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1. Bevezetés

1.1 Az emlorak epidemioldgiaja és kockazatbecslési lehetoségei

Az emldrdk a ndk korében vilagszerte az egyik leggyakoribb daganattipus, és napjainkig is
jelentds halalozasi oknak szamit. A GLOBOCAN 2022 becslése szerint évente tobb mint 2,3
millié 0j esetet diagnosztizalnak, melybdl kozel 670 000 halaleset kovetkezik. A globalis
el6fordulas novekedése tobb tényezore vezethetd vissza: az életmodbeli valtozasokra, a sziilési
mintazatok atalakulasara, az elhizds egyre gyakoribba valasara, a reproduktiv életszakaszok
megvaltozasara és a népesség Oregedésére. A betegség tovabbra is jelentds tarsadalmi terhet
jelent. A talélési aranyok régionként nagy eltéréseket mutatnak, ugyanis a magas jovedelmi
orszagokban a tulélés kedvezébb, mig az alacsonyabb erdforrasokkal rendelkez6 régiokban az

emlorak tovabbra is a haldlozas vezetd oka a nék kdrében a tobbi daganattipushoz képest!.

Az eml6tumor kialakuldsdban szerepet jatszanak genetikai, hormonalis, kornyezeti és
¢letmodbeli tényezdk. A legnagyobb genetikai kockazattal a BRCAI és BRCA2 gének 6roklott
mutacioi jarnak. Ezek fenndllasa tObb mint tizszeres emldrakkockazatot eredményez, és
gyakran agressziv, hormonreceptor-negativ daganatok kialakulasaval jar>. Hormonélis
tényezOk, példaul korai menarche, késéi menopauza vagy a nulliparitds szintén erésen novelik
az dsztrogénfiiggd emlérak kialakulasanak kockazatat®. Ugyancsak jelentds szerepe van az
¢letmodnak, ugyanis az elhizés, az alkoholfogyasztas, a dohdnyzas, a fizikai inaktivitdas mind
ndvelik a betegség eldforduldsat*®. Az emlé mammografiaval detektalt magas szdveti
denzitdsa szintén egy fontos rizikdfaktorként emlitheté meg a daganat kialakuldsa

szempontjabol’.

Az emlérak megeldzésének egyik kulcskérdése a megfeleld kockdazatbecslés, amely lehetové

t89. A jelenleg

teszi a megeldzo kezelések és a megfeleld szlir6vizsgalatok célzott alkalmazasa
rendelkezésre allo rizikobecsld eszkozok tobbféle metddust integralhatnak, példaul a klinikai-
epidemiologiai modelleket, genetikai teszteket, képalapu kockazatbecsld modszereket és
szdveti biomarkereket'®. A legelterjedtebb klinikai kockazatbecslé modellek kozé tartozik a
Gail-modell, amely életkor, menarche, els6 sziilés ideje, csalddi anamnézis és biopszias

elézmények alapjan hatdrozza meg az 5 és 10 éves emlérakkockéazatot'!. A Tyrer—Cuzick

(IBIS) modell ugyanakkor integralja a csaladi halmozodast, genetikai prediszpoziciot,



hormonalis tényezdket és mammografias denzitast is'>. A genetikai vizsgélat alapti modellek a
BRCAI/2, PALB2, CHEK2, ATM, TP53 és egyéb magas vagy kozepes penetranciaju gének
szekvenalasaval becsiilik meg a kockézatot, kiegészitve ezt sokgénes kockazati pontszamok
(polygenic risk scores, PRS) alkalmazasaval, amelyek tobb szdz alacsony hatdsu varianst is
belefoglalhatnak a kockazatbecslésbe!'>!*. Emellett elterjedten vizsgalnak még olyan szdveti
(Ki-67, 6sztrogén receptor — ESRI1, lysyl-oxidase - LOX, kollagén-1, -3, periostin - POSTN,
cyclooxygenase 2 - COX2, aldehyde dehydrogenase 1 - ALDHI) vagy szisztémas
biomarkereket, példaul tobbféle cirkulalé DNS fragmens, mammaglobin A/B, insulin-like
growth factor 1 (/GF-1) szérumszintjét, amelyek esszencialis kiegészitdi a tobbi kockazatbecsld

modszernek 324,

Végil, a mammografidas vizsgalat a betegség legelterjedtebb
sziirdmodszereként emlithetd, mely diagnosztikan til képes mérni az emld stromalis denzitasat.
Egészséges szovetben mért magas denzitds esetén Onalldéan akar négyszeres rizikondvekedést

jelezhet”?

. A mesterséges intelligencia (MI), kiilonosen a ’deep-learning’ és a modern
multimodalis modellek alkalmazasa alapvetéen 0j dimenzidt nyitott az emlordk személyre
szabott rizikobecslésében. Ezek az algoritmusok képesek a nagy méretli, heterogén
adatforrasok, példaul genomikai variansadatok, sokgénes rizikoprofilok, mammografids
nyersképek, digitalis szovettani textiraparaméterek és hosszabb id6tartamon at monitorozott
klinikai adatok egylittes analizisére. Ezen modellek eldnye, hogy olyan mint4zatokat,
interakciokat ¢€s rejtett logikai Osszefliggéseket képesek feltarni, amelyek a konvencionalis
rizikobecsld algoritmusok, példaul a logisztikus regresszid vagy Cox-modellek szamara nem
hozzaférhetok. Szamos vizsgalat igazolta, hogy a neuralis hal6zatokbdl, radiologiai felvételek
analizisére fejlesztett modellekbdl vagy sokgénes prediktor modellekbdl felépitett rendszerek a
kozéptava (5-10 éves) rizikobecslésben szignifikdnsan feliilmulhatjdk a jelenleg hasznalt
standard klinikai modszereket?®?” Az MI adaptiv tanulasi kapacitasa potencialisan lehetdvé
teszi a jovoben egy dinamikus rizikobecsldé modell kialakitasat is, amelyben az egyéni kockazat
idében frissithetd, reflektalva a hormonalis allapot, ¢letmod- és kornyezeti faktorok, egyéb
klinikai allapotjelzok valtozéasaira. Mindezek miatt az MI-alapi megkozelitések egyre inkdbb a
személyre szabott prevencid és rizikobecslés kulcsfontossagl elemeivé valnak. Tovabba, az
MI-alapt megkozelitések egészség-gazdasagtani szempontbdl is jelentds potencialt hordoznak,
ugyanis a pontosabb rizikobecslés hozzajarulhat a folosleges diagnosztikai beavatkozasok
szamanak csokkentéséhez, mikdzben lehetdvé teszi a rizikd alapjan torténd irdnyitott szlirési

stratégiak bevezetését, ahol a szlirés gyakorisdga és modszertana az egyén josolt kockazatdhoz
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igazithato®®. Mindazonaltal, a technologia klinikai alkalmazisa tobb modszertani és
infrastrukturalis kihivassal jar. A prediktiv teljesitmény és standardizalhatdsag nagymértékben
fiigg a modell-¢épitéshez hasznalt adatok mindségétdl és heterogenitasatdl, azonban jelenleg
hidnyoznak a globalisan elfogadott, standardizalt, ’benchmark’ adatszettek, amelyek lehetdvé
tennék a kiilonbozé MI-modellek reprodukélhato és objektiv dsszehasonlitasat?*°. A klinikai
ellatoegységek kozott tovabba jelentds a technikai €s populacids variabilitds, mivel
hasznalhatnak eltéré képalkotd protokollokat, a betegpopuléaciot pedig kiilonbozd etnikai és
genetikai hattérrel rendelkezd betegcsoportok jelenthetik®!. Emiatt a mesterséges intelligencia
jelenleg leginkdbb hibrid rendszerként értelmezhetd, amely predikcioit a genetikai
panelvizsgalatok, PRS-modellek, mammografidas denzitaselemzés ¢és biomarkerek
eredményeivel 0sszhangban, azok kontextusaban képes a legmegbizhatobban szolgaltatni. A
jovOben a standardizalt adatarchitekturdk, *benchmark’-adatbéazisok és prospektiv validacios
vizsgalatok kialakitasa kulcsfontossagu lesz ahhoz, hogy a mesterséges intelligencia valoban a

személyre szabott emlérak-megeldzés €s rizikobecslés meghatarozo pillérévé valjon.

A kockazatbecslés tehat meghatarozza, hogy mely egyénekben meriilhet fel célzott prevencios
beavatkozas, de 6nmagaban nem ad valaszt arra, hogy milyen bioldgiai folyamatokat kellene
befolyéasolni. Ehhez az emlérak molekularis heterogenitasanak megértése is sziikséges, mivel
az egyes altipusok eltérd jelatviteli halozataik és génexpresszids mintazataik alapjan eltérd

megel6zésiik és terapidjuk eltéréd mechanizmusokra épiil.

1.2 Az emlétumorok molekularis klasszifikacioja

Az emldrdk nem egységes betegség, hanem biologiailag és klinikailag is heterogén korkép,
amely szamos, eltérdé molekuldris altipusbdl all. A modern precizids onkoldgiai klasszifikacio
alapja a tumorok genomikai, metabolomikai, transzkriptomikai ¢és fehérjeexpresszios
jellemzoinek elemzésén alapul, amely lehetdové teszi a kiilonb6z0 biologiai viselkedésii
csoportok elkiilonitését, illetve teret nyithat az ujabb mesterséges intelligencia alapu
klasszifikacionak is*2. A klinikai gyakorlatban azonban jelenleg a legszélesebb korben hasznalt
felosztas az immunhisztokémiai markereken alapul, amelyek a hormonreceptor-statuszt és a
proliferacids aktivitast tiikkrozik®®>. Ennek megfeleléen négy fé alcsoport kiildnithetd el: a
luminalis A (ER+, progeszteron receptor - PR+, alacsony Ki-67, j6 prognozis), a luminalis B

(ER+, gyakran PR-, magas Ki-67, agresszivebb lefolyas), a human epidermal growth factor
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receptor type 2 - HER2+ (HER2 amplifikacio, gyors proliferacid, célzott kezelésre érzékeny)
és a tripla negativ emldrak (ER-, PR- és HER2-, biologiailag agressziv és heterogén csoport)*.
A génexpresszids profilok vizsgalata tovabbi finomitast tesz lehetéve, amelyet a PAMSO0 teszt
vezetett be. Ez alapjan 6t molekularis alcsoport kiilonithetd el: Luminal A, Luminal B, HER2+,
Basal-like és Normal-like. Ezek a csoportok nem csupan a prognézist hatdrozzak meg, hanem
azt is, hogy mely jelatviteli utak aktivak a tumorban, igy kiilonb6z0 terapids érzékenységet is
elére jelezhetnek. A basal-like és HER2+ altipusokban gyakoribb a genom instabilitas, a

fokozott proliferacio és az agressziv lefolyas, mig a luminalis daganatok differencidltabbak és

progresszidjuk hormonfiiggs®>.

A molekuléris klasszifikacio ezért alapvetd a prognozis megitélésében és a terdpids
dontésekben, de a kemoprevencid szempontjabdl is meghatarozé ugyanis a konvencionalis

kemopreventiv stratégidk nem minden altipus esetén azonos hatékonysaguak.

1.3 Klasszikus kemoprevencios megkozelitések és célcsoportjaik

A kockazatbecslés és a molekularis klasszifikacid egyre pontosabb eszkodztarai ugyan lehetévé
teszik a daganatos megbetegedésre vald hajlam predikcidjat és a daganatok progndzisara valod
joslast, am ennek valodi klinikai jelentdsége csak akkor érvényesiil, ha ez olyan prevencios
modszerekkel parosul, amelyek a malignus transzformdciot még annak korai, fiziologias
szoveti allapotdban képesek megakadalyozni. A kemoprevencid olyan farmakologiai
megkozelités, amely a daganatos folyamatok megjelenését megel6zd biologiai allapotok
modulalasaval torekszik csokkenteni a malignus transzformacié valoszintiségét és fenntartani
a normal szdveti funkciokat’®. A mddszer legfontosabb jelentdsége, hogy mivel a premalignus
sejtek még nem halmoztak fel olyan mértékli mutacios terhelést és mikrokdrnyezeti atalakulast,
mint a mar kialakult heterogén sejtallomanybol all6 daganatok, a normal sejtek miikddése
farmakoldgiai uton joval fiziologiasabb koriilmények kozott befolyasolhato*®3” Tovabba a
normal emlé epitheliumban a jelatviteli utak modulacioja joval kisebb dozisok mellett is hatasos
lehet, szemben a kialakult tumorokkal, ahol a jelatviteli hadlozatok redundansak, adaptivak, és a
tumorsejtek gyorsan rezisztenciat alakitanak ki. Ennek megfelelden a primer kemoprevencio 6
célcsoportjai azok az egyének, akiknél a daganat kialakuldsanak valosziniisége objektiven
emelkedett, ugyanakkor még nem all fenn klinikailag kimutathatd6 malignus elvaltozas. A

szekunder kemoprevencios kezelések célcsoportjat azok a paciensek képzik, akiknél
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kimutathatdé a premalignus 1¢ézi6 jelenléte, azonban annak malignus transzformacioja
farmakolégiailag gatolhato. Rajtuk kiviil, a kemopreventiv kezelés potencidlis célcsoportjaba
sorolhatoak azok a betegek is, akiket korabban sikeresen kezeltek mar emlddaganat miatt.
Esetliikben a tercier prevencid kiemelt jelentdségli, hiszen a kiujulds kockéazata évekig
megmaradhat. Ez utébbi két betegcsoport fokozott igényt tdmaszthat hossza tava farmakologiai
beavatkozéasra, mivel szamukra a daganat kiGjulasdnak megeldzése kozvetlen és erds
motivaciot jelent, mig sok egészséges, de magas rizikoju nd szdmara a hosszi tavu,

gyogyszeres, preventiv kezelés elfogadasa fenntartisokkal jarhat®®,

A klasszikus kemoprevencios megkozelitések elsdsorban a hormonérzékeny emldtumor
altipusok kialakulasanak megel6zésére iranyulnak. A szelektiv = Osztrogénreceptor-
modulatorok, mint a tamoxifen és a raloxifen, valamint az aromatazgatlok (pl. anastrozol)
bizonyitottan csokkentik az Osztrogénreceptor-pozitiv (ER+) emléradkok incidenciajat magas
kockazata ndknél***°. A Breast Cancer Prevention Trial eredményei szerint a tamoxifen akar
49%-kal képes csokkenteni az ER+ daganatok kialakulasat*'. Az aromatdz gatlok hasonléan
hatékonynak bizonyultak posztmenopauziban®’. Ennek ellenére alkalmazisukat jelentésen
korlatozzak a mellékhatasok: thromboembdlias kockazat, endometrium-karcindma, arthralgia,
menopauzilis tiinetek®. A legfontosabb hidnyossag azonban az, hogy ezek a kezelések nem
hatékonyak a hormonfiiggetlen daganattipusok, igy a HER2+ és kiilondsen a tripla negativ
emlérak megelézésében *#7. Mivel a triplanegativ daganatok az dsszes eset legalabb 15%-at
teszi ki ¢€s gyakran agressziv viselkedésli daganattipus, olyan alternativ preventiv
megkozelitésekre van sziikség, amelyek az 6sztrogén jelatviteltol fliggetlen modon gatoljak a
transzformacié korai folyamatait®®. A tripla negativ emldérdk megelzésében jelenleg
alkalmazott megkozelitések dontden nem specifikus farmakologiai kemoprevencion, hanem
kockézatcsokkentd stratégiakon alapulnak. Magas genetikai riziké esetén, kiilonosen BRCA1/2
mutacidhordozoknal, széba keriilhet a fokozott klinikai és képalkotod sziirés, valamint a
bilateralis rizikocsokkentd mastectomia, amely jelent0s kockazatcsokkenést eredményezhet,
ugyanakkor invaziv és csak jol definialt, magas rizikdju csoportokban alkalmazhato
megkozelités®. A triplanegativ daganatok biologiai agresszivitdsa, hormonreceptor-negativ
jellege és célzott preventiv és terapias lehetdségeinek korlatozottsdga miatt tovabbra sincs olyan

sz¢les korben klinikailag is elfogadott ¢s alkalmazott, jol toleralhatdé farmakologiai

kemoprevencios stratégia, amely kifejezetten ezen altipus kialakuldsanak megel6zésére
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iranyulna**>°

. Ez a terapias ¢és preventiv hianyteriilet kiilondsen indokolttd teszi olyan
hormonreceptor-fiiggetlen preventiv  célpontok azonositasat, amelyek a malignus

transzformécio korai folyamatait képesek befolyasolni.

A klasszikus hormonalapu kemoprevenci6 korlatai miatt kiilondsen értékesek azok a jelatviteli
rendszerek, amelyek a sejtciklust, differenciaciot €s széveti homeosztazist hormonreceptor-
statusztol fiiggetlentil szabalyozzak. A retinoid és rexinoid jelatvitel ebbe a kategoriaba tartozik,
mivel nuklearis receptorokon keresztiil tobb, tumorigenezis szempontjabdl relevans

sejtfunkcidt képes dsszehangoltan befolyasolni.

1.4 Retinoidok és rexinoidok alkalmazasa kemoprevencioban

A hormon receptor-fliggetlen daganatok megel6zésének igénye sziikségszerlien olyan uj
farmakologiai célpontok kereséséhez vezetett, amelyek az Osztrogén- és progeszteron
receptortdl fiiggetlen mechanizmusokon keresztiill képesek beavatkozni a malignus
transzforméacio korai folyamataiba. A retinoidok kemoprevencids alkalmazasa tobb évtizede
igéretes kutatdsi iranyként van jelen az onkoldgidban. Az A-vitamin-szarmazékok mar korai
allatkisérletes modellekben is képesek voltak mérsékelni a kémiai karcinogének altal kivaltott
tumoros transzformaciot, ami felvetette ezeknek a hatdanyagoknak prevencios célra valo
felhasznalhatosagat®'. A késébbi klinikai vizsgalatok sordn a fenretinid mérsékelni tudta az
emlddaganat kitjuldsdnak esélyét, ugyanakkor a hasznalhatosagat jelentdsen korlatozta

kedvezdtlen mellékhatas profiljad>3

. A retinoidokon beliill az egyik legigéretesebb 1j
alcsoportot a retinoid X receptor (RXR) agonistak, azaz a rexinoidok csaladja képezte, amelyek

a sejtmitkddés tobb, egymassal 6sszekapcsolt bioldgiai folyamatanak pleiotrop szabalyozoi.

Az RXR a nukledris receptor-szupercsalad kozponti tagja, amely tobb mint egy tucat partner
receptorral képes heterodimert alkotni. A heterodimerizacios partnerek lehetnek egyéb
ligandkotd partnerek, mint példaul VDR, PPAR, RAR, LXR, TR, PXR, ROR, FXR vagy
“arva”, sajat ligand nélkiili partnerek COUP-TF I, -II, NGFIB, NURRI1, MOR-1, EAR-2,
CAR>3. Az RXR-aktivacio képes a sejtciklus-szabalyozasara (p21, p27 szabélyozisa), a
terminalis differenciacio fokozésara, szabalyozza a lipid- €s gliikoz-homeosztazist, tovabba a
gyulladasos folyamatokat és a genomstabilitast is képes befolyasolni**>®. A bexarotene (Bex)

az els6ként engedélyezett és egyediili, klinikkumban is alkalmazott RXR-szelektiv agonista®’.
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Bar kezdetben a kutan T-sejtes limfoma kezelésére vezették be, preklinikai vizsgéalatokban a
rexinoidok az emlérak megel6zésében is igéretesnek bizonyultak, kiilonésen hormon receptor-
negativ modellekben, ahol a klasszikus hormonalis célpontii kemoprevenci6 hatastalan**>8, Az
MMTV-ERBB?2 transzgén egérmodell egy ER—/PR—, HER2+ emlétumor-modell, amelyben az
ERBB2/HER2 onkogén emlomirigy-specifikus expresszidja spontan emlddaganatok
kialakulasahoz vezet. Az MMTV-ERBB2 transzgenikus egérmodellben a bexarotene
szignifikdnsan késleltette vagy gatolta a tumorok kialakulasat, ami a hormonfiiggetlen
prevenci6 egyik legmeggy6z6bb bizonyitéka®’. A klinikai alkalmazast ugyanakkor korlatozza
a hatdéanyag dozisfiiggd mellékhatasprofilja (hyperlipidaemia, hypothyreosis, méjenzimek
szintjeinek emelkedése), amelyek jelentds akadalyt jelentenek foként a hossz tavh preventiv

alkalmazasaban’*.

A retinoidok ¢és rexinoidok kedvezdtlen mellékhatasai igy a kombinaci6 alapt kemoprevencio
fejlesztési iranyaba terelik a kemopreventiv megkdzelitésti kutatasokat, amelynek célja, hogy
ezeket a hatdanyagokat alacsonyabb, jobban toleralhatd doézisok mellett lehessen alkalmazni,

mikozben a hatdsossag akar szinergia utjan fokozhat6 egyéb szerek kombinalasaval.

Az egyik elsé és legkézenfekvobb megkozelités az 0sztrogén receptor-modulatorokkal valo
kombinalas volt, ahol az RXR-szelektiv szintetikus rexinoid (LG100268) kiilonbozo szelektiv
Osztrogén receptor moduldtorokkal (tamoxifennel, arzoxifénnel és acolbifénnel) kombinélva
egyliitt joval erdsebb proliferacio gatladst eredményezett, és tobb esetben gatolta a daganat
kialakuldsat, mint az egyes szerek egyenként>®®. Ezzel parhuzamosan egy maésik kutatasi irany
a szintetikus oleanan-triterpenoidokkal (CDDO-Me, CDDO-EA vagy CDDO-MA) valo
rexinoid kombinaci6é hatdsait térképezte fel. A triterpenoidok az oxidativ és gyulladasos
stresszre adott sejtvalaszt (Nrf2, NF-kB, STAT3) befolyasold hatdanyagok. Ezen hatbanyagok
rexinoiddal valé kombinalt alkalmazasuk sordn a proliferacio és az angiogenezis gatlasa volt
megfigyelheté®!. A rexinoidok és a nonszteroid gyulladasgatlo (NSAID) sulindac kombinalasa
a bélham polipképzdédésének szamottevd csokkenését eredményezte, mikozben a gyulladasos

t92. A retinoidok és cirkadian ritmus

¢s Wnt-kapcsolt jelatviteli aktivitas jelentdsen mérséklodot
fenntartasaért felelés melatonin kombinécidja tobb vizsgalatban is jelentés kemopreventiv
hatast eredményezett, tovabba a kialakult tumorok kezelése soran is elérhetd volt a tumorok

~78%-o0s regresszidja®®. A carvedilol (Carv) egy nem szelektiv B-adrenerg antagonista, mely az
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eddigi vizsgalatokban erdteljesen novelte a bexarotene antiproliferativ hatasdt mind ER+
emlétumor, mind ER-negativ, immortalizalt, normal emld epithel sejtvonalakban®*%. Korabbi
kutatdsok kimutattdk, hogy normal emld epithel sejtekben a bexarotene és carvedilol
kombinécioja fokozza az AT-rich interaction domain 1A (ARID1A) és a brahma-related gene 1
(BRG1) >SWItch/Sucrose Non-Fermentable’ kromatin remodellalé komplex komponenseinek
kifejezddését olyan enhancer régidokban, amelyek az epithelidlis fenotipust fenntarté génekhez
kotddnek, mikozben csokkenti a TGFp jelatvitelhez kapcsolt transzkripcids programok (pl.
FoxQl, KLF4, TGFBR2) aktivitasdt. Ezen mechanizmusok alapjan a kombinacid képes
stabilizalni a sejtpolaritast, csokkenteni az epithelidlis-mesenchymalis tranziciot (EMT),
mérsékelni a mesenchymalis markerek (N-cadherin — CDH?2, fibronectin-1 - FN) expressziojat

és novelni az epithelialis marker E-cadherin (CDH]) kifejezddését®*.

Bar a rexinoidok ¢és retinoidok egyéb hatéanyagokkal torténd kombindlasara szamos példa
sziiletett, ezek tObbsége nem alacsony, hosszu tdva preventiv alkalmazasra is reélisan
toleralhat6 dozistartoméanyban késziilt, és a kombinaciok donto részénél a szisztematikus dozis—
hatéas alapt szinergiavizsgalat is hidnyzik. A bexarotene és carvedilol esetében rendelkezésre
allnak olyan adatok, amelyek igazoljak a kombinaci6 szinergikus voltat, mas kombinaciok
esetében azonban tovabbra sem egyértelmii, hogy a megfigyelhetd hatasok szinergikus vagy
additiv modon érvényesiilnek az egyes szerek néllo alkalmazaséhoz képest®.

