrobiom és a gazdaszervezet kozott erés kapcsolat all fenn. A baktériumok —
melyek az emberi szervezet kulénbdz8 testlregeiben élnek — szamos metabolitot
termelnek (kozottik kadaverint és litokdlsavat), amelyek hatassal vannak a
gazdaszervezet anyagcseréjére és energia haztartasara. Kuilsé és belsd tényezdk
(étrend, személyes higiénia, genetika, kor) segitségével a gazdaszervezet is befolyasolja
a mikrobiom Osszetételét és mikodését. Szamos betegség, koztik az emlédaganat is
Osszefliggésbe hozhaté a mikrobiom Osszetételében és mikddésében bekdvetkezd

valtozasokkal.

A kadaverin — egy bioldgiailag aktiv diamin — L-lizin aminosavbdl keletkezik a
mikrobiom lizin dekarboxilaz nevi enzimje altal. A véraramon keresztul a kadaverin eljut
a test kulonbdz8 részeiben elhelyezkedd tumorsejtekhez. Habar kisérleteinkben a
képességét, képes volt a mezenchimalis jellegl sejteket epitelidlis jelleglvé alakitani.
Hogy a sejtek elnyerjék epithelialis jellegliket, mezenchimalis-epitelilis tranzicion (MET)
esnek at csokkentve azon gének kifejez6dését, melyek szerepet jatszanak a
sejtproliferaciéban, sejtmozgasban és invaziéban. A kadaverin kezelés a 4T1 sejtek
“Gssejt szerliségét” is csokkentette. Mi tébb, a kadaverin er6sitette a sejt-sejt kozotti,
illetve a sejt-felszin kozotti kapcsolatokat, ezaltal gatolva a migraciot. Ezek az
eredmények tovabbi megerdsitést nyertek azaltal, hogy 4T1 eml&tumorral beoltott
egerekben kadaverin etetés hatdsara csdkkent az elsédleges tumor beszlrédése a
kérnyezd szbvetekbe, csokkent a tumorok tdmege és az attétek szama is. Az elsédleges
tumorok hisztoldgiai elemzése ravilagitott, hogy a kadaverin csokkenti a tumoros sejtek
osztodasanak utemét, illetve a sejtmagok heterogenitasat. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a trace amin-kapcsolt receptorok (TAAR1, TAARS8, TAAR9) lehetnek a felel6sek a
kadaverin hatasaért. Ezen receptorok genetikai csendesitése kivédte a kadaverinnek
mind az epitelidlis-mezenchimalis tranziciéban (EMT), mind a matrix-metalloproteinaz-9
(MMP9) kifejez6désben bekdvetkezett hatasat. Metaadat-analizis azt mutatta, hogy a
TAARS csokkent szintjét mutatja korai emlédaganatban, ami a betegség el6érehaladtaval

tovabb csokken. Tovabba kmplot.com adatbazisban kerestiik a human lizin-dekarboxilaz
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(LDC) és az emlédaganat Osszeflggéseit. Azt talaltuk, hogy 1-es gradusu
emlédaganatban a magasabb LDC szint hosszabb tuléléssel Kkorrelal. Hogy
megerdsitsiik ezen Osszefliggéseket, megvizsgaltuk az LDC szintjét eml6daganatos
paciensek és egészséges Onkéntesek székletmintaiban. Az enzim DNS és fehérje szintje
is csOkkenést mutatott korai eml6édaganatos mintakban, 6sszehasonlitva az egészséges
onkéntesek mintaival.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy egy masik bakterialis metabolit, a litokdlsav (LCA,
masodlagos epesav) szintje hogyan valtozik egészséges dnkéntesek és eml6daganatos
paciensek szérum mintaiban. Szerettlink volna valaszt kapni arra a kérdésre is, hogy
mely baktériumfajok vesznek részt az LCA termelésében. Mas tanulmanyokkal
ellentétben ugy tlnik, hogy mind az aerob, mind az anaerob fléra részt vesz az LCA
szintézisben. Méréseink azt mutatjak, hogy a baiH ORF (mely az LCA termelésért felel6s)
korai stadiumu emlérakban szignifikans csokkenést mutat, 6sszehasonlitva kontroll
mintakkal. A vizsgalt human szérum mintak epesav 0sszetétele ravilagitott, hogy az LCA
szintjén kivil a telijes epesav szint és az LCA/CDCA arany is csokkent tumoros
betegekben, valamint a csokkenés az 1-es staddiumu betegekben volt a
legszembet(inbb.

Jelen disszertacid megerdsiti a felvetést, hogy a kadaverin és az LCA képes
megvaltoztatni az emlétumor sejtek tulajdonsagait, ezaltal a kadaverin és az LCA felkertil
az olyan bakterialis metabolitok listajara, melyek képesek befolyasolni a tumorképzddést.
Mindezen medfigyelések alatamasztjak a feltevést, miszerint a bakterialis metabolitok
képesek befolyasolni a tumorképzddést/névekedést olyan szervekben is, melyek az
emésztérendszertdl tavol helyezkednek el, habar ez a teriilet tovabbi kutatasokat igényel,
hogy teljességében megértsiik a kapcsolatot a mikrobiom és az emésztérendszeren kivil
elhelyezked® tumorok kozott.
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