A bexarotene és carvedilol kombinécidjara vonatkoz6 eldzetes eredmények alapjan, két Uj
kutatési irany bizonyulhat kiilondsen igéretesnek. Egyrészt sziikkséges a monoamin jelatvitel
bexarotene ¢és carvedilol kozotti szinergikus kdlesonhatasban kulcs-szerepet jatszo molekularis
mechanizmusok azonositasa ¢és karakterizdlasa. Végiil, az emlémirigy extracellularis
matrixanak és az azt formalo regulatoroknak a vizsgélata is fontos szerepet tolthet be a rexinoid

alapti kombinaciok hatdsmechanizmusanak megértésében.

1.5 A monoamin jelatvitel szerepe és lehetoségei a hormonfiiggetlen
kemoprevencioban

A hormonokt6l és ndvekedési faktoroktol fiiggetlen utvonalak egy masik fontos €s alulértékelt

eleme a monoaminok jelatvitele. A bexarotene €s carvedilol k6zotti szinergia arra utal, hogy a
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rexinoidok normal emld epithel sejtekre kifejtett hatdsa jelentdsen befolydsolhato kiilonb6zo
monoaminerg modulatorokkal®®. A carvedilol nem csak p-adrenerg antagonista, hanem tobb
egy€b monoamin-receptor altipushoz (pl. ai-adrenerg, 5-HT24, 5-HT2, 5-HT>c, 5-HTs) és a
szerotonin (5-HT) transzporterhez (SERT) is mutat affinitast a GtoPdb és ChEMBL

farmakologiai adatbazisok alapjan®t-6?

. Ez a megfigyelés felveti a 5-HT-, vagy egyéb
monoamin receptorcsaladokra hatd hatdéanyagok rexinoiddal vald6 kombinalasat is
kemopreventiv megkdzelitésbdl. A 5-HT-, dopamin-, hisztamin- és muszkarinos acetyl-cholin
receptorok kozos jellemzdje, hogy a legkonzervaltabb G-fehérje-kapcsolt receptor (GPCR)
csaladokként monoamin jelatvitel utjan a sejtek alapvetd allapotvaltozasait szabalyozzak tébb

szervrendszert dsszefogd homeosztatikus médon®-""

A monoamin receptorokhoz asszocidlt G-fehérjék receptor-aktivaciot kovetéen o és Py
alegységekre esnek szét, és mindkét komponens 6nallo jelatviteli funkcidt tolt be. A Gs-hez
kapcsolt receptorok esetén az a alegységek aktivaljak az adenylate-cyclase enzimet, novelve a
cyclic-adenosine-monophosphate (cAMP) szintet és protein kinase A (PKA) aktivaciot
indukélva, ugyanakkor a cAMP/PKA utvonal szabalyozza az Erk 1/2 aktivitasat is. A Gi-
fehérjék ezzel szemben csokkentik a cAMP-képzddést az a; alegységen keresztiil, mikdzben a
By alegységek képesek kozvetleniil aktivalni a phosphoinositide-3-kinase-t (PI3K),
phospholipase-C-B-t (PLCP) vagy a mitogén-asszocialt kindz (MAPK) Gtvonalakat, igy csupan
né¢hany receptor izoforma szimultdn stimuldlasabol fakadoan is kialakulhatnak egymaéssal
ellentétes iranyu jelaramok. A Gg/11 tipusu receptorok a PLCP aktivalasan keresztiil inositol-
monophosphate- (IP3) és diacyl-glycerol (DAG) képzddéshez vezetnek, amelyek a Ca?*-
felszabadulast és a protein kinase C (PKC) izoformak aktivaciojat eredményezik, mely tobb
ponton keresztiil kapcsolodik az Erk-, c-Jun N-terminal kinase (JNK)- és p38-kinase-okhoz,
valamint a RhoA/ROCK halézathoz’'. A jel intenzitasat és idébeli lefutasat a B-arresztin
fehérjek is alakitjadk, mivel egyrészt receptor-phosphorylacié utjan hozzajarulnak a GPCR
internalizacidjahoz és deszenzitizacidjahoz, masrészt dnalloan mikodve képesek G-fehérje-
fliggetlen modon aktivalni példaul az Erk, JNK vagy Akt jelatviteli Gtvonalakat’>’>. A
kiilonb6z6 monoamin receptor izoformak ezért gyakran mutatnak jelatviteli bias-t, amelyben
egy adott receptor preferaltan egyik vagy masik jelatviteli kaszkadot aktivalja, mely els6sorban
a receptor ligand kotésre specifikus konformaciés valtozasain mualik’+”>. A G-fehérje altal

kozvetitett €s a B-arresztin altal kdzvetitett itvonalak nem pusztan egymas alternativai, hanem
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részben egymast moduléld, egy- vagy tobb iranyba mutat6 utvonalak. Ebbdl kovetkezden, a 5-
HT receptorok jelatvitele valdjaban egy dinamikusan integralodd halézatként mikodik,
amelyben a receptor altipus, a kotddo ligand, a G-fehérje alegységek disszociacidos mintazata
¢s a B-arresztin fehérjék miikodése egyiittesen hatdrozza meg a sejtben kialakul6 jelatviteli

valaszt és a receptor stimuladciora adott bioldgiai valaszt.

A 5-HT mellett tobb mas monoamin rendszer is potencidlisan célozhatd jelatviteli rendszerként
emlitheté az emlddaganatok kialakuldsanak megelézésére, az eddigi szakirodalmi anyagok

alapjan. A dopaminerg rendszer példaul elsdsorban a prolaktin hormonhoz kapcsolhato

crer

crer

laktacié eldtti differenciacioban’®. A hisztamin jelatvitel komponensei koziil mind a négy
hisztamin receptor (H1-H4) expresszalédik normal emlé epithel sejtekben, tovabba mérhetd
mennyiségli endogén hisztamin taldlhaté ezekben a sejtekben, jellemzdéen alacsonyabb
mennyiségben, mint az emlétumor sejtekben’’. Mig korabbi vizsgalatok alapjan a hisztamin
nem valt ki jelentds valaszt normal sejtekben, a tripla negativ tumorsejtekben dozisfiiggd
modon képes serkenteni vagy gatolni a proliferaciot. Magasabb koncentracidoban sejtciklus
blokkolo, differenciaciot eldsegitd €s apoptdzist fokozd hatast valt ki, tovabba ndveli a reaktiv

oxigéngyokok megjelenését’’

. A muszkarinos acetyl-cholin receptorok (M1, -2, -3) elsésorban
emlétumorokban mutatott fokozott kifejezddésiik, proliferacidt és angiogenezist serkentd
hatasuk alapjan emelkednek ki, mint terdpias célpontok. Ezen receptor csaladok célzott
modulalasa gyakori, alacsony dozisu kezeléssel hatékonyan gatolta a tumorsejtek osztodasat,
tovabba két gyakorta hasznalt kemoterdpias szer, a paclitaxel és doxorubicin tumorellenes
hatasa is kapcsolhaté részben a muszkarinos acetyl-cholin receptorok gitlasahoz’®®°. Az
adrenerg receptorok tekintetében normal emld epithel sejtekkel (MCF-10A és HBL-100)
végzett kisérletek azt bizonyitottak, hogy ezek a sejtek viszonylag magas :-adrenerg receptor
(ADRB2) expresszioval és erds Gy/cAMP viélasszal rendelkeznek, mig az oe-receptor
kotohelyek szdma joval alacsonyabb, és epinephrin vagy [-agonistdk (isoproterenol,
salbutamol) hatasara csokken a proliferacio, mérséklddik a migracio és fokozodik a sejt—matrix
adhézid, részben mesenchymalis-epithelialis atrendezédéssel (MET)!. Ezzel szemben tobb

eml6tumor sejtvonalban (példdul MCF-7, MDA-MB-231) relativ . adrenerg receptor

expressziobeli csokkenés €s oz-adrenerg receptor tilsuly figyelhetd meg a normal sejtekhez
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képest. Ezekben a sejtekben az epinefrin az oz-adrenerg receptoron keresztiil, Erk-aktivacio
révén fokozta a proliferaciot, mig szelektiv B-agonistak ugyanezekben a sejtekben inkabb gatld
hatast mutattak. Az o.-antagonistak, példaul a rauwolscin tumorndvekedést mérsékld hatdst
mutatnak in vivo xenograft modellekben®?. Retrospektiv vizsgalatok alapjan megéllapithato,
hogy a P-adrenerg receptor antagonistak hasznalata képes volt csokkenteni a tripla negativ
emlddaganat kialakulasanak rizikojat, tovabba tripla negativ emlddaganatos betegek esetén
képes elnyujtani a recidiva- és progresszid mentes idészakot €s az emldtumorra vonatkoztatott
talélés esélyét is emelni®>®4,

Osszefoglalva, az utobbi évek eredményei egyre vildgosabban mutatjak, hogy az emld
hamsejtek viselkedése nem kizardlag hormonalis és novekedési faktor altal vezérelt folyamatok
eredménye, hanem érzékenyen reagal olyan monoaminerg jelzésekre is, amelyek az adrenerg-,
5-HT-, dopamin- ¢és hisztamin rendszerekhez kétddnek. Mivel ezek a monoamin jelatviteli
utvonalak mindegyike jelentds szerepet tolt be a proliferaci6 szabalyozasdban, a normal
epitheliumban betdltott funkcidik megértése alapvetd jelentségli a korai transzformaciod
megakadalyozasahoz. A rexinoidok pleiotrop hatasprofilja, valamint az a megfigyelés, hogy
egyes monoaminerg modulatorok, példdul a carvedilol képes szinergikusan fokozni a
bexarotene antiproliferativ hatasat, arra utal, hogy a nuklearis receptorok és a GPCR-alapu
jelatviteli rendszerek kozott eddig alulértékelt funkcionalis kapcsolat allhat fenn. Ennek
feltarasa olyan 0j prevencios stratégidk alapjat teremtheti meg, amelyek a jelenlegi hormon
receptor-fliggd megkdzelitéseknél szélesebb betegpopulacioban alkalmazhatok és alacsonyabb

dozisok mellett is hatékonyak lehetnek.

A monoaminerg rendszerek koziil a szerotonin jelatvitel kiilondsen relevans kiindulopontot
jelentett, mert egyszerre rendelkezik jol ismert farmakoldgiai eszkdztarral és kevéssé feltart
periférias, epithelialis funkciokkal. A szerotonin rendszer vizsgalata lehetdséget ad arra, hogy
elkiilonithetd legyen a sejtfelszini GPCR-medialt jelatvitel, a transzportfolyamatok és az
intracellularis monoamin-metabolizmus lehetséges szerepe. Ezért a kovetkezd alfejezet a

szerotonin homeosztazis €s jelatvitel emlohamsejtekben relevans komponenseit részletezi.
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1.6 A szerotonin jelatvitel és homeosztazis szerepe az emlosejtek
mikodésében

A szerotonin, mas néven 5-hydroxytryptamine (5-HT), klasszikusan neurotranszmitterként
ismert molekula, ugyanakkor a kdzponti idegrendszeren kiviil szamos periférids szovetben is
lokalisan termelddik és autokrin vagy parakrin szabdlyoz6 faktorként miikodik. A periférias 5-
HT legnagyobb része nem neuronalis eredetii, hanem els@sorban enterochromaffin sejtekhez,
thrombocytakhoz és kiilonbozd epithelialis szdvetekhez kapcsolédik ®°. Emiatt a szerotonin
biologiai szerepe nem korlatozhatdé a neurotranszmisszidra, hanem részt vesz a vaszkularis
tonus, a thrombocyta-aktivacio, a bélmotilitds, az immunvdalasz, a csontanyagcsere €s a

mirigyhamok miikddésének szabalyozasiban is®¢.

Az emlOmirigy szempontjabol kiilondsen fontos, hogy a hamsejtek maguk is képesek 5-HT
eldallitasara (1. ébra), igy a szerotonin lokalis szdveti homeosztazist szabalyozo faktorként
értelmezhetd, nem pusztin szisztémasan érkezd jelként®’. Kordbbi emlémirigy-vizsgalatok
alapjan az eml6ham eredetli 5-HT fontos szerepet jatszik a laktacidos homeosztazisban, a tight
junction-0k szabalyozasdban, a tejtermelés visszacsatolt kontrolljadban és az involucid

elinditasaban®®%?,

A 5-HT bioszintézise triptofanbdl indul ki. A folyamat sebességmeghatirozo 1épését a
tryptophan hydroxylase enzimek katalizaljak. A kozponti idegrendszerben els6sorban a TPH2
izoforma, mig periférids, nem neuronalis szovetekben dontéen a TPHI izoforma felelds a 5-
hydroxytryptophan képzédéséért®. Ezt kdvetden az aromatic L-amino acid decarboxylase
alakitja at a 5-hydroxytryptophan-t 5-HT-na. Az emldmirigyben a TPHI expresszidja
kiilonosen a laktacidval és az involacidval 6sszefiiggésben jelentds, ami azt tdmasztja ala, hogy
a szerotonin lokalis termelése funkciondlis jelent6séggel bir a mirigyham 4allapotanak
szabélyozasdban®”%. TPHI-hidnyos vagy 5-HT-szintézist modosité modellekben megvaltozik
az epithelialis ’barrier’ funkci6, a ’tight junction’ dinamika és a laktacids adaptacio. Ez arra

utal, hogy az emldham altal termelt 5-HT aktiv szoveti szabalyoz6 mechanizmus része.
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Szelektiv receptor modulatorok
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1. abra: Az emldsejtek szerotonin homeosztdzisanak sematikus dttekintése. A jelatvitelt befolydsolo
elemek mellett az egyes farmakologiai beavatkozasi lehetéségek is jeloltek piros kiemeld szinnel.
(Transzglutaminaz 2 — TG2, diacyl-glycerol — DAG, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate — PIP2,
phosphatidylinositol  3,4,5-trisphosphate, Cyclic adenosine monophosphate — cAMP, reaktiv
oxigéngyokok — ROS, calcineurin — CaCN, phosphoinositide 3-kinase — PI3K, 7 transzmembran
receptor — 7TM receptor)

A 5-HT sejten beliili és sejten kiviili eloszlasat tobb, egymassal dsszekapcsolt mechanizmus
szabalyozza (1. abra). A legismertebb komponens a szerotonin transzporter (SERT), amelyet
az SLC6A4 gén kodol. A SERT nagy affinitast, natrium- és kloridfiiggd transzporter, amely
els6sorban az extracellularis térbdl veszi vissza a 5-HT-t a sejtekbe. Neuronalis kornyezetben
ez a szinaptikus jel lezarasdnak f6 mechanizmusa, de periférids sejtekben is hasonléd logika

szerint szabalyozza a lokalis 5-HT elérhetdségét™

. A SERT gatlasa szelektiv szerotonin-
visszavétel gatlokkal (SSRI) megnoveli az extracellularisan elérhetd 5-HT mennyiségét,

mikozben csokkentheti a sejtekbe juto és ott lebomld szerotonin mennyiségét.

Fontos ugyanakkor, hogy a 5-HT sejtekbe torténd bejutisa nem kizardlag SERT-fiiggd

folyamat. A klasszikus monoamin transzporterek kozé tartozik a SERT mellett a dopamine
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transzporter (DAT), amelyet az SLC6A43 gén kodol, valamint a norepinephrine transzporter
(NET), amelyet az SLC6A42 gén kodol. Ezek elsédleges szubsztratja eltérd, de a monoamin
transzporterek kozott részleges szubsztrat-atfedés lehetséges, igy bizonyos sejttipusokban a
DAT és a NET is hozzajarulhat 5-HT transzporthoz’°. Ezen kiviil 1éteznek ugynevezett "uptake-
2’ tipusu, alacsonyabb affinitasu, de nagyobb kapacitdsu transzportmechanizmusok is. Ide
tartoznak a szerves kation transzporter csalad tagjai, kiilondsen az OCTI, OCT2 és OCT3,
valamint a ’plasma membrane monoamine’ transzporter (PMAT), amelyet az SLC2944 gén
kédol. Ezek a transzporterek nem szelektivek egyetlen monoaminra, hanem tobb biogén amin,

koztiik a 5-HT, dopamin és noradrenalin sejtfelvételét is kozvetithetik 22,

A sejten beliilre juto 5-HT tobbféle sorsot kovethet (1. abra). Egy része vezikuléris
kompartmentekbe keriilhet, ahol a vesicular monoamine transporter csalad tagjai, kiilonosen a
’vesicular monoamine transporter-2’ (VMATZ2), szerepet jatszhatnak a monoaminok
metabolizaloédhat. A 5-HT oxidativ dezamindldsa sordn 5-hydroxyindoleacetaldehyde
keletkezik, amelybdl aldehyde dehydrogenase kozremiikodésével 5-hydroxyindoleacetic acid
képzoédik. A monoamin-oxidaz altal kozvetitett metabolizmus soran reaktiv oxigéngyokok is
keletkezhetnek, ami 0sszekoti az intracellularis 5-HT felvételt az oxidativ stresszel és a DNS-
kérosodassal®®?°. Ebbél kdvetkezéen ugyanaz a molekula eltérd bioldgiai valaszt vélthat ki attol
fliggden, hogy extracelluldrisan receptorokat aktival, vagy intracellularis metabolikus

utvonalakba kerul.

A 5-HT intracellularis hatdsaihoz a szerotonildcio folyamata is hozzatartozik (1. abra). A
szerotonilacid egy transzglutamindz-2 enzim Aaltal katalizalt kovalens moddositas, amelynek
soran a 5-HT glutamin oldalldncokon keresztiil kotédik kiilonbozo célfehérjékhez. Ez a
folyamat kalciumfiiggd és a sejten beliil rendelkezésre all6 5-HT-t hasznalja fel”>. A
szerotonilacido gyakran az érintett fehérjék tartds aktivacidjahoz vezet a klasszikus receptor
medialt jelatviteltdl fliiggetlen moédon. A szakirodalomban leirt szerotonilalt fehérjék kozott
azonositottak GTP-azokat, példaul a RHOA és a RAB fehérjecsalad tagjai, amelyek

t*4. Ezen tilmenéen a

befolyésoljak a sejtek motilitasat és a membran komponensek forgalma
szerotonilacid epigenetikai szinten is képes hatast kifejteni, mivel a hisztonfehérjék, példaul a

H3 hiszton is célpontja lehet ennek a poszttranszlaciés médositasnak®. A szerotonilacio

crer
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doktori munka kozvetlen targyat. Ugyanakkor ezen mechanizmus figyelembevétele fontos
lehet a 5-HT intracellularis hatasainak teljesebb értelmezéséhez, és potencidlisan 1) kutatési

iranyt jelolhet ki jovébeni vizsgalatok szamara.

A 5-HT extracellularis hatasait tobb receptorcsalad kozvetiti (1. abra). Emlésokben 14 f6 5-HT
receptor altipus ismert. Ezek koziil a 5-HT3 receptor ligandkapuzott ioncsatorna, mig a tobbi 5-
HT receptor G-fehérje-kapcsolt receptor. A 5-HT receptorcsalad tagjai dontéen Gi-fehérjéhez
kapcsolodnak, ¢és altalaban csokkentik az adenylate cyclase aktivitasat, ezaltal mérséklik a
cAMP-szintet. A 5-HT> receptorcsalad tagjai Gg-kapcsoltak, igy a phospholipase C aktivacidjan
keresztiil inositol trisphosphate és diacylglycerol képzddést, intracellularis Ca** mobilizaciot €s
protein kinase C aktivaciot valthatnak ki. A 5-HTy, 5-HTs és 5-HT7 receptorok Gs-kapcsoltak,
ezért az adenylate cyclase aktivaldsan keresztiill cAMP-szint emelkedést és protein kinase A
aktivaciot indukalnak. A 5-HTs4 receptor jelatviteli kapcsoltsaga kevésbé egyértelmii, de tobb

rendszerben Gi-asszocialt gatld jelatvitellel hozzak dsszefiiggésbe’*?%%7,

A 5-HT receptorok farmakologiailag széles korben célozhatdéak. A 5-HTisiup receptor
agonistak, példaul a triptanok, migrén kezelésében alkalmazott gyogyszerek. A 5-HT3 receptor
antagonistak, példaul az ondansetron, granisetron és palonosetron, az onkologiai gyakorlatban
is jelentdsek, mivel kemoterapia-indukalt hanyinger és hanyas megeldzésére hasznéljak éket’®.
A 5-HT; receptor agonistdk ¢és antagonistdk els@sorban gastrointestinalis motilitasi zavarok
kezelésében meriiltek fel®”. A 5-HT>4 receptor antagonistak tobb atipusos antipszichotikum és
antidepresszans hatasprofiljaban szerepet jatszanak'®. A 5-HT:c receptor moduldcidja az
étvagy, testsuly és hangulati szabalyozas teriiletén bir jelentdséggel'®'. A 5-HT; receptor
farmakologiai célzasa els6sorban kozponti idegrendszeri, cirkadidn, fajdalom- ¢és
hangulatszabalyozasi 0sszefiiggésekben meriilt fel, de periférias epithelialis szerepe sokkal

kevésbé feltart’*%.

A 5-HT rendszer farmakologiai modulacidja tehat tobb szinten torténhet (1. dbra). A szintézis
gatolhatdé TPHI-inhibitorokkal, ami csokkenti az endogén periférias 5-HT képzdodését. A
transzport befolydsolhatd SSRI-kkel, serotonin-norepinephrine reuptake inhibitorokkal
(SNRI), triciklikus antidepresszansokkal. A receptorok agonistdkkal vagy antagonistdkkal
célzottan aktivalhatok, vagy blokkolhatok. Az intracellularis lebontds monoamin-oxidaz
gatlokkal modosithatdo. A 5-HT rendszer ilyen tobbszintli farmakologiai befolyasolhatosaga

magyarazza, hogy a klinikumban mar régéta alkalmazott gydgyszercsoportok, kiilondsen az
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SSRI-k, SNRI-k, triptanok, 5-HT3 antagonistak, antipszichotikumok és egyes gastrointestinalis
hatdsu szerek potencidlisan nemcsak neuroldgiai vagy pszichiatriai indikaciokban, hanem
periférias szoveti jeldtviteli kontextusban is biologiai hatéssal birhatnak’*¢. Az emlészdvetben
a szerotonin homeosztazis kiillondsen Osszetett, mert a 5-HT egyszerre szabalyozhatja a
involucios valaszat. Laktacid sordn a tejtermelés €s az alveolaris fesziilés visszacsatolt modon
kapcsolodik a helyi 5-HT képzédéshez!®?. A lokalisan termelt 5-HT képes a tight junction-6k
megnyitasara, a transepithelialis gradiensek megvaltoztatdsara és a tejfehérje-termelés
szabalyozasara. Ezzel a 5-HT egy olyan autokrin-parakrin negativ visszacsatolasi rendszert
alkot, amely a tejtermelés mennyiségét és az emléham funkciondlis allapotat a lokalis
igényekhez igazitja!®1%*. A 5-HT ezen tul a *parathyroid hormone-related peptide’ indukciojan
keresztiil a laktacios kalcium-homeosztazis szabalyozéasaban is részt vehet. Ezek a folyamatok
eltérd receptorokhoz kapcsolodhatnak, példaul a tight junction szabalyozéasban a 5-H77, mig a

kalcium-homeosztazisban a 5-HT> receptorok szerepe meriil fel®’.

A szerotonin homeosztazis zavarai ezért elméletileg a normal eml6hdm fiziologias miikodését
¢s a korai transzformaciora valo érzékenységet is befolyasolhatjak. A lokalis 5-HT termelés, a
transzporteraktivitds €s a receptor expresszids mintazat egyiittesen hatirozza meg, hogy a
sejtben proliferaciot, differencidcidt, stresszvalaszt vagy barrier funkciot modositd hatds
dominal. Ebbdl a szempontbol a SERT-gatlas kettds biologiai jelentdséggel birhat. Egyrészt
novelheti az extracellularis 5-HT elérhetdségét, amely fokozhatja a sejtfelszini receptorokon
keresztiil zajlo jelatvitelt. Masrészt csokkentheti az intracellularis 5-HT felvételt és lebontast,
ezaltal mérsékelheti a monoamin-metabolizmusbdl eredd oxidativ stresszt. Ez a kettdsség
magyarazhatja, hogy az SSRI-k emlddaganat-kockdazattal val6 kapcsolatat vizsgalo retrospektiv
klinikai tanulményok miért mutatnak részben ellentmondésos eredményeket. A klinikai hatés
valoszinlileg nem egyetlen tényez6tol fiigg, hanem a haszndlt SSRI tipusatol, SERT-
affinitasatol, egyéb receptorokra gyakorolt off-target hatasaitol, a beteg hormonalis allapotatol,
az emldszovet receptorprofiljatol, valamint a daganat vagy premalignus szévet molekularis

altipusatol is.

Osszességében a 5-HT jelatvitel emldszoveti szerepe olyan tobbszintii szabalyozo halozatként
értelmezhetd, amelyben a TPHI-fiiggd lokalis szintézis, a SERT és alternativ monoamin

transzporterek altal szabalyozott sejtfelvétel, a MAO-fiiggd intracellularis lebontas, valamint a

21



Gs-, Gi- és Gg-kapcsolt receptorok altal kozvetitett jelatvitel egylittesen hatdrozza meg a sejtes
valaszt. Ez a rendszer tobb ponton is farmakologiailag célozhat6, raadasul szamos
komponenséhez mar klinikailag alkalmazott gydgyszercsoportok kapcsolodnak. Emiatt a
szerotonin homeosztazis és receptor-medialt jelatvitel vizsgalata nemcsak az emlémirigy

fiziologidjanak megértése szempontjabol fontos, hanem 1j hormonreceptor-fiiggetlen

kemopreventiv stratégidk megalapozasahoz is hozzajarulhat.

A szerotonin jelatvitel a doktori kutatds GPCR-kozpontu irdnyvonalat alapozta meg. A kutatés
masik, ettél nem kézvetlentil levezethetd, de a hormonfiiggetlen kemoprevencio szempontjabol
ugyancsak lényeges irdnyat az eml0szovet mikrokornyezetének és extracellularis matrixanak

vizsgalata képezte.

1.7 Az extracellularis matrix kompoziciojanak szerepe és potenciilja a
kemoprevencioban

Korabbi vizsgalatok soran mar kideriilt, hogy a bexarotene ¢€s carvedilol kombinaciojanak
hatdsara epigenetikai szabalyozas alapjan fokozodik az epithelidlis fenotipus fenntartasaért
sziikséges gének kifejezddése, valamint inaktivacio irdnyaba tolddik el a TGF-B-hoz kapcsolt
jelatvitel, mely a mezenchymalis fenotipus kialakitdsaért felelds legjelentésebb utvonal®. A
daganatok kialakuldsa sordan az EMT-vel szoros parhuzamban gyakran megfigyelhetd az
extracellularis matrix komponenseinek ujrarendezddése (2. Abra), mely egy tumor miikodést

tamogatd haldzat kialakitasat eredményezi'® 1%,

Az emlészovet extracellularis matrixa (ECM) rendkiviil 6sszetett, dinamikusan valtozé halozat,
amely nem csak passziv szerkezeti vazként szolgal, hanem aktiv szabalyozo6ja a normal emld
hamsejtek proliferaciojanak, differencidciojanak ¢és talélésének is, elsdsorban a
mechanoszenzoros és integrin adhéziés receptorok jelatvitelébdl kovetkezéen!”. Az
emlOmirigyben talalhaté bazalis membran f6 komponensei a IV-es tipust kollagén, a laminin,
a nidogen/entaktin és heparan-szulfat proteoglikdnok, mig a stroméban talstlyban vannak az I-
es ¢és Ill-as tipusu kollagének, a fibronectinek, tenascin-ek, elasztikus rostok, hialuronan és
kiilonb6z6 proteoglikanok. Az ECM 0Osszetétele és térbeli szervezddése a fejléddés, a
ciklusfiiggd hormonalis hatasok ¢s a terhesség—laktacio—involucio soran folyamatosan valtozik,
meghatdrozva az emlé hamsejteinek lumen-képz0 kapacitdsat és a szovet mechanikai

tulajdonsagait'!°.

22



A sejtek az ECM-bdl érkezé kémiai és mechanikai ingereket tobb komplementer receptor
csaladon keresztiil érzékelik. Kozponti szerepilik van az integrineknek, amelyek heterodimer
transzmembran receptorokként specifikus ECM-ligandokhoz (kollagének, laminin, fibronectin,
vitronectin) kotddve fokalis adhéziokat hoznak létre, és a fokalis adhézids kinaz (FAK), Src,
PI3K—AKT ¢és MAPK utvonalak aktivalasan keresztiil kozvetitik a proliferaciot, talélést és
migraciot szabalyozo jeleket''!. A discoidin domain receptorok (DDRI/2) a fibrillaris
kollagénekhez kotddve lasst, de tartds tirozin-kindz aktivaciot valtanak ki, mig a szindekanok
¢s mas proteoglikanok ko-receptorként segitik a novekedési faktor- és integrin jelatvitel
i6jat!1>113. A sejtek mechanoszenzitivitisaban a citoszkeletonhoz kapcsolt szenzorok,
a RhoA-ROCK 1tvonal, valamint a YAP/TAZ transzkripcids regulatorok kiemelt
jelentdséglick. Merevebb matrixban fokozddik a stresszrost képzodés, né a YAP/TAZ nuklearis
akkumulacié, ami visszacsatolt modon fokozza a kollagén- és LOX-expressziot, tovabb
erdsitve a matrix merevségét!!4,
A normal emldszovettel ellentétben, a tumor-asszocialt matrixra jellemzé a kollagén I
halmozasa, a rostok fokozott keresztkotés-képzddése (LOX és LOXL enzimek), a rostok
parhuzamos orientacidja a tumor—stroma hatdron, valamint a bazalis membran fragmentécidja
és a laminin, valamint a IV-es tipust kollagén eloszlasanak megvaltozasa''>!'7. Ezek az
elvaltozasok globalisan fokozott szdveti merevséghez vezetnek, amelyet mammografids
denzitas novekedés, illetve mikroszkdpos analizisek is igazoltak huméan emlészovetben!'s. Az
ECM atalakitasdban kozponti szerepe van a tumor-asszocialt fibroblasztoknak amelyek
myofibroblaszt iranyt differencidcion mennek keresztiil tumorok stromalis kornyezetében.
Ezek a sejtek fokozott mértékben termelik a kollagéneket, fibronectint, tenascin-eket, illetve

t'", Ezen til az emld epithel sejtek is aktiv résztvevéi a matrix

$z4mos proteaz
remodellalasanak. Az epithel sejtekben mar a premalignus elvéltozas soran fokozottan
kifejezodnek azok a gének, amelyek szekretalt fehérjéket, glikoproteineket vagy proteazokat
kédolnak'®12! A transzformécid és tumor progresszié soran atalakitott ECM merevebb és
linedrisan rendezett kollagénrostjai fokozzdk az integrin-fiiggé FAK—Src és RhoA-ROCK
jelatvitelt, eldsegitve a proliferacidt, a sejtciklus eldrehaladasat és az apoptozis
elkeriilését! >4 A matrix-degradacié soran keletkezd fragmentumok (matrikinek) 6nallo

ligandként képesek migraciot, kemotaxist és angiogenezist serkenteni, példaul hialuronan,

laminin és kollagén IV fragmentumokon keresztiil'*»!%. A remodelllt, merev stroma fizikai
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gatat képez a kemoterapids hatdanyagok diffiizidja szamara, tovabba integrin—ndvekedési
faktor receptor keresztaktivacio révén tobb célzott terapia és kemoterapia rezisztencidjat is

tamogatja!>*12. Az ECM-merevség és a rossz prognozis kdzotti kapcsolatot tobb emldrak

altipus esetén is igazoltak''®!26,
2. Abra
Normalemlé ECM atszervezédés Szoveti Sejtvalasz és tumor @ Tumor progresszié
@ epithelium @ kivaltasa @ atszervezédés @ iniciacié (DCIS) és invazié
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* Mechanikai aktivacié
* Angiogenezis beinduldsa

2. Abra: Az extracelluldris matrix (ECM) atalakulasa és hozzajarulasa a ’ductal carcinoma in situ’

(DCIS) és invaziv emlétumorok kialakuldsdhoz.

Az ECM-ben bekdvetkezd valtozasok idoben megeldzhetik daganatképzodést, ami kiemeli a
matrixot, mint potencialis kemoprevencios célpontot (2. Abra). A daganatspecifikus ECM-
remodellacid mar premalignus [éziokban, illetve obesitassal tarsult emldszdvetben is
kimutathat6, ahol az emelkedett LOX-expresszi6, a fokozott kollagén-depozicido és -
keresztkotés, valamint a  matrix-szervezé  fehérjék  termelése  tumor-promotald
mikrokdrnyezetet teremt!?’"12°, Ezt felismerve az utobbi években tobb terdpids és preventiv
megkozelités iranyult az ECM kozvetlen vagy kozvetett célzasara. Preklinikai modellekben a
LOX-géatlés csokkentette a kollagén keresztkotését, mérsékelte a stromalis merevséget, és ezzel

031 A matrix

az emldrak invazidjat és metasztazis képzd képességét is visszaszoritotta
metalloproteindzok (MMP) az emlddaganatban zajlo6 ECM-remodellaciéo kdzponti enzimei,

amelyek az invéazio, az intravazacié €s az angiogenezis szamos lépésében kulcsszereppel
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birnak!*2. Mivel az MMP-2 és MMP-9 tultermelédése rosszabb prognozissal tarsul, a korai
vizsgalatokban felmeriilt gatlasuk terapids vagy akéar preventiv célbol'*®. Bar a preklinikai
modellekben a széles spektrumu MMP-gatlok hatasosnak tiintek, a klinikai vizsgélatok nem
tarsitottak az alkalmazasukhoz érdemi tulélési el6nyt, tovabbd musculoskeletalis toxicitéds
jelentkezett a kezelések soran mellékhatasként. A kudarcok hatterében a vizsgalt szerek széles
specificitasa, és a nem megfeleld betegség stddium megvalasztasa allt, ugyanis az MMP-k
szerepe kontextusfiiggd'**. A tumor mikrokdrnyezet tjraszervezédésének jelentdségét emeli ki,
hogy annak egyedi struktirajat és a tumorsejtek altal termelt szdmos ECM remodellalé enzim
magas kornyezeti jelenlétét hasznaljak ki az Gjabb, innovativ hatdanyag-leado rendszerek is.
Az 1jabb koncepciok alapja, hogy olyan inaktiv hatéanyag formulat juttatnak a szervezetbe,
mely a tumor mikrokdrnyezet hatasara szabaditja fel az aktiv hatéanyagot példaul MMP-k
katalizalta enzimatikus reakciokat kdvetéen'3>!%6, Tovabba pancreas- és emlddaganatokban
felmertiilt annak a jelentdsége is, hogy a merev ECM matrix enzimatikusan megnyithato-e
annak érdekében, hogy javitsak a kemoterapids szerek tumorba jutasat'>’!3%. Béar az ezzel
kapcsolatos eredmények ellentmondasosak, maga a farmakologiai koncepcid tovabbi
kisérleteket igényelne a végleges konkluziok levonasa érdekében. Ahogy az a szakirodalmat
attekintve is jol lathatd, az ECM-et célz6 kezelések jelentds tobbsége az atalakitasért felelos
effektor fehérjéket jeldli ki célpontként, ugyanakkor a remodellalast kivalté kulcs faktorok

eddig ismeretlenek.

A retinoidok és rexinoidok a bor- €s egyéb szovetekben is bizonyitottan képesek befolyasolni
az extracellularis matrix osszetételét és dinamikajat. Ezek a folyamatok tetten érhetéek példaul
A-vitamin hidny esetén is, amikor is szamos ECM fehérje termelése csokkenést mutat, ezzel
szamos klinikai elvéltozast manifesztalva (xerophthalmia, tranziciondlis és mirigyham
laphamos metaplaziaja) és tobb szerv normal szdveti strukturdjanak fejlédését gatolva. A
retinsav szamos matrixfehérje, példaul kollagének, fibronectin, thrombospondin vagy
lamininek termelését szabalyozza'®®. Ezek az alapmechanizmusok a klinikai és kozmetologiai
gyakorlatban is kiemelt jelentéséggel birnak a felhaszndlds szempontjabol'*. Ide tartozik
példaul bérgydgyaszatban alkalmazott tretinoin altal kivaltott kollagén-ujrarendezddés, vagy a
keloid- és hipertrofids hegképzOddésben tapasztalt retinoid-érzékenység!!-143.  Mis
szovetekben, példaul maj- és hasnyalmirigy fibrozisos modelljeiben a retinoidok csdkkentik a

kollagén-depoziciot és a stromdlis sejtek kontraktilis fenotipusat!**14¢. A rexinoidok
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emlotumor sejtekben csokkentik tobb ECM-asszocialt faktor (MMP, Tenascin-C, Periostin)
expressziojat, ami arra utal, hogy képesek lehetnek mérsékelni azokat a stromalis valtozasokat,
amelyek a rigiditds fokozasan keresztil hozzdjarulnak az invaziv fenotipust tamogatod
matriszoma kialakuldsdhoz!*1*®. Bar ezek az Osszefiiggések nem egyetlen, direkt hatdsra
vezethetdk vissza, mégis jol jelzik, hogy a retinoid- és rexinoid-jelatvitel tobb ponton is képes
beavatkozni az ECM-remodellacié szabalyozasaba, ezaltal relevans szerepldje lehet a stromalis

mikrokdrnyezet kemopreventiv céli modulalasanak.

A sejtek mechanoszenzoros tulajdonsagai lehetévé teszik, hogy folyamatosan érzékeljék és
értelmezzek az extracelluldris matrix mechanikai jellemzdit, példaul annak merevségét,
rugalmassagat vagy topografiajat. Ezen mechanoszenzoros utvonalakat tekintve megfigyelhetd,
hogy szamos GPCR kozvetleniil vagy kozvetve szabdlyozza az integrin-aktivaciot, a fokalis
adhéziok kialakulasat, a RhoA—ROCK utvonalat, valamint a FAK és MAPK jelatvitel elemeit.
Az 5-HTzp receptorok aktivacigja fibroblasztokban TGF-B-fliggd kollagén- és kotdszoveti
novekedési faktor (CTGF) termelést inditja be'*. A B-adrenerg receptor agonistik hatasara
invazivabb tumor fenotipus alakul ki, mely magaban foglalja az emlétumor sejtek fokozott
adrenerg receptor agonistak hatdsdra petefészek daganatban is megfigyelheté a
metalloprotedzok (MMP-2, MMP-9) termelésének emelkedése, ugyanakkor ezeknek a

t152

metalloprotedzoknak a gatldsa képes visszaszoritani a tumorsejtek invaziv potencialjat' . Ezzel

szemben, B-adrenerg receptor antagonistak alkalmazéasaval csokkenthetd az emlétumor sejtek
migracios és invazios képessége'>* . A monoamin GPCR-ek mechanoszenzoros szabalyozasban
betoltott jelentdségét emeli ki, hogy egy frissebb tanulmany alapjan, a B-adrenerg receptor
jelatvitel képes stimuldlni a RhoA-ROCK-NMII jelatviteli kaszkad aktivitdsat. Ez utobbi
eredmény direkt bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a stressznek jelentds szerepe van
metasztazisképzés és invazio kialakitasaban'>*. Mivel a jelenlegi ismeretek tilnyomo része
tumorsejtes ¢s fibroblaszt-alapi modellekbdl szarmazik, jelentdés igény tdmaszthatdé a
monoamin GPCR-ek ECM-szabélyoz6 szerepének normal emlé hamra és fizioldgias stromdra

vonatkoz6 vizsgélatara.

Az elmult évek eredményei egyértelmiien ramutattak, hogy az emldszdvet mikrokdrnyezetének

atalakuldsa alapvetden meghatarozza a korai tumorigenezis dinamikéjat. Bar a retinoid- és
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GPCR-medialt jelatvitel tobb ponton képes befolyasolni az ECM szervezddését és a stromalis
valaszokat, a rendelkezésre 4ll6 ismeretek tulnyomo része nem fizioldgids, vagy premalignus
emldszoveti komponensek vizsgdlatabol szarmazik, igy e mechanizmusok normal emld
hamsejtekben betdltott szerepe tovabbra is jorészt feltaratlan. E hidnyzo tudés kiilondsen
jelentds, mivel a premalignus allapotban zajlo mikrokornyezet atalakulas potencialisan olyan

korai, reverzibilis pontokat kinalhat, amelyek gy6gyszeresen célzottan modulalhatok.

Az ECM-remodellacié tumorigenezisben betdltott jelentdsége felveti azt a kérdést, hogy mely
felsobb szabalyozasi pontok képesek egyszerre befolyasolni a matrix szervezddését, a
sejtmozgast €és a proliferaciot. A doktori kutatas soran ezért kiilonds figyelmet forditottunk
azokra a szekretalt faktorokra, amelyek nem csupan strukturalis ECM-komponensként, hanem

a tumorpromotald szoveti allapot aktiv alakitoiként értelmezhetdk.

1.8 A Zymogene Granule Protein 16B szekretalt faktor, mint matriszoma
ujraszervezodést tamogato uj célpont

A malignus transzformacio soran a sejtek €s a mikrokdrnyezet kozott kdlesonds, dinamikus
kommunikacié alakul ki, amelyben a szekretalt fehérjék, novekedési faktorok, kemokinek és
matrix-asszocialt regulatorok kiilondsen fontos szerepet toltenek be. Ezek a faktorok képesek
egyszerre befolyasolni a sejtosztodast, a tulélést, a migracidt, az adhéziot, az immunsejtek
toborzasat és az extracellularis matrix szervezddését. Emiatt az ECM ujraszervezddésének
megértéséhez nem elegendd kizardlag a matrix szerkezeti komponenseit vagy lebont6 enzimeit
vizsgalni. Legalabb ilyen fontos azoknak a felsébb szabalyozasi pontoknak az azonositdsa,
amelyek képesek a matrix-remodellaciot, a sejtmozgast és a proliferaciot 6sszehangolt moédon
befolyéasolni. Ebbe a koncepciondlis keretbe illeszkedik a Zymogen Granule Protein 16B’
(ZG16B), mas néven pancreatic adenocarcinoma up-regulated factor (PAUF), amelyet tobb

daganattipusban is tumorpromotald, szekretlt reguldtorként irtak le!>>157,

A ZG16B gén altal kodolt ZG16B fehérje a zymogen granule protein 16 csalad tagja. A fehérje
szekretalt, lektinszerli tulajdonsadgokkal rendelkezd molekula, amely szerkezeti vizsgalatok
alapjan ’Jacalin-related PB-prism fold” szerkezeti motivummal rendelkezik!>®. Kordbbi
vizsgalatok alapjan a PAUF nem egyszerlien egy expresszids markernek bizonyult, hanem részt

vett a hasnyalmirigy daganatsejtek viselkedésének szabdlyozasdban. A PAUF expresszid

crer
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tulajdonsagaival, mig funkciondlis gatldsa vagy csendesitése tobb kisérleti rendszerben

mérsékelte a daganatsejtek agresszivitasat 1°>157:159

A ZGI16B egyik legfontosabb sajatossaga, hogy szekretalt fehérjeként autokrin és parakrin
modon is hathat. Ez azt jelenti, hogy nem csak az azt termeld tumorsejtek viselkedését
modosithatja, hanem a kornyezd daganatsejteket, stromalis sejteket, endothel sejteket és
immunsejteket is befolyasolhatja. Hasnyalmirigy daganatokban kimutattak, hogy a PAUF
fokozza a CXCR4 expresszidjat, ¢és ezen keresztiil eldsegitheti a migraciot ¢és
metasztazisképzést'>’ Egy masik vizsgalat alapjan a PAUF a TLR/CXCR4 ftvonal
szabalyozasan keresztiil tAmogatta a metasztatikus viselkedést '°°. Tovabbi adatok szerint a
PAUF a focal adhesion kinase (FAK) jelatvitel modulalasan keresztiil fokozza a daganatsejtek
adhézios tulajdonsdgait, ami kozvetlen kapcsolatot teremt a sejtfelszini kapcsolodasi
mechanizmusok, a migracié és az extracellularis kornyezet érzékelése kozott 1. A ZG16B
daganatprogresszidt tamogatd hatdsai tobb, egymassal 0Osszekapcsolodd jelatviteli
mechanizmushoz kothetok. Hasnyalmirigy daganatokban a PAUF serkentheti a f-catenin
expressziojat, ami fokozott proliferacioval tarsulhat '®°, Mas vizsgilatok a TLR4/MyD88/NF-
kB utvonal szerepét emelték ki a PAUF 4ltal kivaltott migracioban'®'. Ezek mellett a CXCR4,
FAK, Akt és MAPK ttvonalak érintettsége is arra utal, hogy a ZG16B egy olyan extracellularis
szabalyoz¢ faktor, amely tobb klasszikus tumorpromotélo jelatviteli tengelyt képes aktivalni
vagy modulalni. Ezen tutvonalak kozés jellemzdje, hogy nem kizdrdlag a proliferaciot
€s invazivitasat is szabalyozzak. Emiatt a ZG16B biologiai hatdsa nem sziikithetd le egyetlen
jelatviteli mechanizmusra. Inkabb olyan szekretélt szabalyozasi csomopontként értelmezhetd,
amely tobb, daganatprogresszioban kozponti jelentéségii sejtfunkcidt kapesol dssze!36-157:159
161 A ZGI6B jelentdségét tovabb erdsiti, hogy hatasa nem korlatozédik a tumorsejtekre.
Hasnyalmirigy daganatokban a PAUF endothel aktivatorként is milkddhet, fokozva az

angiogenezist és a vascularis permeabilitast'®?

. Ez arra utal, hogy a ZGI6B a tumor
mikrokdrnyezet vascularis komponenseit is atprogramozhatja. Emellett kimutattak, hogy a
PAUF el6segiti myeloid eredetli immunszuppressziv sejtek felhalmozodasat, valamint
monocytidk M2-szerii, immunszuppressziv makrofag iranyt 4talakulsat is timogathatja 63164,

Ezek az eredmények a ZG16B-t a tumor mikrokornyezet szélesebb szabalyozdjaként helyezik
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el, amely nem csak a sejtmotilitdst €és proliferaciot, hanem az angiogenezist és az

immunmikrokdrnyezetet is befolyasolhatja.

A ZGI6B funkcidit mas daganattipusokban is vizsgaltak. Colorectalis daganatban a
PAUF/ZG16B progresszidt tamogato szerepét irtak le, amelyet a mitotikus funkciok és a Wnt/[3-
catenin Utvonal modosuldsaval kapcsoltak dssze '°. A Wnt/B-catenin tengely a proliferacio,
sejtsors-szabalyozas ¢és epithelialis plaszticitds egyik alapvetd regulatora. A colorectalis
daganatos eredmények tovabba megerdsitik, hogy a ZGI16B nem kizardlag hasnyalmirigy-
specifikus faktor, hanem szélesebb daganatbiologiai jelentdséggel bird szabalyoz6é molekula
lehet. A ZGI16B terépias célpontként vald értelmezését alatamasztja, hogy PAUF-ellenes
monoklondlis antitest fejlesztése is elindult. A PBP1510, illetve ulenistamab egy anti-PAUF
humanizalt /gG/ monoklondlis antitest, amelyet eldrehaladott vagy metasztatikus
hasnyalmirigy daganatok kezelésére vizsgalnak. A PAUF-I vizsgalat (NCT05141149) elsoként
huménban végzett, nyilt elrendezésii, fazis 1/2a klinikai vizsgalat, amelyben a PBP1510-et
onmagaban ¢és gemcitabinnal kombinalva is értékelik eldrehaladott vagy metasztatikus
hasnyalmirigy daganatban 16167 Ez a transzl4cios fejlesztési irany nem bizonyitja énmagaban
a ZGI6B terapias értékét emlddaganatban, de azt jelzi, hogy a fehérje kellden
tumorspecifikusnak és bioldgiailag relevansnak bizonyult ahhoz, hogy célzott antitestterapia

fejlesztésének alapjat képezze.

A ZGI16B emlédaganatban betoltott szerepe a hasnyalmirigy daganatokhoz képest kevésbé
feltart, de tobb adat alapjan relevans lehet. Bioinformatikai elemzések alapjan a ZGI6B
expresszioja emlddaganatokban emelkedett lehet, és kapcsolatot mutathat klinikai, illetve
molekularis jellemzokkel'®®. Fontos megjegyezni, hogy ezek az adatbazis-alapt vizsgalatok
elsésorban korrelativ jellegliek. Ezért onmagukban nem bizonyitjak, hogy a ZGI6B
funkcionalisan is hozzajarul az emlddaganat progressziojahoz. Ugyanakkor a hasnyalmirigy-
¢és colorectalis daganatokban leirt hatasok alapjan megalapozottan vetik fel, hogy a ZGI16B
emlészovetben is képes lehet a proliferaci6, motilitds ¢és mikrokornyezeti 4atalakulas

szabalyozasara.

Az emlddaganat szempontjabol kiillondsen fontos, hogy a ZG16B ismert funkcioi tobb ponton
kapcsolodnak azokhoz a folyamatokhoz, amelyek az emldszovet tumorpromotéld
atprogramozodasat jellemzik. A magas mammografias denzitds, az ECM fokozott kollagén- és

fibronectin-tartalma, a stromalis merevség emelkedése és a mechanoszenzitiv jelatvitel
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aktivacidja mind olyan valtozasok, amelyek eldsegithetik a malignus transzformaciét és a
tumorprogresszidt. Ha egy szekretalt faktor egyszerre képes proliferaciot, migraciot, adhézios
atrendezddést és ECM-asszocialt génprogramokat befolyasolni, akkor potencialisan olyan korai
szabalyozasi pontot képviselhet, amely 6sszekapcsolja az epithel sejtek viselkedését a stromalis
kornyezet atalakulasaval. Ez a szempont kiilondsen fontos kemoprevencids megkozelitésben,
ahol nem csak a mar kialakult daganatsejtek elpusztitasa, hanem a tumorképzdodést tamogato

mikrokdrnyezeti allapot kialakuldsanak megeldzése is cél lehet.

A ZG16B ilyen értelemben nem csupan egy ujabb daganat-asszocialt markernek tekinthetd,
hanem olyan potencialis kozponti effektornak, amely a sejtosztddas, motilitds ¢s ECM
ujraszervezddés kozos szabalyozasaban vehet részt. Ez indokolja, hogy a rexinoid és monoamin
jelatvitel kozotti szinergia vizsgalata sordan a ZG16B kiemelt célgénként keriiljon eldtérbe.
Amennyiben a rexinoid alapt kombinacios kezelések képesek csokkenteni egy olyan szekretalt
tumorpromotald faktor expresszidjat, amely tobb szinten is tdmogatja a daganatprogressziot,
akkor a ZGI6B szuppresszidja nem pusztan egy downstream expresszids valtozasként
értelmezhetd. Inkédbb olyan funkcionalis kovetkezményként, amely hozzédjarulhat a

proliferacids, migraciés €s matrix-remodellacids folyamatok egyiittes fékezéséhez.

2. Célkituzések

Az emldrdk megeldzésének egyik alapvetd kihivésa, hogy a jelenleg klinikailag alkalmazott
farmakologiai kemopreventiv stratégidk dontden hormonreceptor-fliggd mechanizmusokra
¢épiilnek. Ez kiilondsen korlatozo azokban az esetekben, amikor a daganat kialakuldsa vagy
progresszidja nem az Osztrogén jelatvitel dominancidjdhoz kotdédik. A hormonfiiggetlen
emldétumorok, kiilondsen a tripla negativ és HER2+ altipusok esetén ezért olyan alternativ
preventiv célpontok azonositdsdra van sziikség, amelyek a normal vagy premalignus

emldszovetben még fiziologidsabb szabalyozasi kornyezetben befolyasolhatok.

Jelen doktori kutatas kozponti kérdése az volt, hogy a periférids monoamin jelatviteli utvonalak
¢s a rexinoid jelatvitel kombinalt farmakoldgiai modulacioja alkalmas lehet-e hormonreceptor-
statusztol fliggetlen kemoprevenciés mechanizmusok feltarasdra. A munka alapfeltevése
szerint a normal emld epithel sejtekben jelen 1évé monoaminerg jelatviteli halozatok képesek a
proliferaciot, a motilitdst és a mikrokdrnyezeti atrendezddést is befolyasolni. Ennek

megfelelden a kutatds célja nem egyetlen hatdéanyag hatasanak leirdsa volt, hanem olyan
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jelatviteli mechanizmusok és molekularis célpontok karakterizalasa, amely hosszabb tdvon
biztonsagosabb, alacsonyabb dézist €s szélesebb betegpopulacioban alkalmazhatd preventiv

stratégiak alapjat képezheti.

A célkitlizéseket az alabbi, egymasra ¢€piild tudomanyos kérdések és hipotézisek mentén

fogalmaztam meg:

1. A szerotonin jelatvitel farmakologiailag modulalhatd 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
sordn célom volt meghatarozni, hogy a sejtek képesek-e 5-HT eldallitasara, kifejezik-e a
szerotonin jelatvitel alapvetd elemeit, valamint, hogy a 5-HT transzporter farmakologiai

modulacidja emldsejtekben milyen biologiai valaszokhoz vezethet.

2. A szerotonin intra-/extracellularis eloszlasanak milyen jelentésége van a

proliferacio szabalyozasa szempontjabol?

A masodik hipotézis szerint a 5-HT hatasa kettds bioldgiai rendszerként értelmezhetd. Az
extracellularis 5-HT sejtfelszini receptorokon keresztiil indithat jelatviteli folyamatokat, mig az
intracellularis felvétel a monoamin lebontasaval 6sszefliggd mechanizmusokhoz kapcsolodhat.
Ezért célom volt a SERT gatlds, a kiils6 5-HT stimulaci6, valamint a receptor szelektiv
receptor-medidlt proliferdcidszabalyozés és az intracellularis monoamin hatasok szerepe. Ezzel
parhuzamosan célként jelent meg azoknak a jelatviteli elemeknek az azonositéasa is, amelyek a

szerotonin rendszert potencialis kemoprevencios célpontként kiemelhetik.

3. A receptor izoforma vagy a hozza kapcsolt jelatvitel modulacioja lehet

meghatarozo a proliferacio szabalyozasaban?

A harmadik hipotézis szerint a monoamin receptorok proliferaciora gyakorolt hatisat nem
kizarélag az hatarozza meg, hogy melyik receptorcsalad aktivalodik. Legaldbb ilyen fontos
lehet, hogy az adott receptor milyen G-fehérje-kapcsoltsagt jelatviteli itvonalba csatornézza a
kiilsé jelet. Ennek megfelelden célom volt megvizsgdlni, hogy a Gs-, Gi- és Gg-kapcsolt

receptorutvonalak eltér6 modon befolyéasoljak-e a normal emld epithel sejtek novekedési
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valaszat. A szerotonin receptorokon tilmenden a vizsgalat célja az volt, hogy mas monoamin

crer

szélesebb korben azonosithatok legyenek lehetséges preventiv célpontok.

4. Képes-e a szerotonin jelatvitel célzott modulacidja potencialni az ismerten
kemopreventiv hatasi rexinoid bexarotene proliferaciot gatlé hatasat normal emlo

epithel sejtekben?

A negyedik hipotézis szerint a monoaminerg utvonalak és az RXR-agonista bexarotene hatdsai
funkciondlisan 0sszekapcsolddhatnak normal emld epithel sejtekben. Korabbi carvedilol és
bexarotene kombinacids eredmények €s az altalunk azonositott monoaminerg stimulacié alapa
antiproliferativ mechanizmus felvetette, hogy a carvedilol-on kiviill mas hatéanyagok is
potencialhatjdk a rexinoid bexarotene hatasat. Ezek alapjan célom volt annak vizsgalata, hogy
a szerotonin jelatvitel modulacidja képes-e szinergikusan erdsiteni a bexarotene novekedést

gatlo hatésat.

5. Milyen kozos molekularis mechanizmusok és kombinaciospecifikus célgének

allhatnak a monoamin és rexinoid alapu szinergiak hatterében?

Az 6tddik hipotézis szerint a monoamin jelatviteli modulatorok és rexinoidok kozotti szinergia
kombinaciospecifikusan szabdlyozott molekularis célpontokhoz kapcsolodhat. Ennek
vizsgalatara célom volt olyan génexpresszids €s kromatin szintli valtozdsok azonositasa,
amelyek tobb szinergikus kombinacio6 hatasaval is 6sszefiigghetnek. Kiemelt kérdés volt, hogy
a bexarotene alapii kombinaciok képesek-e epigenetikai szabalyozason keresztiil — példaul az
ARIDIA ¢s SWI/SNF complex miikddésének befolydsolasa révén - olyan célgének
expressziojat modositani, amelyek a tumorképzddést vagy tumor progresszidt eldsegitd
folyamatok (proliferacido, a sejtmotilitas ¢és a mikrokdrnyezeti atprogramozodas)

szabalyozasaban vehetnek részt.

6. Milyen biologiai 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 alapi kombinécios
kezelések egyik ARIDIA ¢és SWI/SNF complex altal szabalyozott célgénje. Korabbi
szakirodalmi adatok alapjan a ZG16B egy olyan szekretalt regulator, amely funkcionalisan is

hozz4jarulhat a tumorképzddést és progressziot tamogat6 szoveti
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atrendezédéshez! 7159161165167 "Ennek megfelelden célom volt megvizsgalni, hogy a ZG16B
expresszidjanak vagy extracellularis jelenlétének megvaltozasa befolyasolja-e a normal emld
az extracellularis matrixhoz és epithelialis plaszticitashoz kapcsolodod génprogramokat. Ez a
celkitlizés a ZG16B-t a kombinacios kezelések lehetséges funkciondlis medidtoraként és 1;j

preventiv célpontként helyezte vizsgalataink kozéppontjaba.

Osszefoglalva, a doktori kutatis célja egy olyan, hormonreceptor-stitusztol fiiggetlen
kemoprevencios koncepcio kisérletes megalapozasa volt, amely a periférids monoamin
jelatvitel, a rexinoid alapt szinergikus kombinaciok €s az extracellularis matrixot szabalyozé
szekretalt faktorok kapcsolatara épiil. A fenti kérdések vizsgdlata lehetdvé tette annak
tesztelését, hogy a normal emld epithel sejtekben jelen 1évé GPCR-medialt jelatviteli utvonalak
hogyan kapcsolhatok 6ssze rexinoid alapt kombinacids kezelésekkel, €s hogy e kombinaciok
milyen molekuléris célpontokon keresztiil befolyasolhatjdk a tumorképzddést tadmogatd

mikrokdrnyezeti folyamatokat.

3. Anyagok és Modszerek

3.1 Sejtvonalak és sejttenyésztés

A vizsgalatok soran human emlétumor sejtvonalakat (MCF7, T47D, MDA-MB-231, MDA-
MB-468, HCC1143), immortalizalt primer humén emlé hamsejteket (HME-hTert) ¢s human
embriondlis vesesejteket (HEK293) alkalmaztunk. A sejtvonalak fobb daganatbiologiai
karakterisztikait az 1. tablazat tartalmazza. Az MCF7, T47D és HEK293 sejtek Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), mig az MDA-MB-231, MDA-MB-468 és HCC1143 sejtek
RPMI-1640 tapfolyadékokban kertiltek tenyésztésre. A tumorsejtek tenyésztéséhez hasznalt
tapfolyadékokat 10% (v/v) hdinaktivalt fotalis borju szérummal, valamint 1% (v/v) penicillin—
streptomycin—L-glutamin hozzdadéasaval egészitettik ki. A HME-hTert sejtek Mammary
Epithelial Basal Medium (MEBM) tépfolyadékban voltak fenntartva ¢és kezelve, melyet
Mammary Epithelial Cell Growth Media (MEGM) novekedési faktor keverékkel egészitettiink
ki.

A sejtvonalak hitelesitése tjjgeneracios genom szekvenalas segitségével tortént, a mikoplazma-

mentességet Promokine PCR-alapu teszttel rendszeresen ellendriztiik. A kisérleteinkben a
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sejtek kizarolag 15. passzazs elotti allapotban keriiltek felhasznalasra. Minden sejttipus 37 °C-

on, 5% szén-dioxidot tartalmaz¢ parésitott atmoszféraban volt tenyésztve.

Sejtvonal Sejttipus Molekularis altipus Receptorstatusz
MCF7 Human eml6tumor sejtvonal Luminalis A ER+, PR+, HER2-
T47D Human eml6étumor sejtvonal Luminalis A ER+, PR+, HER2-
MDA-MB-231 Human eml6tumor sejtvonal Basal-like / tripla negativ | ER-, PR-, HER2-
MDA-MB-468 Human eml6tumor sejtvonal Basal-like / tripla negativ | ER-, PR-, HER2-
HCC1143 Human emlétumor sejtvonal Basal-like / tripla negativ | ER-, PR-, HER2-

HME-hTert | Immortalizalt primer human eml6é hamsejt | Normal emlé epithel modell -

HEK293 Human embrionalis vesesejt

1. tablazat: A kutatds sordn hasznadlt sejtvonalak osszehasonlitisa sejttipus, molekuldaris altipus és

receptorstatusz alapjan. (Osztrogén receptor — ER, progeszteron receptor — PR, humdn-epidermalis

novekedési faktor receptor 2 — HER2)

3.2 ZG16B klonozasa expresszios vektorba

A ZG16B szekretalt faktor eldallitasa céljabol egy egyedi expresszios rendszert alakitottunk ki,
melynek alapjat egy pEGFP-Empty emlds expresszios vektor képezte. RT-PCR segitségével
HME-hTert RNS mintakbdl atirtuk a ZG16B cDNS-ét reverz transzkriptdzzal, melyet ezutan
amplifikaltunk. A PCR soran az amplifikalt cDNS mindkét végére restrikcios enzim hasitasi
helyeket illesztettiink (EcoRI, Sall). A restrikcids hasitasi helyeket kihasznalva emésztést
kovetden a cDNS-iinket pPEGFP-C3 vektorba ligaltuk T4 DNS ligdzt hasznalva (3A abra). A
konstrukt tervezése soran figyelembe vettiik azt, hogy a ZG16B-t kodolo cDNS elsé szakasza
egy szignalpeptidet kodol, igy ezt a régiot is belevettiik a primerek (forward primer: 5°-
CATAGAATTCAGATGGGGGCCCAGGGGGCCCAG-37; reverse primer: 5’-
CATAGTCGACTTAGCGACCCACGGGTGAGTTTGCTGAGTA-3’) altal kdozrefogott,
amplifikalt szekvenciaba. Igy az altalunk felépitett vektorban, a kodolt fuzidés fehérje a
kovetkezdképp épiilt fel: N-terminalis vég - EGFP - szignal peptid — ZG16B — C-terminalis vég.
Ennek a tervezésnek koszonhetéen a fehérje transzlacidja soran az endoplazmatikus
retikulumhoz iranyul, és a szignalpeptidaz enzim a szignal peptiddel egyiitt lehasitja az EGFP
molekulat a szekréciora keriilé6 ZG16B-161 (3B abra).

Ezaltal a transzfekcid soran lehetdségiink nyilt a hatékonysag monitorozasara, mely a kisérletek
soran meghaladta a 80%-ot. A sejtek altal az extracelluldris térbe szekretadlt ZG16B fehérje
EGFP nélkiil keriilt kivalasztasra, melyre a szekretalt fehérje méretébdl (16 kDa)
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kovetkeztettiink. Az elkésziilt vektor szekvencidjat szekvenalds, PCR ¢és restrikcidos emésztés
segitségével igazoltuk. A wvalidalt vektort HEK293 sejtek transzfektalasara hasznaltuk
polyethylenimin (PEI) segitségével, negativ kontrollként az eredeti pEGFP-Empty vektort

alkalmaztuk.
3. Abra
A B
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3.3 Farmakologiai és biologiai kezelések, hatéanyag-konyvtar

5-HT-, muszkarinos acetyl-cholin-, hisztamin- és dopamin receptor-csaladok vizsgalatdhoz
szelektiv agonistakat €s antagonistakat tartalmazo hatdanyag-konyvtarat allitottunk 0ssze. A
hatéanyag-konyvtarban szereplé vegylileteket a Tocris - Bio-Techne R&D Systems Kft.-t6l,
illetve a MedChemExpress - Bio-Kasztel Ltd.-t6] szereztiik be. A hatéanyagokat a forgalmazok
ajanlasainak megfelelden taroltuk, és a kovetkezo lehetséges oldoszerekben oldottuk be, gyartoi
ajanlasok alapjan: dimethyl sulfoxide — ethanol (DMSO-EtOH) (1:1), PBS, 1M NaOH, 1M
HCI. Kisérleteinkben, ahol farmakoldgiai kezelést alkalmaztunk, minden esetben a kérdéses
hatéanyag beolddsdhoz hasznalt olddszert/hordozdanyagot a kezeléssel azonos modon higitva
hasznaltuk fel negativ kontrollként. A hatdanyag-konyvtarunkban szerepldé vegyiiletek
szerkezeti képleteit a 11. és 15. abra foglalja 0ssze, a hatéanyagokkal kapcsolatos tovabbi

informacidinkat az 2. és 3. tablazat tartalmazza.

A 5-HT receptor modulatorokat 0,1-10 uM kozotti koncentracioban alkalmaztuk doézis-hatas

gorbek felvételéhez. A proliferacios vizsgalat alapii hatéanyag sziirésiink sordn, az I1Cso
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értekeket az adott vegyiilet koncentraciojaként hataroztuk meg, amely a proliferaciot 50%-kal
csOkkentette, nonlinearis regresszioval illesztett dozis—hatds gorbék alapjan. Az egyéb
monoamin receptor-csalad modulatorokat egységesen 1 uM koncentracioban alkalmaztuk. A
bexarotene ¢s carvedilol kezeléseket kiilon-kiilon, valamint kombinalt forméban (Bex + Carv)

végeztiik 1 uM koncentracidban.

3 ) Molekularis ; Ki/EC50 ; G-fehérje
Hatéanyag név CAS No. . Célpont L, Hatas ,
tomeg érték kapcsoltsag
BIMU 8 134296-40-5 378.9 5-HT, 69nM
WAY 181187 oxalate 1883548-85-3 470.91 5-HT¢ 2.2nM Agonista
LP-211 10521147-86-0 466.62 5-HT, 0.58nM G
GR 113808 144625-51-4 393.5 5-HT, 8.8nM s
PRX 07034 903580-39-2 490.44 5-HT¢ 4-8nM | Antagonista
SB 269970 hydrochloride | 261901-57-9 388.95 5-HT, 8.9nM
Ipsapirone 95847-70-4 401.48 5-HT 14 10nM
PNU 142633 187665-65-2 422.53 5-HT 1p 6nM
BRL54443 7477-39-1 230.31 5-HT1er | 1.1-0.7nM |  Agonista
LY 344864 hydrochloride | 1217756-94-9 387.88 5-HT 4¢ 3nM
UCSF 648 637090-55-0 326.84 5-HT 54 42nM G;
NAD 299 hydrochloride | 184674-99-5 354.85 5-HT 14 0.6 nM
SB 216641 hydrochloride | 193611-67-5 523.03 5HT 15 1nM .
Antagonista
LY 310762 hydrochloride | 192927-92-7 430.94 5-HT 1p 31nM
SB 699551 864741-95-7 584.66 5-HT 54 8.3nM
BW?723C86 160521-72-2 322.85 5-HT 2 1-5nM )
Agonista
CP 809101 hydrochloride | 1215721-40-6 341.24 5-HT,c | 9.96nM
R-96544 hydrochloride 167144-80-1 391.94 5-HT 54 1.6nM G
LY 266097 hydrochloride | 172895-39-5 407.33 5-HT 5 9.3nM . q
Antagonista
SB 204741 152239-46-8 286.35 5-HT 5 7.1nM
RS 102221 hydrochloride | 187397-18-8 649.08 5-HT 5¢ 8.7nM

2. Tablazat: A vizsgdlatokban hasznalt 5-HT receptor moduldtorok kémiai és farmakologiai jellemzdi.
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Molekulari
) ) cerdans| Ki/EC50 . G-fehérje
Hatéanyag név témeg Célpont L, Hatas .
érték kapcsoltsag
(g/mol)
Dihydrexidine hydrochloride 303.79 DRD1 72nM Agonista G
LE 300 290.41 DRD1 1.9nM [ Antagonista S
Sumanirole maleate 319.31 DRD2 17-75nM .
- - - Agonista
Pramipexole dihydrochloride 284.25 DRD3 0.5nM
L-741,626 340.85 DRD2 2.4nM G
NGB 2904 530.92 DRD3 1.4nM [ Antagonista
PD 168568 dihydrochloride 422.39 DRD4 8.8nM
Imetit dihydrobromide 332.06 HRH3/4 0.3-2.7nM Agonista
4-Methylhistamine dihydrochloride 198.09 HRH4 7nM G
lodophenpropit dihydrobromide 576.13 HRH3/4 0.3nM Antagonista !
A 943931 dihydrochloride 368.31 HRH4 5nM
2-Pyridylethylamine dihydrochloride 195.09 HRH1 3.7nM Agonista G
Clemastine fumarate 459.97 HRH1 0.26 nM | Antagonista q
PD 102807 392.45 CHRM4 91nM .
Antagonista G.
AQ-RA 741 463.62 CHRM2 8.3nM !
McN-A 343 317.21 CHRM 1 5.46 nM Agonista
Pirenzepine dihydrochloride 424.33 CHRM 1 58 nM . G
Antagonista q
J 104129 fumarate 500.63 CHRM3 4.2nM

3. Tablazat: A muszkarinos, dopamin és hisztamin receptor moduldtorok kémiai és farmakologiai

Jellemzoi.

A ZG16B fehérje hatasanak vizsgalatdhoz HEK293 sejteket transzfektaltunk pEGFP-ZG168B és
pEGFP-Empty vektorokkal PEI segitségével. A HEK293 sejtek alkalmas ’host’-nak
bizonyultak, mivel eredetileg ezek a sejtek nem fejezik ki a ZG16B-t, igy a pEGFP-Empty
vektorral torténd transzfekcid megfeleld negativ kontrollként szolgélt kisérleteinkben. A
transzfekciot kovetden 4 oraval a sejtek médiumat (DMEM) szérummentes médiumra
cseréltiik, és 48 orat kovetden a sejtek altal kondiciondlt feliiliszot centrifugalassal
megtisztitottuk a sejtektol, sejttormeléktol és méretkizarasos sziiréssel, 10 kDa és 30 kDa
pérusméretli Millipore sziirOket hasznalva koncentraltuk centrifugélassal. Az igy nyert

kondicionalt feliiluszot alkalmaztuk 1:10 higitasban a normal és emldtumor sejtek kezelésére.

A SERT ¢és ARIDIA csendesitését siRNS segitségével végeztiikk, melyet DharmaFECT
transzfekcids reagens segitségével juttattunk a sejtekbe. A SERT specifikus siRNS-eket a
Merck eldre tervezett oligoi koziil valasztottuk ki, 3 kiilonb6zé (SASI HS01 00217013,
SASI HSO01 00217014, SASI HSO01 00217016) tipus keverékét azonos mennyiségben (5 M)
alkalmaztuk a sejteken. Az ARIDIA csendesitésére TriFECTa® RNAI Kit-et hasznaltunk, mely
szintétn 3 ARIDIA mRNS-t targetdlo siRNS keverékébdl allt. Az siRNS-ekkel torténd

transzfekcidk soran kontrollként luciferazt targetald siRNS-t alkalmaztunk.
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3.4 Proliferacios assay

A sejtproliferaciot mikroszkopos ¢€s képanalizisen alapuld 2D sejttenyésztéses rendszerben
vizsgaltuk. A HME-hTert sejteket 96-lyuku optikai plate-ekre (Greiner puClear) osztottuk ki
alacsony sejtszamban, majd a kezelés 3. napjan médiumcserével egylitt Ujra kezeltiik a sejteket.
A kezelést kovetden 4%-os formaldehiddel fixaltuk a sejteket, majd PBS-es mosast kovetden
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) festéssel jeloltik a sejtmagokat. A mintakrol
automatizalt targyasztallal felszerelt, Leica DMi8 inverz fluoreszcens mikroszkdppal
készitettiink felvételeket. A képelemzés és a sejtek szdmoldsa Imagel szoftverrel tortént
automatizaltan, mérésre optimalizalt makro segitségével, amely kontrasztjavitast, kiiszobérték

megadasaval torténd szegmentalast ¢s méret szerinti szlirést tartalmazott.

A 2D proliferacids assay-ket alacsony kiinduldsi sejtszadmrol inditottuk, majd tobb napos
kezelési periddust kovetden hataroztuk meg a sejtek szamat. Ez a kisérleti elrendezés a kontroll
sejtekhez viszonyitott novekedési kapacitas mérésére szolgalt, ezért elsddlegesen a kezelések
proliferaciora gyakorolt hatdsdnak vizsgalatara volt alkalmas. A kisérletek soran a
sejtkultirdkat rendszeresen mikroszkoposan ellendriztiik annak érdekében, hogy kizéarjuk a
kiterjedt sejtpusztulasra vagy akut citotoxicitasra utald6 morfologiai eltéréseket. A legerdsebb
sejtszadmcsokkenést kivaltd kezelések esetén is detektalhatd, megtapadt sejtek maradtak a
tenyészetekben, ezért a végponti sejtszam csokkenését ebben a rendszerben elsdsorban a

proliferacios kapacitas mérséklddéseként értelmeztiik.

A normal emld epithel sejtek 3D szferoid-kultara vizsgalatdhoz HME-hTert sejteket 1:1
aranyban Matrigellel kevert sejtszuszpenzidoban osztottunk ki 96 lyuku optikai plate-ekre. A
kezeléseket a szferoid-formalas hatodik napjan inditottuk és tovabbi hét napon at folytattuk. Ezt
kovetden a sejteket 4%-os formaldehiddel fixaltuk, majd immunfestettiik Ki-67 proliferacios
markerre, és DAPI-val festettiik a sejtmagokat. A szferoidokrol faziskontraszt mikroszkoppal
¢s immunfestés utan Leica DMi8 inverz fluoreszcens mikroszkop segitségével készitettiink
felvételeket. A HME-hTert szferoidok méretét faziskontraszt mikroszkopos felvételek alapjan,
Imagel] szoftver segitségével hataroztuk meg. A kétdimenzids vetiileti képeken mért teriiletbol
ekvivalens atmérét szamitottunk, majd a kozel gdombszeri szferoid morfologia alapjan a
térfogatot gdmb alakot feltételezve becsiiltiikk meg a V =4/3 x 1t x r* képlettel. Az igy szamitott

térfogatértékek nem kozvetlen 3D rekonstrukciobol szdrmaztak, hanem a kezelések kozotti

38



relativ  szferoidméret-valtozasok  Osszehasonlitasdra  szolgdldo  becsiilt  térfogatként

értelmezendok

3.5 Koloniaformalo assay

A tumorsejtek 3D szferoid novekedési képességét alacsony olvadaspontu agarozt felhasznalva,
koloniaformalod assay segitségével értékeltik. Az MCF7, T47D ¢és MDA-MB-231 sejtek
DMEM médiumban oldott, sterilizalt, 0,3%-o0s agardz rétegben keriiltek szuszpendalasra. A
sejteket agardz gélbe torténd keverése eldtt 48 oran at eldkezeltiik, ezt kovetden harom hétig
tenyésztettiik Oket, ami alatt a feliiluszéban juttattuk be a kezeléseinket. A kolonidk
mikroszkopizalasa soran Z-stack felvételeket rogzitettiink és ezeket projektaltuk 2D-s képpé,
¢s az igy késziilt képeken automatizéltan szamoltuk a kolonidkat Imagel szoftver segitségével.
MCF7 sejtek esetén az assay végeztével a sejteket tartalmazd agardz réteget folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, majd hiitétt mozsarban TRIzol (UD-GENOMED Kft.) alkalmazasa
mellett apritottuk a sejteket tartalmazd gélt, melybdl végiill RNS-t izolaltunk reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) mérés céljara. A TRIzol-al torténd RNS
izolalas sordn, a mintak apritasat kovetden a tovabbiakban a standard gyartdi ajanlas alapjan

jartunk el.

3.6 Sejt-migracio, adhézio és morfologia vizsgalata

A sebgyogyuldsi assay-k esetén a sejteket 48 o6rdn at eldkezeltiik, majd Ibidi inzertekbe
osztottuk ki. Huszonnégy ora elteltével az inzertet eltavolitottuk, majd a feliiluszok
hozzaadasakor tovabbi kezeléseket végeztiink a sejteken. A kezelések hozzdaddsa utan a
kezdeti és zard idépontokban mikroszkopos képeket készitettiink a sejtek kozotti teriiletrdl,
hogy mérhessiik az {ires teriiletre bevandorlo sejttomeg altal elfoglalt teriilet nagysagat. Zaro
id6pontként azt az idGintervallumot hataroztuk meg, mely a kontroll vagy kezelt mintak esetén
teljes mértékben a sejtmentes teriilet elfoglalasdhoz volt sziikséges. A készitett mikroszkdpos
képeket ImageJ szoftverrel elemeztiik, mely soran a sejtektél mentes teriilet mértékének
csokkenésébol szamitottuk ki a sejtek altal bendtt teriilet nagysagat az adott iddintervallum

alatt.

Az adhézids vizsgalatok soran a sejteket 24-lyuku plate-re osztottuk ki, majd 48 oras el6kezelést
kovetden HOECHST festéssel jeloltiik a sejtmagokat. A jelolést kovetden a sejteket Trypsin-
EDTA-val kezeltilk 37°C-on, és meghatarozott idépontonként cseréltiik rajtuk az oldatot,
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mikdzben mikroszkopia segitségével kovettik a még kitapadt sejtek aranyat az i1d6

fliggvényében.

A sejtek morfologiajat 6t napos ZG16B-t tartalmazo kondicionalt feliiluszoval vagy TGF--val
végzett kezelések utan rogzitettiik mikroszkopia segitségével. A TGF-f3 kezelést a vizsgalataink
soran 10 ng/ml koncentracioban alkalmaztunk pozitiv kontrollként EMT indukaldsara. A
mintadkat 4% formaldehiddel fixaltuk, majd DAPI, CellMask Red és Phalloidin-A488 festést
alkalmaztunk. A sejtek alakjat, korszertiségét és hosszanti tengelyeinek aranyait CellProfiler
programmal elemeztiikk sejtenként. Az elemzés soran a tenyésztd feliilet teljes részén

megtalalhat6 0sszes sejtet kiértékeltiik.

3.7 Immunfestés, immunhisztokémia és fluoreszcens mikroszkopia

Az intracellularis 5-HT szintjének szemi-kvantitativ meghatarozasahoz nyul eredetii anti-5-HT
antiszérumot hasznaltunk, a festési intenzitdst a DAPI-val festett sejtmagok szdmara
normalizaltuk. A reaktiv oxigéngyokok kvantitalasat 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(DCFDA) festéssel végeztiik el, 10 uM koncentraciéban alkalmazva azt €16 sejteken. A
DCFDA jelolés intenzitasanak kvantitaldsa soran, a mért ért¢keket HOECHST festéssel
azonositott sejtek szamara normalizaltuk. A kettds szala DNS-toréseket YH2AX ellenes indirekt
immunfestés segitségével analizaltuk, és a pozitiv sejtmagok ardnyat az Osszes sejtmaghoz
viszonyitva adtuk meg. Hasonlé mddon, a pozitiv-negativ sejtszam aranyat hataroztuk meg Ki-
67 proliferaciés markerre specifikus immunfestés esetén is. Hasonloképpen a triptofan-
hidroxilaz (TPHI), SERT, ZGI6B, FNI, CDH2 fehérjék mennyiségét is indirekt
immunfestéssel vizsgaltuk, ezeknél a méréseknél a mért intenzitas értékeket a sejtek szamara
normalizaltuk. A mintdkrél Leica DMi8 inverz fluoreszcens mikroszkoppal rogzitettiik

felvételeket, a képelemzést Imagel és CellProfiler szoftverekkel végeztiik.

Az allatkisérletekbdl szdrmazd 4% formalinnal fixalt és paraffinba agyazott normal emlo- és
xenograft tumorszovet mintdkbdl 5 pm vastag metszeteket vagtunk mikrotom segitségével. Ezt
kovetden xylene alkalmazisaval oldottuk ki a paraffint a metszetekbdl, majd csokkend
szovetmintat. Az antigénfeltarast citrate pufferben, kuktdban torténd 15 perces hdkezeléssel
végeztik. A primer antitestekkel torténd jelolést kovetden, Vectastain R.T.U. kit
felhasznalasaval indirekt mddon, peroxidase enzimmel konjugalt masodlagos antitesttel
jeloltik a metszeteket. A masodlagos jelolést kovetden 3,3'-diaminobenzidine (DAB)
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kromogént ¢és hematoxylin hattérfestést alkalmaztunk a szdvetmintakon. A metszeteket
szintelen koromlakkal és feddlemezzel zartuk le. A készitett targylemezeket bright-field szines
(RGB) moédban digitalizaltuk. A felvételeken ZG16B-pozitiv teriileteket ImageJ programmal

kvantitaltuk, és a hematoxylin adta hattérfestés teriiletére normalizaltuk.

3.8 Western blot analizis

A sejtekbdl fehérje kivonatokat készitettiink RIPA pufferrel, amelyet proteazgatlo koktéllal és
foszfatazgatlokkal (Na3VOs) egészitettiink ki. A fehérje koncentracidt bicinchoninic acid
(BCA) modszerrel hataroztuk meg. A denaturdlt mintdkat 10%-os sodium dodecyl sulfate
(SDS) -polyacrylamide gélen futtattuk, majd polyvinylidene-fluoride (PVDF) membranra
transzferaltuk félszaraz vagy nedves blottold technikat alkalmazva. Az elsddleges antitestek
5%-0s BSA-TBST oldatban keriiltek a membranra. Indirekt jelolés sordn az alkalmazott
masodlagos antitestek DyLight-680 és -800 fluoroférokkal voltak konjugalva. A jeleket LI-
COR Odyssey rendszerrel detektaltuk, és a denzitometriai kiértékelést Image] szoftverrel
végeztik. Az Akt phosphorylacid vizsgélata soran a PI3K gatlasara hasznalt LY294002
hatéanyagot Dr. Balajthy Zoltantol kaptuk.

A ZGI16B expresszios rendszer karakterizadlasa soran a sejtekrdl szadrmazéd feliiluszot
ugyanolyan eljarassal készitettiik eld, mint amikor azt kezelésként alkalmaztuk a sejteken. A
feliiluszok és lizatumok fehérjetartalmat BCA kittel kvantitaltuk, majd higitast és denaturalast
kovetden Western blottal igazoltuk a ZGI16B fehérje jelenlétét. Normalizalashoz ugyanazon

sejtekbdl szdrmazoé lizatumokat hasznaltunk B-tubulin kvantitalashoz.

3.9 Masodlagos hirvivok (IP3, cAMP) kvantitalasa

A cAMP-szinteket a cAMP-Screen Direct ELISA kittel (Thermo Fisher, Waltham, MA)
hatdroztuk meg. 5 perces farmakologiai kezelést kovetden a sejteket lizaltuk, majd a
sejtlizatumokat 96 lyukt mikrotiter plate-en inkubaltuk cAMP-AP konjugatummal és anti-
cAMP antitesttel. A lumineszcenciat Synergy LX mikroplate-olvasoval (BioTek, Winooski,
VA) detektaltuk, €s a koncentraciokat standard goérbék alapjan interpolaltuk.

Az IP3 szintek valtozasat az inositol-monophoshpate (IP1) szintjének mérésével vizsgaltuk a

crer

mérése alkalmas a PLCPB Gg-kapcsolt receptorok altal torténd aktivacidjanak detektalasara. Az

IP1 szintek meghatdrozasat HTRF IP-One Gq kittel (Revvity Inc., Waltham, MA) végeztiik
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EnVision 2105 mikroplate-olvaso (PerkinElmer, Waltham, MA) segitségével. A HTRF, vagyis
Homogeneous Time-Resolved Fluorescence technologia idéfelbontasos fluoreszcencia-
rezonancia energiatranszferen alapul, amelyben egy donor és egy akceptor fluorofor kozelsége
esetén specifikus fluoreszcens jel keletkezik. A kezeléseket 50 mM LiCl-t tartalmazo
stimulacids pufferben hajtottuk végre. A kompetitiv assay soran az IP1-D2 és cryptate-al
konjugalt anti-IP1 reagenseket a sejtlizatumokhoz kevertiik, majd a fluoreszcens jelet 665 nm
¢és 615 nm hullimhosszon mértiik, amelyek alapjan a HTRF aranyokat kiszamitottuk. Az IP1

koncentraciok interpolalasahoz standard gorbét hasznaltunk.

3.10 Transzkriptomika, RNS szekvenalas és RT-qPCR

A teljes transzkriptom szekvendldsra szant mintdink HME-hTert sejtekbdl szarmaztak. A
hatéanyagok beoldasi modszerének megfelelé hordozoanyagok (negativ kontroll), paroxetine
(1 uM) (Par) vagy bexarotene ¢és carvedilol (100 nM + 300 nM) kezelések esetén a kezeléseket
24 6ran at végeztiik. A hordozdanyagokat minden esetben azonos médon higitottuk, mint a
legtoményebb kezelés, annak érdekében, hogy a rendszerben a bevitt hatdanyagok mellett 1évo
hordozbanyag mennyiség azonos legyen a negativ kontroll esetén is. Rekombinans ZG16B
faktorral valo kezelés esetén 6 oran at kezeltiik a sejteket. A kezelt sejtekbdl Macherey-Nagel
RNS izolal6 kittel készitettiink mintdkat, melyek mindségét Agilent Bioanalyzer segitségével
ellendriztiik. A mintak szekvenalasa Illumina és DNBSEQ-G400 rendszereken tortént az UD-
Genomed Kft. segitségével. A nyers szekvenalasi fajlokat a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) adatbazisaba toltottiik fel. A ZG16B és hozza tartozo kontrolljaval kezelt
mintdkhoz tartozé adatok a PRINA965937 azonositd alatt elérhetdek. A bexarotene és
carvedilol kombinalt kezelés és kontrolljadhoz tartozé nyers adatok a PRINA965935 azonositod
alatt, mig a paroxetine és kontrolljahoz tartozé adatok a PRINA1210992 azonosité alatt

elérhetoek az adatbazisban.

A szekvenalasbol nyert adatok mindségellendrzése és feldolgozasa Galaxy platformon
(https://usegalaxy.eu/) zajlott trimmelési- (Trimmomatic), referencia genomhoz (Human Feb.

2009 (GRCh37/hgl9) torténd illesztés- (HISAT2), kvantitalas- (FeatureCounts) ¢és

normalizalas (DESeq2) 1épéseken keresztiil. A differencidltan expresszalt gének valtozasainal
a statisztikai kiilonbség szignifikancia szintjét p < 0,01 értékben hatdroztuk meg.
Fékomponensi-elemzés (PC) alapjan bex+carv hatas kontrollal valé 6sszevetésekor PC1:14%

PC2:81% értékeket kaptunk. ZGI16B kezelés kontrollal vald 6sszehasonlitdsakor PC1:1%
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PC2:98% értékeket kaptunk. Paroxetine kontrollal vald Osszevetésekor PC1:37% PC2:52%
értékeket kaptunk.

A kiilonbozd transzkriptomikai adatsorok bioinformatikai eléfeldolgozdsa azonos logika
szerint tortént a mindségellendrzés, illesztés, kvantifikalas és DESeq2-alapu normalizalas,
illetve differencialis expresszid-elemzes szintjéig. Az ezt kovetd funkcionalis elemzési stratégia
az adott kisérleti kérdésfeltevéshez igazodott. A paroxetine-kezelés esetén a teljes rangsorolt
génlista Utvonal-szintli értelmezésére gene set enrichment analysis (GSEA) elemzést
alkalmaztunk Reactome génkészletekkel. A Bex+Carv ¢s ZGI16B adatsorok Osszevetésekor
ezzel szemben a cél az azonos vagy ellentétes iranyban szabalyozott géncsoportok azonositasa
volt, ezért a differencialtan expresszalt génlistak hierarchikus klaszterezését, majd az igy kapott

géncsoportok ShinyGO-alapt génontoldgiai elemzését végeztiik el.

A ZGI6B ¢és Bex + Carv altal szabalyozott differencidlisan expresszalt gének listainak
Osszevetésekor hierarchikus klaszterezést végeztiink Cluster 3.0 és TreeView szoftverek
segitségével, majd kiemeltiik az azonos vagy ellentétes iranyba szabalyozott géneket tovabbi
gén ontologiai elemzés (ShinyGO verzioszdm: 0.76) céljara. Az analizis soran 0,05 false
discovery rate (FDR) kiiszobértéket alkalmaztunk. A taldlatok koziil a p < 0.05 statisztikai

szignifikancia szinttel rendelkezd utvonalakat emeltiik ki.

Paroxetine kezelés esetén génkészlet-elemzést végeztiink (GSEA). GSEA elemzésiink soran
(verzioszam: v4.3.3 [build: 16)) a Molecular Signatures Database (MSigDB) c2.cp.reactome-
v2024.1.Hs.symbols.gmt adatbazisat hasznaltuk, 1000 génkészlet-permutacidval a statisztikai
szignifikancia meghatarozasahoz. A vizsgalt expresszios adathalmaz 25 702 gént tartalmazott,
melyeket a Human NCBI gene ID MSigDB v2024.1 chip platform alapjan annotaltunk. A
fenotipusos cimkék két csoportot definialtak, a gének rangsoroldsa a Signal2Noise érték alapjan
tortént csokkend sorrendben. A kontrollal vagy paroxetine-el kezelt sejtek dsszehasonlitasabol
azonositott Reactome utvonalak a 3—4. abrakon keriilnek bemutatasra, azokat az utvonalakat

emeltiik ki, melyeknél az adj. p-érték <0.05 volt.
3.11 Kromatin-immunprecipitacio, szekvenalas és qPCR

A kromatin-immunprecipitaciés (ChIP) kisérlethez ChIP-szekvenalashoz (ChIP-seq) vagy
ChIP-qPCR-hez 20 millio, illetve 5 milli6 HME-hTert sejtet hasznaltunk. A sejteket kezelést
(Bex + Carv (100 nM + 300 nM) és kontroll) kovetden 1% metanoltél mentes formaldehiddel
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fixaltuk szobahdmérsékleten 10 percen at, majd a formaldehid semlegesitésére 1 mol/L glicint
adtunk a sejtekhez. A sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-sel, majd proteazgatld koktéllal
kiegészitett ChIP lizis pufferben lizaltuk dket. A sejtmagok pelletjét 4°C-on, 12 000 x g-n 1
percig tarto centrifugéalassal gyiijtottiik 6ssze, majd haromszor mostuk ChIP lizis pufferrel. A
kromatin fragmentalasat Bioruptor Plus szonikatorral végeztiik (3 x 5 perces ciklus, 30
masodperc bekapcsolt és 30 masodperc kikapcsolt iizemmaddban, 4°C). Az input mintat minden

esetben a kromatin 10%-anak félretételével allitottuk be.

Az immunprecipitacibhoz magneses gyongyoket hasznaltunk, amelyeket protein-A ¢€s protein-
G gyongyok 1:1 aranyu elegyébdl készitettiink. A gyongyoket 0,5% BSA-t tartalmazo PBS-
ben blokkoltuk egy éjszakan at. A kromatint 1:9 aranyban higitottuk ChIP lizis pufferben. A
nem specifikus kolcsonhatdsokbol eredd hattér csokkentése érdekében a higitott kromatin
mintat egy ¢jszakan at 4°C-on nem specifikus IgG antitesttel bevont gyongyodkkel inkubaltuk.
A blokkolt protein-A ¢€s -G gyongyodket a célfehérje elleni antitesttel inkubaltuk — ARIDIA,
acetylalt hiszton H3, vagy nem specifikus IgG antitest — szintén egy &jszakan at, 4°C-on. Az
elézetesen megtisztitott kromatint a bevont gyongydkkel egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk.
Az antitest—fehérje—-DNS komplexeket négyszer mostuk ChIP moso6 pufferekkel. A fehérje—
DNS komplexek eludlasahoz a gyongyoket elucids pufferrel kezeltiik 15 percen at, keverés

mellett szobahdmérsékleten.

A fehérje—DNS keresztkotések bontasahoz a mintakat 0,2 mol/L NaCl-lal egy éjszakan at 65°C-
on inkubaltuk. Ezt kovetden a DNS-t megtisztitottuk RNaz A, proteindz K, Tris-HCI és EDTA
hozzdadéasaval, majd 45°C-on 2 oran at, keverés mellett inkubaltuk termomixerben. A végso
tisztitasi 1épéshez a ChIP-szekvenalashoz hasznalt mintadkat MinElute PCR Purification kittel,
a ChIP-gPCR mintakat pedig a High Pure PCR Template Preparation kittel (Roche) tisztitottuk.

crer

ChIP mintak szekvenalasat az UD-Genomed genomikai szolgaltatd laboratérium végezte.

A nyers szekvenalasi adatokat a Burrows—Wheeler Aligner (BWA) segitségével illesztettiik az
emberi hgl9 referenciagenomhoz. A csucsokat HMCan szoftverrel azonositottuk, majd

ENCODE hgl9 blacklist (artifaktum csucsok) (https://shorturl.at/SmFpT) eltavolitasat

végeztiik el. Az atfedd régiokat a Bedtools csomag intersectBed parancsaval hataroztuk meg.

A leolvasasok normalizaldsat a szekvenalasi mélységhez a bamCoverage funkcioval végeztiik,
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majd a kotddési események vizualizalasahoz bigwig fajlokat hoztunk létre, amelyeket az

Integrative Genomics Viewer (IGV) (https://igv.org/) programmal jelenitettiink meg.

A ChIP-szekvenalassal azonositott ARID1A-ktédési helyet és H3K27ac jelolést ChIP-qPCR
modszerrel validaltuk az azonositott ZG16B enhancer régiéon. A DNS-tisztitast kovetden az
immunprecipitaciés (IP) és input mintakat haromszoros higitasban nukledzmentes vizzel
készitettiik el6 a qPCR reakcidhoz. Az input mintak kontrollként szolgaltak, és minden egyes
IP mintabol szdrmazé6 DNS mennyiségét a hozzd tartozd input mintdhoz viszonyitva
normalizaltuk. A qPCR reakcidkban mintanként 1 mikroliter DNS-t hasznaltunk fel, a
fluoreszcens detektalast pedig SYBR Green I Master (Roche Diagnostics GmbH) reagenssel

végeztik.

3.12 Valos idejii kvantitativ PCR

Az mRNS-transzkriptumok mennyiségi meghatarozasat valos idejii reverz transzkripcios
kvantitativ PCR-rel (RT-qPCR) végeztiik. A vizsgalathoz génspecifikus, FAM-BHQ kettds
jeloléstt TagMan probakat €s hozzajuk illeszkedd forward- és reverz primereket terveztiink,
amelyek lehetové tették a célzott mRNS-szakaszok nagy érzékenységli és specifikus
detektalasat. A CDHI gén kvantifikalasa soran SYBR green festék alapu detekciot
alkalmaztunk. Az RT-qPCR és ChIP-qPCR soran alkalmazott primerek szekvenciait a 4.
tablazat tartalmazza. Az egyes mRNS-ek kopiaszamat egyszali DNS amplikonokbol eléallitott,
reakciokban mért ciklus kiiszob (Ct) értékek alapjan abszolut mennyiségi becslés valt lehetové.
A génexpresszids szinteket a B-aktin (4CTB) haztartasi génhez normalizaltuk a mintdk kozotti
technikai eltérések és bemeneti mRNS mennyiség kiilonbségeinek kiegyenlitése érdekében,

majd az eredményeket relativ expresszios értékekként adtuk meg.
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Detekeié |Célgén Forward primer szekvencia Reverse primer szekvencia Préba szekvencia
= ZG16B 5'-GGTGGGAATACCCAGGAAGTC-3' 5'-GCTTGGAAGGCGACAAAGAC-3' 5'-CCCTGCAGCCAGGCGAATACATCA-3'
g HTRID 5'-CGGGCAGCGGATCTTCT-3' 5'-GACCAGGCAAAACAAACAGATCA-3' |5-TGTCCCTGCTCTGTGAGCCCACA-3'
r;; X HTR2B 5'-ACAGCAGCAAGCAAGTCTAGTGA-3"' |5-TGTAGAGTCGTGTTTGAACTTGCA-3' |5-CATGCTCAGCAAAATAACAACGAAACCAGA-3'
2 2 HTR7 5'-CCTGTGCGTGATCAGCATTG-3' 5'-TCATCTTCGCCATGCATTTC-3' 5'-TTGGGATCACAAGGCCCCTCACA-3'
S © |4RIDIA 5'-GCCAGTCGGACAGCATCAT-3' 5'-CTCTGCATATAACCTCGATCTTGG-3' |5'-CCTTCCATGAACCAATCAAGCATTGCC-3'
= ACTB 5'-CCCTGGCACCCAGCAC-3' 5'-GCCGATCCACACGGAGTAC-3' 5'-ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC-3'
= FN1 5'-AGAGAGTCAGCCTCTGGTTCAGAC-3' |5-TGGAATCGACATCCACATCAGT-3' 5'-ATGCCAGTCCTTTAGGGCGATCAATGTT-3'
Detekcié |Célgén Forward primer szekvencia Reverse primer szekvencia
=]
Q
= o CDHI 5'-AACGATGGCATTTTGAAAACAG-3' 5'-ACCACATTCGTCACTGCTACGT-3'
%
S & 7G16B
S ik 5'-ATTCCAACCGCAATCCCACA-3' 5'-AAGAACCTCCCCCGACAATG-3'
= enhancer régio

4. Tablazat: Az RT-qPCR és ChIP-qPCR soran hasznalt PCR assay-k primer és proba szekvencidai

3.13 Allatkisérletes vizsgalatok

A ZG16B emlémirigyben vald termelésének vizsgalatahoz kordbban az MD Anderson Cancer
Center-ben elvégzett allatkisérletekbdl szarmazo tumormentes mintakat hasznaltunk fel. A
felhasznalt mintdk keletkezését tekintve: MMTV-ERBB2 egereket alkalmaztunk, amelyeket
alkalommal, per os) kezeltiink. A hat hénapos korban feladldozott allatok emlémirigyei 4%-o0s
formalinnal voltak fixalva és paraffinba agyazva. Ezen Allatkisérletes mintak korabbi
kisérletbdl szarmaztak, az allatokkal torténé munka végzése nem képezte jelen doktori kutatas
feladatait.

A tripla negativ emlétumorok ZG16B kifejezddésének meghatarozasara human erdetii MDA -
MB-231 sejtekbdl hoztunk létre xenograftokat severe combined immunodeficiency (SCID)
egerekben. Ehhez nyolc ndstény CB17 (IcrHan Hsd-Prkdc) egeret oltottunk be 5 millio sejt és
tumor mérete elérte a 100 mm?-t, és a 1000 mm?-es méretig folytattuk. A daganatok méretét
tolomérével kétnaponta mértiik, a metabolikus aktivitast '*F-FDG PET/NMR vizsgalattal
értékeltiik. Az allatkisérleteket az unids €s hazai etikai eldirasoknak megfeleléen végeztiik

(engedélyszam: 16/2020/DEMAB).

3.14 Genomikai adatbazisbol szarmazé adatok feldolgozasa
A ZG16B expresszio tobb daganattipus kozotti 0sszehasonlitasdhoz a ”The Cancer Genome
Atlas” (TCGA Pan-Cancer) adatbazist valasztottuk, amely 0sszesen 12 839 mintat tartalmazott,

¢és az elemzést az UCSC Xena bongészében (https://xena.ucsc.edu/) végeztiik. Tobbféle

daganattipus Osszehasonlitdsa mellett az emlddaganatok ¢és normal szovetek ZGI6B
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expressziobeli 6sszehasonlitas céljara a TCGA Breast Cancer (BRCA) adatszettet hasznaltuk
fel.

3.15 Statisztikai elemzés és abrakészités

Minden kisérlet legalabb harom fiiggetlen biologiai ismétlést tartalmazott. Az eredményeket
atlag + standard hiba (SEM) formaban adtuk meg. Két csoport 6sszehasonlitdsahoz parositatlan
t-probat, tobbszords dsszehasonlitas esetén egyszempontos variancia-analizist (ANOVA), majd
Tukey- vagy Mann—Whitney-féle tesztet alkalmaztunk. Az adatok kiértékelése sordn a mért
kiilonbségeket p < 0.05 érték mellett tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Az I1Cso
értékeket nonlinearis regresszios illesztéssel hataroztuk meg a doézis—hatas gorbék alapjan. A
kombinaciods kezelések hatasanak értékeléséhez a szinergia meghatdrozasara a Loewe-modellt
alkalmaztuk Combenefit szoftver haszndlata soran. A szamitds alapjat a proliferacids assay
normalizalt eredményei adtdk, amelyek a kontrollhoz viszonyitott sejtszam szézalékos
véltozasat fejezik ki. Abrainkat GraphPad Prism 8, Microsoft Excel és PowerPoint

szoftverekkel és Biorender.com hasznalataval készitettiik.

4. Eredmények

4.1 A SERT gatlasa és 5-HT stimulacio antiproliferativ hatast fejt ki HME-
hTert sejtekben

Elséként annak vizsgalatat tlztiik ki célul, hogy a szelektiv 5-HT-visszavétel gatlok milyen
klinikumban is széles korben alkalmazott SSRI-t vizsgéltunk proliferacidos assay-ben: a

sertraline-t, a citalopram-ot és a paroxetine-t.

cre

hatéanyaggal kezeltiik a sejteket DMSO-EtOH hordozéanyag-kontroll mellett. Az eredmények
alapjan a sertraline ¢és a citalopram nem okozott szignifikédns valtozast a sejtszamban, mig a
paroxetine mar 1 puM koncentracid felett szignifikdns sejtszam csokkenést idézett eld a
kontrollhoz képest. A hatas dozisfliggének bizonyult, €s a legmagasabb, 10 uM koncentracional
a sejtszam mintegy 40%-kal esett vissza a kontrollhoz képest (4A abra). Ez a kisérlet
egyértelmiien jelezte, hogy a harom vizsgalt SSRI koziil a paroxetine rendelkezik a legerésebb

antiproliferativ hatassal ezen a sejtvonalon.
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A paroxetine kiemelkedd hatasanak hatterében feltételezhetéen a SERT gatlasa allt kozponti
szerepben, mivel a hdrom vizsgalt SSRI koziil a paroxetine rendelkezik a legnagyobb
affinitassal a transzporterhez.!*®!7° Ennek kisérletes validalaséhoz a SERT-et siRNS-medidlt
géncsendesitéssel szuppresszaltuk normal emld epithel sejtekben. Negativ kontrollként
luciferaz-specifikus siRNS-t (siLUC) hasznaltunk. Az SERT ellenes siRNS alkalmazasa

szignifikans sejtszam csOkkenést eredményezett a kontrollhoz képest, ami kozvetlen

abra).

A kovetkezO 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a sejtek hogyan reagéalnak a kiils6 5-HT szint
emelésére 5-HT hozziadasaval, illetve, hogy a paroxetine képes-e a 5-HT altal kivaltott
proliferacios valaszt befolyasolni. A sejtekhez 1 és 10 uM koncentracioban adtunk 5-HT-t,
onmagaban vagy eldzetesen hozzdadott 1 uM paroxetine-el kombinalva. Mar az alacsonyabb,
1 uM 5-HT kezelés is szignifikdns sejtszam csokkenést okozott, amelyhez hasonlé mértéki
csokkenést valtott ki a 5-HT és paroxetine kombindcidja is. Ugyanakkor 10 uM 5-HT esetében
a paroxetine-el valdo kombindcié szignifikansan erdsitette annak antiproliferativ hatasat (4C

abra).
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4. Abra: 4 SERT gatlasa és 5-HT stimuldcio antiproliferativ hatast fejt ki HME-hTert sejtekben. A,
HME-hTert 2D proliferdcios assay eredmények citalopram, sertaline, paroxetine dozis-hatds
vizsgalatok alapjan. (*p<0.05 ANOVA, T-test) B, Proliferacios assay vizsgadlat a SERT siRNS-el torténd
csendesitése utain HME-hTert sejtekben. (*p<0.05 T-test) C, 5-HT antiproliferativ hatdsanak vizsgalata
kontroll vagy paroxetine (1 uM) elékezelés mellett. (*p<0.05 ANOVA, T-test) D, A bal oldali panelen
reprezentativ mikroszkopos fazis-kontraszt képek lathatoak HME-hTert spheroidokrdl kontroll,
paroxetine és 5-HT kezelést kovetoen, jobb oldalon teljes adatsor kiértékelésébol szdarmazo

szamszertsitett szferoid térfogat értékek lathatoak. (*p<0.05 ANOVA, T-test)

"o

Végiil a 2D sejttenyészetben kapott eredmények megerdsitése céljabol 3D szferoid modellben
is vizsgaltuk a kezelések hatdsat. A Matrigelben tenyésztett HME-hTert szferoidokon 300 nM
paroxetine ¢és 100 nM 5-HT-kezeléseket hajtottunk végre. A szferoidokrol késziilt
mikroszképos felvételek kvantitativ elemzése alapjan mind a paroxetine, mind a 5-HT

szignifikansan csokkentette a szferoidok atlagos térfogatat a kontrollhoz képest (4D éabra).

Osszességében eredményeink igazoltak, hogy a paroxetine a vizsgalt SSRI-k kéziil jelentdsen
képes csokkenteni HME-hTert sejtek sejtszamat. Hasonloképp, a SERT funkciondlis gatlasa

mellett is sejtszdmcsokkenést tapasztaltunk. A kiils6leg hozzdadott 5-HT 6nmagaban is jelentds
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antiproliferativ hatast fejt ki normal sejteken, amelyet a paroxetine tovabb erdsitett, tovabba
mind a transzporter gatlasa, mind a kiilsé 5-HT koncentracio emelése novekedést gatldo hatasu

3D sejtkultiras koriilmények kozott is.

4.2 Normal emlo epithel sejtek kifejezik a S-HT termeléséhez és jelatviteléhez
sziikséges fehérjéket

Az eldz6 kisérletekben bemutatott antiproliferativ hatasok szempontjabdl fontos 1épés volt
annak az igazoldsa, hogy a normal emld epithel sejtek rendelkeznek a 5-HT eldallitasahoz,

transzportjahoz és jelatviteléhez sziikséges komponensekkel.

Ehhez elsdként immunfluoreszcens festést végeztiink 5-HT-ellenes antiszérummal annak
igazolasara, hogy a sejtek képesek sajat maguk is 5-HT-t eldallitani és tarolni. A kontrollal
kezelt sejtekben kimutathat6 volt az intracellularis 5-HT halmozddasa, tovabba paroxetine (300

nM) kezelés utan a sejtek 5-HT tartalma szignifikansan csokkent (5A é4bra).

A 5-HT elééllitasanak kulcsenzime a 7PHI enzim. Immunfluoreszcens jelolés alapjan
paroxetine ¢és 5-HT hatasara nem volt szignifikdns expressziobeli eltérés a TPHI
expresszidjaban a kontrollhoz képest, ugyanakkor a paroxetine és 5-HT egyiittes alkalmazéasa

mellett egy fokozott kifejezddésre utald tendencia mutatkozott (5B abra).

Ezutan a 5-HT-transzporter fehérjeszintli kifejez6dését vizsgaltuk meg immunfestéssel, amely
megerdsitette, hogy a SERT a sejteken kifejezddik. Az alkalmazott kezelések (5-HT,

paroxetine) hatasara szignifikéns kiilonbség itt sem volt detektalhato (5C abra).

A kovetkezd 1épésben a 5-HT receptorok expresszidjat vizsgaltuk meg. RNS-szekvenalasi
adatok alapjan a Gi-kapcsolt receptorok koziil az 5-HT1s és az 5-HT1p erdteljesebb expressziot
mutattak, kisebb mértékben az 5-HTk is jelen volt. A Gq-kapcsolt receptorok koziil az 5-HT24
¢és az 5-HT>p mérsékelt kifejezddést mutattak. A legmagasabb expresszioval az 5-HT7 receptor
rendelkezett, amely messze meghaladta a tobbi vizsgalt receptorét. Emellett a SERT is

kimutathat6 volt, bar alacsonyabb expresszids szinttel (5D abra).

Az RNS-szekvenalasi adatok validalasara RT-qPCR vizsgélatot végeztiink harom kivalasztott
receptor izoformat vizsgalva: 5-HTp, 5-HT2p és 5-HT7. A mérések alapjan az 5-HT7 receptor

kifejezodése volt a legmagasabb, amit az 5-H7T>p kovetett, majd az 5-HTip. Ez részben eltért a
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szekvenalasi eredményektdl, amelyek az 5-HTp esetén

abra).

5. Abra
A DAPI  DAPI+5-HT
o --
Paroxetine
(300nM)
B
DAPI TPH1 DAPI + TPH1
Kontroll
Paroxetine
(300nm)
5-HT
Paroxetine
+
5-HT
c DAPI SERT DAPI + SERT
Kontroll
Paroxetine
(300nM)
5-HT
(100nM)
Paroxetine
+
5-HT
D
&
39
2% ooos [w
2
z
- (E 00010 Gi
0.00008
e rres —— Gs Gi
" 0.00004{ Gq
T 0.00002{ |
E 0.00000 R T .
S ESSSSSSS%’E%%E
FE535555°F S
12

itas

Normalizalt TPH1 intenzi

magasabb expressziot mutattak (SE

6000
4000

2000

Normalizalt 5-HT intenzitas

25000+

20000:

15000

10000

5000

Normalizalt SERT intenzitas
- n w P (5]
o o (=3 =3 (=]
(=3 =3 i=3 =3 (=3
(=3 =3 [=3 i=3 (=1
o o o o o

=)

9
P 2.0 Gs
g8 s
5 =
35 10
0 X 4x102 Sq
Zc
X T 3x10°
il nl
=@ 20 i
e
§ g
8 4xigs
£ 2x10%
<z3 o
0 L@ L1
x<\ X oy\'\
9 o

5. Abra: 4 HME-hTert sejtek kifejezik a 5-HT termeléshez és jelatvitelhez sziikséges fehérjéket. A,

HME-hTert 5-HT ellenes szérummal valo immunfestésének reprezentativ mikroszkopos képei. A jobb

oldali grafikonon a sejtmagok szamara normalizalt fluoreszcens intenzitdst abrdazoltuk. (*p<0.05 T-test)

B, HME-hTert sejtek TPHI immunfestésébol szarmazo reprezentativ képek, és a sejtmagok szamdra

normalizalt fluoreszcens intenzitdas értékek. C, HME-hTert sejtek SERT immunfestésébol szarmazo

reprezentativ képek, és a sejtmagok szamara normalizalt fluoreszcens intenzitdas értékek. D, RNS-

szekvendlasi adatok HME-hTert sejtekbdl, prezentdlva a szerotonin receptor izoformak kifejezédését. E,

RT-gPCR adatok HME-hTert sejtekbdl a D, részben prezentalt RNS szekvendalasi adatok validaldsahorz.
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Osszességében a kisérletek igazoltak, hogy a HME-hTert sejtek képesek 5-HT-t eldallitani,
rendelkeznek annak transzportjahoz sziikséges fehérjével, és szamos, jelatvitel szempontjabol
relevans receptort expresszalnak. Ez a molekularis hattér igazolta, hogy a HME-hTert sejtvonal

alkalmas modell a 5-HT jelatvitel vizsgélatara.

4.3 Paroxetine hatiasara megvaltozik az eml6 epithel sejtek
transzkriptomikai profilja

A paroxetine emld epithel sejtekre gyakorolt hatdsanak felderitéséhez transzkriptomikai
vizsgalatokat végeztiink, amelyek célja a kezelés altal kivaltott génexpresszios valtozasok
feltérképezése volt. A sejteket 24 oran keresztiil kezeltiik paroxetine-el (1 uM) vagy DMSO-
ETOH hordozoanyag-kontrollal, majd az RNS-szekvenalasbol nyert adatokat a génexpresszios
mintazatok funkcionalis értelmezéséhez génhalmaz-dasulasi analizist (GSEA) alkalmaztunk,

amely lehetdvé tette, hogy az azonositott géneket biolodgiai titvonalakhoz rendeljiik.

Az elemzés tobb, a sejtek szerkezetével €s kapcsolataival Osszefliggd utvonalat azonositott,
mint paroxetine altal indukalt atvonalak (6. dbra). Jelentés mértékben érintettek voltak a kis
GTP-koto fehérjékhez kapcsolddo folyamatok, példaul a RACI, RAC2, RHOA, RHOB, RHOC,
CDC(C42 ¢és RHOG ciklusai, amelyek a citoszkeletalis dinamika, a sejtmigracio és a sejt—sejt
kolcsonhatasok szabalyozasaban jatszanak kozponti szerepet. A  mikrotubulusokhoz
kapcsolddo utvonalak, mint a tubulin karboxi-terminéalis poszttranszlacios modositasai vagy a
tubulin folding folyamata, szintén dasuldst mutattak, ami arra utal, hogy a paroxetine
befolydsolja a sejtvaz szervezOdését €s stabilitasat. A sejt—sejt kapcsolatok és a sejtek kozotti
kommunikécio szabalyozasaval 0sszefiiggésben a GSEA olyan tutvonalakat emelt ki, amelyek
a gap junction Osszedllitdsdhoz ¢és szabalyozdsdhoz, valamint a konnexonok
plazmamembranhoz torténd szallitdsdhoz kapcsolddnak. Ezen kiviil a kollagénrostok
képzddésével, bioszintézisével, modositasaval és lebontasaval Osszefiiggd folyamatok is
megjelentek, ami az extracellularis matrix szerkezetének €s dinamikdjanak atformalédasara

utal.
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6. Abra 20
Rac1 GTPaz ciklus :
RhoA GTPaz ciklus
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5 Rho GTPaz ciklus
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6. Abra: 4 transzkriptomikai vdltozasok alapjan paroxetine hatasara indukadlt géncsoportok. Az

utvonalakat a normalizalt dusuldasi pontszamok alapjan raktuk csokend sorrendbe a f6bb csoportokon

beliil. Az utvonalakat a fobb kategoridkba (G-fehérje medialt jelatvitel, ionhomeosztazis, szinaptikus

Jjelatvitel, sejtvaz és adhézio) manudlisan soroltuk be.
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A vizsgalatok eredményei arra is ramutattak, hogy a paroxetine hatasa nem korlatozédik a
sejtszerkezeti komponensekre, hanem a jelatviteli ttvonalak széles korére terjed ki. Szamos
neurotranszmisszidhoz és kalcium jelatvitelhez kapcsolodo folyamat mutatott dasulast, ideértve
az NMDA- ¢és AMPA-receptorokhoz kapcsolhato jelatviteli folyamatokat, a glutamat
neurotranszmitter felszabaditdsat és a citoszolikus kalciumszint emelkedését. A kalcium
homeosztazissal kapcsolatos mechanizmusok koziil tobbek kozott a TRP-csatornék, a P-tipusu
ATP-4zok altal kozvetitett iontranszport és az FceRI-medidlt kalcium-mobilizacid is az érintett

utvonalak kdzott szerepelt.

A proliferacio és differenciacio szabalyozasaban kozponti szerepet jatszo jelatviteli utak koziil
a NOTCHI ¢és NOTCH? éltal kozvetitett folyamatok, valamint a Sonic Hedgehog jelatvitel
komponensei is megjelentek. A phospholipid - és inositol-phosphate anyagcsere tobb 1épése is
érintett volt, ami arra utal, hogy a paroxetine hatdsa a membran lipidek metabolizmusa szintjén
is.

A paroxetine kezelés hatasdra nem csak bizonyos gének kifejez0dése fokozodott, hanem
szamos gén expresszidja mutatott szignifikans csokkenést (7. abra). A legjelentdsebb csoportot
a sejtciklussal kapcsolatos folyamatok adtdk. Tobb kulcsfontossagl sejtciklus-szabélyozasi
pont génjeinek expresszidja mérséklodott, ideértve az APC/C és SCF komplexek altal
kozvetitett degradacidos folyamatokat, amelyek a ciklinek és mas szabalyozd fehérjek
lebontasan keresztiil iranyitjak a sejtciklus eldrehaladédsat. Kiemelkedtek a G1/S és G2/M
ellendrzépontokhoz kapcsolodd tutvonalak, a profazis kromoszémainak kondenzécioja,
valamint a ciklin A, B1 és B2 éltal szabalyozott események. A mitotikus szabalyozas mellett a

meiotikus rekombindciohoz kothetd gének expressziodja is csokkent.

A DNS-metabolizmushoz ¢és -javitashoz kapcsolodd utvonalak is a szupprimalt kategoridban
jelentek meg. Az elemzés kiemelte tobbek kozott a DNS-replikacio, a replikacio elé-inicidcios
komplex 0sszeallitasa, a telomer-karbantartds, valamint a DNS-javité mechanizmusok, példaul
a baziskivagasos javitas egyes lépéseinek csokkent génexpressziojat. Ezen talmenden a
telomer-stresszhez, DNS-karosodashoz kapcsoldodd és szeneszcencia folyamatahoz kothetd

gének kifejezddése is mérséklddott.
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7. Abra: A4 transzkriptomikai valtozdasok alapjan paroxetine hatasara szuppresszalt jelatviteli
utvonalak listaja. Az utvonalakat a normalizalt dusuldsi pontszamok alapjan raktuk csokend sorrendbe

a fobb csoportokon beliil. Az utvonalakat a fo6bb kategoriakba manualisan soroltuk be.

Az adatok a sejtciklus és DNS-metabolizmus mellett a sejtvalaszok egyéb teriiletein is
valtozasokat jeleztek. A fehérje mindségellendrzéshez ¢€s stresszvalaszhoz kapcsolodd gének
koziil a nem megfelelden konformalt fehérjékre adott valasz és az endoplazmatikus retikulum
stressz soran aktivalodd folyamatok szintén csokkent kifejezddést mutattak. Végiil a pS3
stabilizacidjahoz és a stresszvalasz tovabbi elemeihez kdthetd gének is az alulszabalyozott

expressziot mutatd csoportba tartoztak.
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4.4 Az emlo epithel sejtekbe bejuto 5-HT hatasara fokozodik a szabadgyok
(ROS) termelés és DNS-karosodas indukalodik

A transzkriptomikai analizis alapjan megvizsgaltuk, hogy a SERT gatlasa ¢s a csokkend
kifejez6dést mutatd6 DNS-hibajavitassal kapcsolatos folyamatok milyen Osszefiiggésben
allhatnak egymassal. Ennek funkcionalis vizsgalatahoz célszeriinek tartottuk megvizsgalni, mi
torténik a sejtekben a sejtbe bejutd 5-HT lebontasa soran. Hipotézisiink szerint, a sejtekben a
monoamin-oxidaz altal a 5-HT lebontdsa sordn keletkezd szabadgyOkok mennyisége

korrelaciot mutathat a DNS karosodas mértékével.

Az intracellularis ROS-szint véltozasait DCFDA festéssel kovettiik nyomon. A sejteken
paroxetine (1 uM) vagy DMSO-ETOH hordozoanyag-kontroll eldkezelést végeztiink, majd
emelkedd dozisban 5-HT-val (100, 300 és 1000 nM) kezeltiik 6ket. A kapott eredményeink
alapjan a kontrollal eldkezelt sejtekben 300 nM 5-HT koncentraciotol kezdédden a sejtekben

szignifikdnsan megnétt a ROS mennyisége.

Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy ha a sejtek paroxetine el6kezelést kaptak, a 5-HT nem tudott
ROS képzddést indukalni. A ROS szintje a 300 és 1000 nM koncentracidju 5-HT-nal kezelt

sejtekben szignifikansan eltért a paroxetine-el is kezelt sejtek ROS szintjétol (8A ébra).

A 5-HT Aaltal kivaltott oxidativ stressz kdvetkezményeinek felmérése soran a DNS-karosodas
szintjét YH2AX immunfestéssel hataroztuk meg. A kontroll sejtekhez képest a 10 pM 5-HT-val
kezelt sejtekben a YH2AX-pozitiv sejtek aranya szignifikansan megemelkedett, ami a DNS-
karosodas fokozddasat jelezte. Amikor a sejtek paroxetine kezelést is kaptak (1 uM), ez a hatas

szignifikansan mérséklodott, a YH2AX-pozitiv sejtek ardnya jelentdsen csokkent (8B abra).

Osszességében a kapott eredményeink ramutatnak, hogy a HME-hTert sejtekben a kiilséleg
hozzaadott 5-HT oxidativ stresszt valt ki, amely DNS-karosodashoz vezet. Ez a hatas nem a
klasszikus 5-HT jelatvitelhez kothetd, mégis fontos szempont, mivel normal sejtvonalban is
kimutathato, fizioldgidsan is bekdvetkezd jelenség a 5-HT lebontdsa sordn. A paroxetine
ugyanakkor képes mérsékelni ezeket a hatdsokat, ami 6sszhangban all a korabbi kisérletekben
igazolt transzporter-gatld hatdssal, €s a paroxetine altal szuppresszalt transzkriptomikai

utvonalakkal is.
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8. Abra
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8. Abra: 4 sejtekbe bejuto 5-HT hatasdra fokozodik a ROS termelés és a yH2AX marker kifejezodése.
A, HME-hTert sejteken DCFDA jeloles segitségével kimutatott ROS tartalomrol késziilt mikroszkopos
felvételek, illetve annak sejtmagok szamara normalizalt fluoreszcens intenzitas értékei. B, yH2AX
kifejezédése HME-hTert sejteken immunfestés alapjan, tovabba a markerre nézve pozitiv kifejezodest
mutato sejtek total sejtszamra vonatkoztatott aranyai. (*p<0.05 ANOVA, Tukey’s multiple comparison

test) C, Az intracellularis 5-HT lebontasabol szarmazo ROS DNS karositasanak sematikus dbrazolasa.

45 A normal emlé epithel sejteken Kkifejez6dé S-HT receptorok
funkcionalisan aktivak és képesek az Erk 1/2 aktivitasat befolyasolni

A 5-HT intracellularis szerepének vizsgalata utdn attértliink a receptorai célzott funkcionalis
vizsgalatara. Ehhez a receptorok jelatviteli mechanizmuséhoz kapcsolhaté masodlagos hirvivo
(cAMP, IP3) szintek valtozéasat vizsgaltuk farmakoldgiai modulacid6 mellett. A kisérletek

kozéppontjaban harom kivalasztott, reprezentativ receptor izoforma allt: az 5-HTip, 5-HT7

57



izoformak, amelyek a cAMP termelés szabalyozasaban jatszanak szerepet, valamint az 5-H7 >3,
amely a phosphoinositide-jelatviteli utvonalhoz kapcsolodva az IP3 szintet befolyasolja. A cél
az volt, hogy bizonyitsuk, ezek a receptorok nem csak expresszalodnak a sejtvonalban, hanem
farmakologiailag modulalhatok, és aktivacidjuknak vagy gatlasuknak mérhetd funkcionalis

kovetkezménye van.

Els6ként a cAMP-szint valtozésait vizsgaltuk meg (9A 4bra). A vizsgalataink sordn harom
receptor izoformat (5-H7T7, 5-HTip, 5-HT»p) vélasztottunk ki tovabbi vizsgalatainkhoz.
Vilasztasunkat egyrészt a hatdanyag szlirdvizsgalatok indokoltak, melyek ramutattak, hogy az
5-HT; receptor agonistdja, az 5-HTip ¢és 5-HT.p antagonistai gatoltdk a sejtosztodast.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a kontrollal kezelt sejtekhez képest a 5-HT
onmagaban szignifikdnsan ndvelte a cAMP mennyiségét, azonban ez 5-H7; antagonista
jelenlétében szignifikansan mérséklodott. Az antagonista Onmagaban nem valtoztatta meg a
cAMP-szintet, viszont az 5-H77 agonista alkalmazdsa a 5-HT-hoz képest is szignifikdnsan
magasabb cAMP-szintet eredményezett. Az 5-HTp antagonista onmagaban is szignifikansan
emelte a cAMP-szintet, és amikor 5-HT-val egyiitt alkalmaztuk, mindkét szer Onalld
alkalmazasdnal magasabb cAMP-szintet mértiink. Az 5-H7:p agonista ezzel szemben
onmagaban nem valtoztatta meg a cAMP-szintet, ugyanakkor képes volt szignifikdnsan
visszaszoritani a 5-HT altal kivaltott masodlagos hirvivé szintjének emelkedését. Az 5-HT2p
antagonista sem onmagaban, sem 5-HT-val kombindlva nem valtoztatta meg a cAMP-szinteket.
Ezek az eredmények egyuttal megerdsitették a farmakologiai szerek specificitasat a célzott

receptor izoformak felé.

Kovetkez6 1épésként az IP3 szintet kovettiikk nyomon, amely az IP1 szdrmazék mennyiségével
aranyosan mérhetd (9B abra). Elsoként az 5-HT7 receptor szerepét vizsgaltuk, ugyanazokkal a
kezelésekkel, mint a cAMP-re vonatkozd vizsgalatnal. A 5-HT ebben az esetben is
szignifikansan novelte az IP3 szintet, viszont az 5-H77 antagonista sem 6nmagaban, sem 5-HT-
val kombinalva nem befolyésolta a mért értékeket. Az 5-HT7 agonista hatdsara nem valtozott
az IP3 mennyisége, ami arra utalt, hogy az 5-HT7 receptor modulacioja kizarélag a cAMP-
szintet érinti. Kovetkezd 1épésben az 5-HT>p receptor szerepét vizsgaltuk az IP3 szint
modulacidjdban. A 5-HT, az 5-HT:s agonista, valamint a kettd kombinacidja egyarant
szignifikdnsan emelte az IP3 szintet, a hatas nagysagbeli sorrendje a kontrollhoz képest

novekvo volt: 5-HT < 5-HT>p agonista < 5-HT + 5-HT>p agonista. Végiil az 5-HT>p antagonista
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hatasat vizsgaltuk. Az 5-HT>p antagonista 6nmagéaban nem befolyasolta az IP3 szintet, azonban

szignifikansan visszaszoritotta a 5S-HT altal kivaltott IP3 szint emelkedést.
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9. Abra: Az 5-HTp, 5-HT; és 5-HTss receptorok farmakologiai modulacioja masodlagos hirvivo
szinteket szabalyoz HME-hTert sejtekben. 5-HTp agonista - PNU142633, 5-HT; agonista — LP211, 5-
HT:p agonista — BW723C86, 5-HTp antagonista — LY310762, 5-HT; antagonista — SB269970, 5-HT>s
agonista — LY266097. Minden receptor modulator egységesen 10uM koncentracioban volt alkalmazva.
A, cAMP masodlagos hirvivé kompetitiv enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) alapu
kvantitalasanak eredményei tobbféle 5-HT receptor moduldator, 5-HT kezelések mellett. (*p<0.05
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test) B, HIRF alapu IP1 szint mérés HME-hTert sejtekben 5-HT
és 5-HT receptor modulatorokkal torténd kezelést kovetéen. (*p<0.05 ANOVA, Tukey’s multiple

comparison test)

Ezek a vizsgalatok egyiittesen igazoltak, hogy a HME-hTert sejtekben a kivalasztott 5S-HT
receptor izoformak nem csak jelen vannak, hanem funkcionalisan aktivak, és a farmakoldgiai
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modulaciojuk masodlagos hirvivok termelddésének szintjén is mérhetd kovetkezményekkel jar.
Az eredmények megerdsitették a vizsgalatban hasznalt hatéanyagok specificitasat is, mivel az
5-HTp és 5-HT7; modulécidja kizarolag a cAMP termelésre volt hatassal, mig az 5-H72s

receptor kizarolag az IP3 szintet befolyasolta.

A 5-HT HME-hTert sejtekben tapasztalt antiproliferativ  hatasanak Iehetséges
mechanizmusainak feltardsara a masodlagos hirvivok mellett a mitogén jelatviteli kaszkadok
fobb elemeinek (Src, Akt, extracellular signal-regulated kinase - Erk 1/2) aktivitasat vizsgaltuk.
Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalt phosphorylacios helyek funkcionalis szempontbol eltérd
hatasuak: az Akt (T308) és az Erk 1/2 (T202/Y204) phosphorylacidja aktivalo hatdsa, mig a

Src (Y527) phosphorylacioja inaktivalo modon szabalyozza a fehérje aktivitasat.

Elséként azt vizsgaltuk, hogy a 5-HT kezelés hogyan valtoztatja meg a jelatviteli fehérjék
phosphorylacids mintazatat (10A abra). A HME-hTert sejteket 1 uM 5-HT kezelésnek vetettiik
ala, kiilonbozd iddtartamokban: 0, 10 és 60 percig. A Western blot analizis soran a harom
vizsgalt fehérje koziil az Erk 1/2 esetében a phosphorylacios szint 10 perc 5-HT kezelés utan
jelentésen csokkent a kontrollhoz €s a kiindulasi allapothoz képest, majd 60 perc elteltével
visszatért a kiindulasi szinthez kozeli értékre. Mivel a Src és az Akt esetében érdemi valtozas

crer

vizsgalatara dsszpontositottunk.

A kovetkezo kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a 5-HT Erk-phosphoryléciot befolyasold hatasa
hogyan valtozik paroxetine elokezelés mellett (10B abra). A sejteket eldszor 1 6ran keresztiil
kontroll vagy 1 uM paroxetine el6kezeléssel lattuk el, majd ezt kdvetéen 10 perces 5-HT
kezelést alkalmaztunk kiilonb6z6 dozisokban (0; 1; 1 és 10 uM). Az eredmények szerint a 5-
HT minden vizsgalt koncentracioban doézisfiiggdé modon csokkentette az Erk 1/2
elokezelés mellett a kiindulasi phosphorylacios szint is alacsonyabbnak mutatkozott, és a 5-HT
kezelés hatasa is markdnsabban mutatkozott. Ez arra utalt, hogy a paroxetine mintegy
eléérzékenyitette a sejteket a 5-HT-ra, igy a transzporter gatldsa fokozhatta a sejtfelszini

receptorok altal kozvetitett valasz hatékonysagat.

Ezek az eredmények Osszességében azt mutattdk, hogy a 5-HT antiproliferativ hatasa legalabb

részben a mitogén jelatvitel egyik kdzponti szabalyozo fehérjén, az Erk-en keresztiil valosul
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meg. A hatds dozisfiiggdnek bizonyult, és paroxetine jelenlétében erdsebben érvényesiilt, ami
alatdmasztja azt a feltevést, hogy a vizsgalt jelatviteli valtozasok elsdsorban a sejtfelszini

receptorok stimuldciojabol erednek, nem pedig intracellularis hatdsok kozvetitik dket.
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10. Abra: 4 5-HT id6- és dozisfiiggé modon csokkenti az Erk phosphorylaciojat, amit a paroxetine
elokezelés tovabb potencial. A, Erk 1/2 (T202/Y204), Src (Y527), Akt (T308) phosphorylaciojanak
western blot vizsgalata 10 uM 5-HT kezelés mellett. Bal oldalon reprezentativ blot képeket abrazoltunk,
jobb oldalon pedig ezeknek a denzitometrias eredményei lathatoak. B, Erk 1/2 (T202/Y204)
phosphorylacio és [-tubulin expresszio kvantitalasa Western blottal HME-hTert sejtekbdl, melyek
elokezeléskent kontrollt vagy paroxetine-t (1 uM), majd 5-HT kezelést (0-10 uM) kaptak.

4.6 Szelektiv 5-HT receptor modulatorok szirodvizsgalata potencialisan
antiproliferativ hatasu hatéanyagokat azonositott HME-hTert sejtekben

A 5-HT receptor izoformak szelektiv vizsgéalatinak megtervezéséhez és kivitelezéséhez

elengedhetetlen volt egy szelektiv farmakoldgiai modulator konyvtar (11. abra és 2. tablazat)
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Osszeallitasa, amely lehetdvé tette az egyes 5-HT receptorok aktivitdsanak célzott vizsgalatat.
Kovetkezo kisérleteink sordn ezen hatéanyagok sziirését végeztiik el HME-hTert sejtekben
antiproliferativ hatds alapjan, annak érdekében, hogy azonosithassuk azokat a receptor
izoformékat, melyek felelések lehetnek a szerotoninerg stimuldcido altal kivaltott
antiproliferativ hatdsért. A hatdanyagokat tobbféle dozisban alkalmaztuk, 0,1-1-10 pM
koncentraciokban, és az egyes kezelések soran tapasztalt valtozasokat a vizsgalt hatdoanyagnak

megfeleld hordozdanyag kontrolljdhoz viszonyitottunk az adatok feldolgozasa soran.

A Gs-kapcsolt receptorok agonistai koziil (12A ébra) két vegyiilet mutatott jelentds proliferaciot
gatlo hatast: az 5-HT; agonista (LP211) és az 5-HTs agonista (WAY181187). Mindkét
hatéanyag tobb mint 50%-os sejtszam csokkenést eredményezett a vizsgalt dozistartomanyban.
Ezzel szemben a Gs-kapcsolt receptorok antagonistai (12B ébra) nem idéztek elé 50%-ot

meghalado proliferacié gatlast egyik vizsgalt koncentracioban sem.

A Gi-kapcsolt receptorok agonistai koziil (12C abra) egyediil az L'Y344864, a 5-HTr receptor
szelektiv agonistdja okozott sejtszam csokkenést. Erdemes kiemelni, hogy az 5-HT g/ kettds
agonista (BRL54443) nem valtott ki hasonlo hatast. A Gi-kapcsolt receptorok antagonistai
koziil (12D abra) harom vegyiilet bizonyult antiproliferativ hatdsunak. Az 5-HT:s receptor
antagonista (SB216641), az 5-HTp receptor antagonista (LY310762), valamint az 5-HT’s4
receptor antagonista (SB699551) hatéanyagok mindegyike 50%-ndl nagyobb proliferacio

gatlast idézett elo.

A Gg-kapcsolt receptor agonistak vizsgalata soran (12E d&bra) az 5-HT>c agonista (CP809101)
alkalmazésa eredményezett sejtszdm csokkenést. A Gg-kapcsolt receptor antagonistak koziil
(12F abra) két vegyiilet emelkedett ki: az 5-HT>4 receptor antagonista (R96544) és az 5-HT2p
receptor antagonista (LY266097), melyek 50%-nal nagyobb antiproliferativ hatast mutattak.

A dozis-hatés vizsgélatok eredményeinek tovabbi elemzését az ICso értékek szamitasa tette
lehetové. Ennek alapjan rangsoroltuk a vizsgalt hatdanyagokat (13. abra), és meghataroztuk,
mely vegyliletek rendelkeznek a legerdsebb antiproliferativ hatdssal a HME-hTert sejteken. A
vizsgalatokhoz egy 4 pM-os kiiszobértéket allapitottunk meg, mely alapjan tobb hatdanyag is

kiemelkedett antiproliferativ hatas alapjan a vizsgélt molekulakonyvtarbol (5. tablazat).
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11. Abra
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11. Abra: 4 vizsgalatokhoz hasznalt 5-HT receptor modulatorok szerkezeti képletei.

63



12.Abra A
Gs-kapcsolt 5-HT receptor agonistak

5-HT; agonista 5-HTg agonista 5-HT, agonista
§ 25000, (LP211) ?g, 25000, (WAY181187) § 25000, (BIMUS)
E E 20000: E 20000;
o o - o
E z 15000 / '\. z 15000 r'—"—N\i
£ £ £
» @ 10000; @ 10000;
@D ®  }eccceccscccscccccccodfiecccncncs .
S S s000{50%-0s gatlas S s000{50%-0s gatlas
o K] K]
< < o <
0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM
B Gs-kapcsolt 5-HT receptor antagonistak
_ 5-HT; antagonista _ 5-HT; antagonista _ 5-HT, antagonista
g 25000, (SB269970) Tg) 25000, (PRX07034) g 25000, (GR113808)
E 20000 E 20000+ E 20000:
5 g g
& 15000 £ 150001 £ 15000 '/d‘\\.
2 £ oy
3 0000y 3 10000 3 0000) i,
) sooo{20%-0s gatlas S som0 S s000/50%-0s gatlas
S s s
L —_— < L — Z . P —
0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uMm
C Gi-kapcsolt 5-HT receptor agonistak
_ 5-HT,, agonista - 5-HT;p agonista = 5-HT /- agonista _ 5-HT,; agonista _ 5-HTs, agonista
g 25000 (Ipsapirone) g 25000 (PNU142633) g 25000, (BRL54443) g 26000 (LY344864) g 265000, (UCSF648)
£ 20000 € 20000 € 20000} € 20000 E 2000
3 g = g ‘\f\\ g AN 5 =
& 15000 i\.j\_‘ £ 15000 £ 15000 £ 15000 £ 15000
o o o o o
9 10000 9 10000 9 10000 9 10000 D 10000
8 150%-os gatia 8 . I50%-os gatia 8 [po%os gitias 8 156908 gaias 8
S so00 e O so00) 207%-0s gatias <) S so00 g S so00) 50%-0s gatias
8 K] o S K]
< B B Z R
0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM
D Gi-kapcsolt 5-HT receptor antagonistak
_ 5-HT,, antagonista _ 5-HT,g antagonista _ 5-HT,, antagonista _ 5-HT s, antagonista
T 2500, (NAD299) D 25000 (SB216641) T 2500 (LY310762) T 2500 (SB699551)
£ 200001 € 20000/ s o £ 20000} £ 20000
o ~© . o kY
N N N N
B 15000 i B 15000 8 15000 . . B 15000
o N o o
2 o 3 2 o % o TN
S ol50%-0s gatias T S\ o) 08 GuAR S o 50%-05 giss 8 p00l50%-05 gaiias \
S K] S S
< < < <
0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM
E Gqg-kapcsolt 5-HT receptor agonistak
_ 5-HT ,g agonista _ 5-HT,¢ agonista
§ 25000, (BW723C86) g 25000, (CP809101)
E 20000 s E 20000
© © . 3
E 15000 /;\ E 150003 i/\
o E
3 w000f 3 mono______________________X ______
% 000 50%-0s gatlas % 306 50%-0s gatlas
g 0z g
0 01 1 10um 0 01 1 10uM
Gq-kapcsolt 5-HT receptor antagonistak
_ 5-HT,, antagonista _ 5-HT ,g antagonista _ 5-HT,g antagonista _ 5-HT,¢ antagonista
g 26000, (R96544) g 26000, (LY266097) g 26000, (SB204741) D 2500 (RS102221)
E 20000- E 20000 E 20000; E 20000
B 7N\ 3 S ¥ B
= > En ‘o
2 0000f o N, 3 3 00000 g 10000}...-
S so00|50%-0s gatlas 8 S, 000/ 50%-0s gtias S T oMl
S S S )
< b\ Z Z g o
0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM 0 01 1 10uM

12. Abra: Szelektiv 5-HT moduldtorok dézis-hatds alapii sziirése HME-hTert sejtekben potencidlisan
antiproliferativ hatasu hatéanyagokat azonositott. A, Gs-kapcsolt 5-HT receptor agonistik- B, G-
kapcsolt 5-HT receptor antagonistik- C, Gi-kapcsolt 5-HT receptor agonistak- D, Gi-kapcsolt 5-HT
receptor antagonistak- E, Ggkapcsolt 5-HT receptor agonistak- F, Ggkapcsolt 5-HT receptor

antagonistak dozis-hatas vizsgalatanak eredményei.
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) . , G-fehérje ; Relativ sejts’za.n’1 1PpM p-érték | ICso érték |95% konfidencia
Hatéanyagnév Hatas Kkapcsoltsa Cél receptor koncentracional (10uM) M intervallum (uM)
P 9 (Kontroll %) M (1M) M
BIMU8 5HT, 87,3 0.13 56.26 30.09 - 182.0
WAY 181187 Agonista 5HT 1,2 <0.001 2.99 1.40 - 6.47
LP211 G 5HT, 6,6 <0.001 3.63 1.60 - 8.38
GR113808 s 5HT, 87,3 0.04 49.16 30.33-101.4
PRX07034 Antagonista 5HTg 55,7 <0.001 13.45 6.99 - 29.2
SB269970 5HT, 85,8 0.088 46.91 24.59 - 152.1
IPSAPIRONE S5HT 14 81,8 0.077 26.71 11.13-131.0
PNU142633 5HT 1p 92,6 0.066 31.78 21-54.23
BRL54443 Agonista SHT 156 64,6 <0.001 12.81 4.31-45.55
LY344864 5HT ;¢ 1,3 0.011 3.25 1.38-7.71
UCSF648 Gi 5HT 54 91 0.3 46.19 27.78 - 99.84
NAD299 5HT 14 95,2 0.148 1234 48.43 - ND
SB216641 ) 5HT 5 0,8 <0.001 2.97 1.32-6.69
Antagonista
LY310762 5HT ;p 1,7 <0.001 2.54 1.25-5.16
SB699551 5HT 5,4 0,9 <0.001 2.23 117 -4.25
BW723C86 . 5HT 55 741 0.002 27.64 14.34 - 75.05
Agonista
CP809101 5HT 5¢ 46,7 0.001 9.014 5.58 - 14.88
R96544 G 5HT ;5 22,3 0.037 3.7 2.43 - 5.66
LY266097 a 5HT 55 17,6 <0.001 3.58 2.31-5.55
Antagonista
SB204741 5HT 55 92,9 0.345 90.02 35.08 - ND
RS102221 5HT 5¢ 70,8 <0.001 19.25 12.59 - 31.56

5. Tablazat: Szelektiv 5-HT modulatorok sziirési eredményei HME-hTert sejtekben. (Sziirke kiemelés
<4uM ICsg erték; Kék kiemelés >4uM ICsg érték)

A vizsgalt hatdanyagok koziil ICso érték alapjan a legmagasabbtdl a legalacsonyabb értékig a
kovetkezo sorrend volt megallapithatd: 5-HT>4 antagonista (R96544), 5-HT7 agonista (LP211),
5-HT>p antagonista (LY266097), 5-HTr agonista (LY344864), 5-HTs agonista (WAY 181187),
5-HT;p antagonista (SB216641), 5-HT;p antagonista (LY310762) ¢és 5-HTs4 antagonista
(SB699551). Ezen vegyiiletek mindegyike a 4 uM-os hatarérték alatti ICso értéket mutatott
HME-hTert sejtekben, tovabba G-fehérje-kapcsoltsag alapjan 2 db Gg-kapcsolt receptor
antagonista, 3 db Gi-kapcsolt receptor antagonista, 1 db Gi-kapcsolt receptor agonista és 2 db

Gs-kapcsolt agonista keriilt ki, mint legpotensebb antiproliferativ hatéanyag.

Az 5. tablazat a dozis-hatds szlirOvizsgalatok kvantitativ adatait foglalja 0ssze, részletesen
bemutatva a vizsgalt 5-HT receptor modulatorok antiproliferativ hatasat. A tdblazat tartalmazza
a 10 uM-os kezelések soran mért normalizalt sejtszamokat a kontrollokhoz viszonyitva, a
hozzajuk tartozd p-értékeket, valamint az ICso értékeket és a 95%-os konfidencia

intervallumokat.
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A szelektiv 5-HT receptor-modulatorokkal végzett szlirOvizsgalatok alapjan tobb olyan
receptor-izoforma azonosithato, amelyek aktivaldsa vagy gatlasa antiproliferativ hatast valt ki
HME-hTert sejtekben. A tovébbiakban a receptor-izoformak funkciondlis szerepének
pontositasat tiiztlik ki célul. A vizsgéalatok pontos célja az volt, hogy tisztazzuk, mely receptorok
jatszanak kozre a 5-HT ¢és a paroxetine altal kivaltott sejtszam csokkenésben, valamint, hogy a
G-fehérjéhez kapcsolodo jelatviteli utvonalak gatlasdval alatamasszuk a megfigyelt hatasok
jelatviteli hatterét. Ehhez HME-hTert sejteket eldkezeltiink receptor szelektiv modulatorokkal,

majd ezt kdvetden végeztiink rajtuk szerotoninerg stimulaciot (14A-E abra).

13. Abra

5-HT, 4 Antagonista (NAD299)
5-HT,g Antagonista (SB204741)
5-HT4 Agonista (BIMU8)
5-HT, Antagonista (GR113808)
5-HT; Antagonista (SB269970)
5-HT 5, Agonista (UCSF648)
5-HT;p Agonista (PNU142633)
5-HT,g Agonista (BW723C86)
5-HT, , Agonista (Ipsapirone)
5-HT,c Antagonista (RS102221)
5-HTg Antagonista (PRX07034)
5-HT g/ Agonista (BRL54443)
5-HT,c Agonista (CP809101) 4uM kiszobérték
5-HT,, Antagonista (R96544) — Gq
5-HT,Agonista (LP211){_ }— @Gg
5-HT,g Antagonista (LY266097)1 Jewm Gq
5-HT,-Agonista (LY344864) | = Gj
5-HT, Agonista (WAY181187)____ | — Gs
5-HT,g Antagonista (SB216641)____ | ]

5-HT,p Antagonista (LY310762)
5-HTs, Antagonista (SB699551) -

0123405 50 100 150
ICsq értékek (M)

13. Abra: 4 szuirovizsgalatban tesztelt 5-HT receptor moduldtorok rangsoroldsa ICso értékek alapjan.

A markans antiproliferativ hatdst jelzo kiiszobérteket 4 uM ICsg értéknél hataroztuk meg

Ezek az eredmények Osszességében ravilagitottak arra, hogy a 5-HT és a paroxetine
antiproliferativ hatasa els6sorban az 5-HT7 receptor kozvetitésével valosul meg, de az 5-HT'ip
¢és az 5-HT>p receptorok gatlasa is hozzdjarulhat a sejtszdm csokkenéséhez. A Gs-fehérjéhez
kapcsolt jelatviteli utvonalak gatlasaval szerzett adatok aldtdmasztottdk, hogy az
antiproliferativ hatds mechanizmusa elsésorban az 5-HT7/adenilat-ciklaz/cAMP/PKA tengely

aktivacidjahoz kothetd (14F abra).
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14. Abra
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14. Abra: 4 5-HT és paroxetine antiproliferativ hatasat elsosorban az 5-HT; receptor aktivalasa
kozvetiti HME-hTert sejtekben. A, A szerotoninerg stimulaciot imitalo 5-HT, paroxetine és a ketto
kombindaciojanak proliferaciora kifejtett hatasait bemutato grafikon. B, 5-HT7, 5-HT>p, 5-HTp receptor
antagonistak onallo alkalmazasanak proliferaciora kifejtett hatasa. C, 5-HT7, 5-HT»p, 5-HTp receptor
agonistak 6nallo alkalmazasanak proliferaciora kifejtett hatasa. D, HME-hTert sejteket szerotoninerg
hatoanyagokkal (5-HT, paroxetine és kombindciojuk) elékezelt sejteken 5-HT receptor antagonistakkal
torténd kezelés proliferaciora kifejtett hatasai. E, HME-hTert sejteket paroxetine-el elékezelt sejteken
5-HT receptor agonistakkal torténé kezelés proliferaciora kifejtett hatasai. F, HME-hTert sejteket
szerotoninerg hatoanyagokkal (5-HT, paroxetine és kombindciojuk) elokezelt sejteken PKA vagy
adenilat-cikldaz inhibitorokkal tortéend kezelés proliferdaciora kifejtett hatdsai. (*p<0.05 ANOVA,

Dunnett’s multiple comparison test with a single pooled variance)

67



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

A 5-HT receptor modulatorok sziirOvizsgalata soran, az antiproliferativ hatdsti receptor
izoformak mintdzata alapjan felmeriilt, hogy az altalunk azonositott Gs-fehérje-kapcsoltsag
alaptl hatdsmechanizmus nem korlatozoédik kizarélag a 5-HT rendszerre. Annak igazolasara,
hogy ez a mechanizmus mas monoamin receptor csalddok esetén is relevans lehet,
kiterjesztettiik a vizsgalatainkat egyéb monoamin receptor modulatorok bevonasaval. A tovabbi
kisérleteinkben muszkarinos acetyl-cholin receptorok, dopamin-receptorok ¢és hisztamin-
receptorok szelektiv modulatorait (15. abra és 3. tablazat) sziirtiik antiproliferativ hatéas alapjan

egységes 1 uM hatdanyagkoncentracid mellett.

A muszkarinos receptor modulatorok tesztelése soran (16A abra) az AQ-RA741 (CHRM?2
antagonista), PD102807 (CHRM4 antagonista), McN-A 343 (CHRM|1 agonista), Pirenzepine
(CHRM1 antagonista) ¢és J104129 fumarate (CHRM3 antagonista) hatasat vizsgaltuk. A
kontrollhoz viszonyitva két hatdbanyag mutatott erdsebb antiproliferativ hatast, a CHRM4- ¢s a
CHRM3 receptorok antagonistdi, amelyek a sejtszamot a kontrollhoz képest 75% ala
csokkentették. A tobbi hatéanyag jelentésen nem befolydsolta a proliferaciot, egyediil a

CHRM agonista kozelitette meg az altalunk kijel6lt 75%-os kiiszobértéket.

A dopamin-receptor modulatorok koziil (16B abra) a dihidrexidine (DRD1 és DRDJ5 agonista),
az L-741,626 (DRD?2 antagonista) és az NGB2904 (DRD3 antagonista) bizonyult hatékonynak.

A kontrollhoz képest mindharom vegyiilet a 75% ala csokkentette a sejtszamot.

A hisztamin-receptor moduléatorok vizsgalata soran (16C abra) két hatdanyag valtott ki jelentOs
antiproliferativ hatast: a iodofenpropit (HRH3 antagonista) és a clemastine (HRH antagonista)

egyarant a 75%-os kiiszobérték ala csokkentette a sejtszamot

Osszességében vizsgalataink alapjan a Gq- (CHRM3, HRHI) és Gi-kapcsolt receptorok
(CHRM4, DRD2, DRD3, HRH3) géatlasa, illetve a Gs-kapcsolt receptorok stimulélasa (DRD1
€s DRD)) antiproliferativ hatassal jar HME-hTert sejteken (6. tablazat).

Mivel a hatdéanyag szlirfvizsgalataink sordn tobb receptorcsalad (5-HT, dopamin, hisztamin,
muszkarinos acetylcholin receptorok) tagjait is teszteltiik, lehetdség nyilt arra, hogy az egyedi

hatasokat a G-fehérje-kapcsoltsag fliggvényében rendezziik dssze.
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15. Abra
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15. Abra: Muszkarinos acetyl-cholin-, dopamin-, hisztamin GPCR modulatorok és jelatviteli

inhibitorok szerkezeti képletei.
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16. Abra
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16. Abra: Monoaminerg receptorok szelektiv moduldtorainak sziirése ujabb antiproliferativ
hatoanyagokat azonositott. A, Muszkarinos acetyl-cholin receptor modulatorok- B, Dopamin receptor
modulatorok- C, Hisztamin receptor moduldtorok HME-hTert proliferaciora kifejtett hatdsai. Kékkel a
75% kiiszobérték alatti normalizdlt sejtszamot eredményezé hatoanyagokat emeltiik ki. (*p<0.05

ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test with a single pooled variance)

Haté ; R ¢ 1ad | cer t G-fehérje Hats Relativ sejtszam 1uM
aloanyag nev eceptorcsala elreceptor kapcsoltsag as koncentracional (Kontroll %)
AQRA741 CHRM2 80.31
Gi Antagonista
PD102807 CHRM4 54.02
MoN-A343 Acetyl-Choline ™=~ oy 17 Agonista 7545
receptorok
Firenzepine dihydrochloride CHRM1 Gq ) 95.16
Antagonista
J104129 fumarate CHRMS3 70.6
Dihydrexidine hydrochloride DRD1, DRD5 s Agonista 73.37
S
LE300 DRD1 Antagonista 82.31
Sumanirole maleate DRD2 Adonist 97
i gonista
Pramipexole dihydrochloride Dopamin DRD3 113.76
receptorok
L-741,626 DRD2 Gi 68.36
NGB2904 DRD3 Antagonista 33.85
PD168568 dihydrochloride DRD4 87.89
Imetit dihydrobromide HRH3, HRH4 103.26
Agonista
4-Methylhistamine dihydrochloride HRH4 G 82.58
i
lodophenpropit dihydrobromide Hisztamin HRH3 65.31
Antagonista
A943931 dihydrochloride receptorok HRH4 129.89
2-Pyridylethylamine dihydrochloride HRH1 5 Agonista 106.31
q
Clemastine fumarate HRH1 Antagonista 65.4

6. Tablazat: 4 monoamin receptor moduldtorok proliferdciora gyakorolt hatdsainak kvantitativ

osszefoglaldasa. Kék szinnel azokat a hatoanyagokat emeltiik ki, melyek nagyobb mint 25%-os sejtszam

csokkenest indukaltak HME-hTert sejtekben 1 uM dozis mellett.
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17. Abra
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17. Abra: 4 proliferdciot gatlo hatdst elsésorban a receptorok G-fehérje kapcsoltsaga hatarozza meg.

A, Az altalunk vizsgalt GPCR csaladok tagjainak G-fehérje kapcsoltsaganak osszefoglaldasa. B, A
hatoanyag-sziirévizsgalataink  eredményeinek  oOsszegzése a  G-fehérje kapcsoltsag és az

agonista/antagonista hatds fiiggvényében.

A vizsgalt receptorcsaladokon beliil mindharom G-fehérje-kapcsoltsagu izoforma megtalalhato
(17A é&bra). Ugyanakkor a vizsgalt 39 hatéanyag koziil 15 bizonyult hatékonynak a sejtosztodas
gatlasaban, mig 24 nem valtott ki szignifikéns valtozast. A sziirdvizsgalatok Osszesitett adatai
egyértelmiien megerdsitik azt a szerotonin receptorok kapcsan felallitott kovetkeztetést, mely
szerint a Gg- és Gi-kapcsolt receptorok gatlasa, illetve a Gs-kapcesolt receptorok aktivalasa
jellemzden antiproliferativ valaszhoz vezet HME-hTert sejtekben. Ez a mintazat (17B abra)
tehat fiiggetlennek bizonyult a receptorcsalad tipusatol, és elsésorban a G-fehérje-kapcsoltsag

hatarozta meg a biologiai valaszt.
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4.8 A 5-HT receptorok sejtfelszini stimuliacidja szinergikusan potencialja a
bexarotene antiproliferativ hatasat normal emlo epithel sejtekben

Mivel a bizonyitottan kemopreventiv hatast rexinoid alapt kezelések klinikai alkalmazasat
limitdlja azok kedvezétlen mellékhatas profilja, felvetettilk, hogy az altalunk feltart
monoaminerg stimulacid vajon alkalmas lehet-e additiv vagy szinergikus, rexinoid alapu
kombinacio 1étrehozasara. Az additiv vagy szinergista kombinaciok haszndlata lehetdséget
biztositana mindkét hatdanyagbol alacsonyabb doézis alkalmazasara, mely csokkentheti a
kialakulé6 mellékhatdsokat is. A kombinalt kezelések hatdsossdganak teszteléséhez egy
bizonyitottan kemopreventiv hatisu rexinoidot, a bexarotene-t kombindltunk szerotoninerg

hatéanyagokkal.

A kombinaciok dozis-hatas vizsgalata sordn paroxetine és bexarotene koncentracidinak
kiilonb6z6 kombinaciodit alkalmaztuk HME-hTert tenyészeteken proliferacids assay soran (18A
abra). A Loewe szinergia analizis kimutatta, hogy a két hatéanyag kozott szinergista
kolcsonhatés érvényesiil 300 nM - 1 uM koncentracié tartomanyban. A paroxetine mellett a 5-
HT bexarotenenel valé kombinalasat is dozis-hatas vizsgalatokban teszteltiik (18B-C abra). A
bexarotene ¢s 5-HT kombindcidja mellett ez esetben a sejtek kontroll vagy paroxetine (1 uM)
kezelést is kaptak. Az eredmények alapjan mar alacsony koncentraciondl (100 nM) is erds
szinergia volt mérheté a bexarotene ¢és 5-HT kozott, amelyet paroxetine jelenléte tovabb

fokozott.

3D HME-hTert szferoidokon végzett Ki-67 proliferaciés marker mérési eredményei (18D abra)
azt mutattak, hogy a bexarotene ¢s paroxetine kombinacidja szignifikdnsan csokkentette a Ki-
67 pozitiv sejtek szadzalékos aranyat. Ugyanezen kombinacié hatasat szferoid méret alapjan is
értékeltiik, és hasonloan szignifikans csokkenést figyeltiink meg kombinalt kezelés esetén (18E

abra).
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18. Abra
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18. Abra: A bexarotene és a paroxetine kombindacioja szinergikusan gatolja a HME-hTert sejtek
proliferaciojat. A, Loewe szinergia analizis eredményei paroxetine és bexarotene dozis-hatas
kombinacios kisérletbdl. Az eredmények a kontroll (DMSO-ETOH) kezelés sejtszamaihoz viszonyitott
%-os értékben lettek kifejezve. B-C, Loewe szinergia analizis eredményei 5-HT és bexarotene dozis-
hatas kombinacios kisérletbol. A sejtek a kombindciok mellett kontrollal (DMSO-EtOH) (B) vagy
paroxetine-el (C) voltak elokezelve. Az eredmények a kontroll (DMSO-EtOH) kezelés sejtszamaihoz
viszonyitott %-os értékben lettek kifejezve. D, 3D HME-hTert spheroidok Ki-67 immunfestésének
reprezentativ mikroszkopos képei, valamint az ezek kiértékelésébol szarmazo Ki-67 pozitivitasra
vonatkozo sejtek aranyai a total sejtszamra vonatkoztatva. (*p<0.05 T-test) E, HME-hTert spheroidok
méreteit reprezentdalo fazis-kontraszt képek, és a spheroidok méretének mérésébol szarmazo
eredmeények. (*p<0.05 T-test)
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4.9 A bexarotene alapu szinergikus kombinaciok célgénje, a ZGI6B
expresszioja az ARIDIA-n keresztill farmakologiailag modulalhato

A bexarotene ¢s szerotoninerg stimulacio kozti szinergikusan antiproliferativ hatds azonositasa
utan, a tovabbi kisérletekben bevontunk egy masik ismerten rexinoid alapu kombindaciot is, a
bexarotene ¢s carvedilol kombinacidjat. Az utdbbi kombinacid bevondsat a munkacsoport
elozetes kisérletes megfigyelései vetették fel, melyek szerint a bexarotene és a carvedilol
kombinacioja szintén szinergikusan antiproliferativ hatést fejt ki normal eml6 epithel sejteken,
tovabba korabbi allatkisérletes adatok alapjan ez a kombinadci6 MMTV-ERBB?2 transzgenikus

allatmodellben hatékonynak bizonyult az emlddaganat kialakuldsdnak megakadalyozasaban
64,171,172

A doktori kutatasom kovetkezd kérdésfelvetése az volt, hogy vajon azonosithato-e olyan
célgén, amelynek expresszios szabalyozasa egyezést mutat mind az 4ltalam korabban vizsgalt
bexarotene + paroxetine €s a bexarotene + carvedilol kombinacié hatdsara. Ezen kiviil a
karakterizalni kivant célgén tovabbi valasztasi kritériumaként hatdroztuk meg, hogy a
célpontnak legyen biologiai relevancidja, azaz feltételezhetéen onkogén vagy tumor

szuppresszor szerepe emldédaganatokban.

A felsorolt kritériumok alapjan a valasztasunk ZGI6B génre esett, mely mRNS szinten
csokkend expressziot mutatott mindkét vizsgalt kombinacid hatasara (19A abra), tovabba
bexarotene + carvedilol esetén ez az expressziobeli csokkenés fehérje szinten is igazolhatd volt
(19B abra). Emellett emlddaganatokban szignifikdnsan magasabb szintl kifejez6dést mutat a
normal emldszovethez képest, tovabba a TCGA adatai (19C-D ébra) alapjan az emlddaganat
szerepel masodik helyen, mint legmagasabb ZG16B expresszidval bird daganattipus. Mindezen
expresszios adatok alapjan, tovabba figyelembe véve a hasnydlmirigy daganatokban leirt

onkogén funkcibit, a ZG16B potencidlisan onkogén szereppel birhat emlddaganatokban is'>>

157,159,173

A ZG16B rexinoid alapu szinergikus kombinaciok altali szuppresszidjanak igazoldsat kovetden
kisérleteket végeztiink a szuppresszid6 mechanizmusanak feltdrasa érdekében. Kisérleteink
soran az ARID 14 szerepét vizsgaltuk, amely a SWI/SNF kromatin-remodellalé komplex egyik
meghatarozo alegysége. Az ARIDIA a kromatin szerkezetének moddositasa révén (20A abra)
képes génexpresszids programokat szabdlyozni, igy alkalmas lehet olyan enhancer régiok

aktivitdsanak moduldlasara, amelyek kozvetleniil befolyasoljak a célgének kifejezddését. Mivel
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elozetes kisérletes adatok alapjan a bexarotene + carvedilol kombinécidja fokozza az ARIDIA
expressziojat, ezért felmeriilt, hogy ez a mechanizmus kulcsfontossagu lehet a ZGI6B

szuppresszidjaban®?,

A kombinacios kezelés soran ARIDIA altal szabalyozott genomi régiok azonositasara ChIP-
szekvenalast végeztink HME-hTert sejtekben, amelyeket kontrollal vagy bexarotene ¢és
carvedilol kombinacidjaval kezeltiink. Az eredmények ravilagitottak, hogy a ZGI6B gént
kovetd kozeli genomi régidban jelentds ARIDIA dusulas figyelheté meg a kombinalt kezelés
hatdsara (20B 4bra). Az azonositott genomi teriilet funkciondlisan egy enhancer régionak
feleltethetd meg. Ezzel parhuzamosan a H3K27ac modositott hiszton fehérje dusulasa — amely
aktiv enhancerek jellegzetes epigenetikai markere — csokkent a kezelt mintdkban. Az igy kapott
mintdzat, vagyis az ARID1A-csucsot kétoldalrdl szegélyez6 H3K27ac-jelek (hills and valley

mintazat), a kromatin allapotanak farmakologiai kezeléstol fiiggd atrendezodésére utal.

A ChIP-szekvenalasbol szarmazo eredményeket ChIP-qPCR vizsgalatok révén erdsitettiik meg.
Az ARIDI1A ChIP mintdkban szignifikdnsan magasabb dusuldst mértiink a ZG/6B enhancer
régioban a bexarotene + carvedilol kezelést kdvetden (20C abra). Ezzel szemben a H3K27ac
ChIP mintdkban ugyanebben a régioban szignifikdnsan alacsonyabb jelintenzitas volt

detektalhatod (20D abra), mely 6sszhangban volt a szekvenalési eredményekkel.

Ezt kovetden ARIDIA specifikus siRNS-sel transzfektalt HME-hTert sejtekben mértiik a
ZG16B ¢és ARIDIA mRNS szintl kifejezddését. Az adatok igazoltdk a transzfekcid
hatékonysagat, hiszen az ARIDIA mRNS szintje szignifikansan lecsokkent a siARIDIA-val
kezelt sejtekben a kontroll (siLUC) transzfektalt mintakhoz képest (20E abra). A sejtek siLUC
vagy siARID 1A transzfekcidt kdvetden ugyanakkor bexarotene-nel, carvedilollal, illetve a kettd
kombinaciojaval is kezelve voltak. A siLUC kontroll transzfekcio esetén a bexarotene és a
carvedilol 6nmagéaban is csokkentette a ZGI6B expresszidjat, a kombinacid esetén pedig
szignifikans szuppressziot mértiink, ezzel megismételve a korabbi megfigyeléseket (19A abra).
Ezzel szemben bar az siARID 1A4-val kezelt sejtekben a bexarotene €s a carvedilol dGnmagukban
csokkentették a ZG16B szintet, a kombinacidjuk mar nem mutatott szignifikdns szuppressziv
hatést. Ez arra utal, hogy az ARID 1A jelentds szerepet tolt be a kombinalt kezelés altali ZG16B

szuppresszioban.
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Daganattipus

19. Abra: 4 ZGI6B azonositisa, mint rexinoid alapu, szinergikus kombindciok kozos célgénje. A,
ZG16B mRNS expresszio mérése HME-hTert sejtekben bexarotene és paroxetine (bal oldali panel) vagy
bexarotene és carvedilol (jobb oldali panel) kezelések mellett. (*p<0.05 ANOVA, Dunnett’s multiple
comparison test with a single pooled variance) B, ZGI16B expresszio csokkenésének igazolasa
bexarotene és carvedilol hatdsdra immunfestés segitségevel. (*p<0.05 ANOVA, Dunnett’s multiple
comparison test with a single pooled variance) C, TCGA adatok alapjan emlétumorok fokozott ZG16B
expressziot mutatnak a normal emloszovethez képest. (*p<0.05 T-test) D, TCGA adatok alapjan az

emlotumor a masodik legmasabb ZG16B expresszioval rendelkezé daganattipus.
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20. Abra
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20. Abra: 4 ZG16B expresszio szinergikus szuppresszioja bexarotene+carvedilol kezelés hatdasdara
ARID1A-fiiggé mechanizmuson keresztiil valosul meg HME-hTert sejtekben. A, A SWI/SNF komplex és
ARID 1A kromatin kondenzacio szabalyozdsaban betoltott szerepének sematikus reprezentdcioja. B, IGV
genome browser vizsgalat alapjan a ZG16B gén melletti enhancer région ARID1A dusulas és H3K27ac
szint csokkenés lathato. C, ARIDIA dusulas mérése ZG16B enhancer région ChIP-qPCR modszerrel.
(*p<0.05 T-test) D, H3K27ac szint csokkenés merhetd ChIP-gPCR modszerrel a ZG16B enahncer
région. (*p<0.05 T-test) E, Az ARIDIA szintje siRNS alkalmazasaval csokkentheto HME-hTert
sejtekben. (*p<0.05 T-test) F, siRNS-el elokezelt HME-hTert sejtekben a bexarotene és carvedilol
kezelés csak ARIDIA jelenléte mellett képes ZG16B mRNS expresszio csékkenést kivaltani. (*p<0.05

ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test with a single pooled variance)

Osszességében ezek az eredmények vilagosan ramutattak arra, hogy a ZGI16B expresszio
szuppresszioja bexarotene + carvedilol kezelés hatasdra ARIDI1A-fiiggd mechanizmuson
keresztiil valésul meg. A kromatin-remodellaldé SWI/SNF komplex ARIDIA alegysége a
ZG16B-hez kapcsolodd enhancer régidhoz toborzddik, mikdzben csokkenti a H3K27ac
dasulasat, ami a genomi régid kondenzaltsagat fokozza, tehat gatolja az itt talalhaté gének
expressziojat. Ez a kombinacid-specifikus szabdlyozas magyarazhatja, hogy miért tiinik el a
ZG16B-t szuppresszald hatds ARIDIA hianyaban. Ezen eredményeink tovabba ramutattak,
hogy lehetséges a ZGI16B kifejez6dését farmakologiai uton befolydsolni, mely egy jol

koriilhatarolt epigenetikai mechanizmus alapjan torténik.
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4.10 A ZG16B fokozza a proliferaciot normal emlésejtekben és hormon-
receptor pozitiv emléotumor sejtekben

Miutén felderitettiik a szinergikus kombinéciok altali ZGI16B szuppresszid mechanizmusat,
kovetkezo 1épésként azt vizsgaltuk, hogy ez a fehérje milyen bioldgiai hatast gyakorol normal
emldsejtekre, valamint emlétumor sejtvonalakra. Mivel a ZGI16B a korabbi kisérletekben a
bexarotene-alapi szinergikusan antiproliferativ kombinaciok egyik kozds, szuppressziot
mutato célgénjeként lett azonositva, ezért feltételeztiik, hogy az antiproliferativ hatasok ennek
tartalmazo, transzfektalt HEK293 sejtek altal kondicionalt feliiliszot hasznaltunk kezelésként

kiilonbbz6 sejtvonalakon proliferacids assay-k sordn (22. dbra).
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21. Abra: ZGI6B expressziés rendszer validdldsa. A, Reprezentativ képek iires pEGFP-C3 és
pPEGFP-ZG16B plazmidokkal transzfektalt HEK293 sejtekrol. A ZG16B-t tartalmazo vektor esetén az
EGFP adltal adott jel az endoplazmatikus retikulumban (ER) kompartmentalizalodik. B, Transzfektalt
HEK?293 sejtek feliiluszojanak és lizatumainak Western blot vizsgalata. A feliiluszokbol ZG16B-t a
lizatumokbdl p-actint mertiink. C, pEGFP-ZG16B plazmiddal transzfektalt HEK293 sejtek lizatumainak
tandem tomegspektrometrids analizise. A teljes ZG16B szekvencia 37%-a volt lefedve az azonositott

ZG16B specifikus peptid fragmensek dltal.

Az expresszids rendszeriink karakterizalasa soran a transzfektalt HEK 293 sejteket fluoreszcens
mikroszkopiaval vizsgaltuk, mely sordn jol lathatd volt, hogy a pEGFP-ZGI6B vektorral
torténd transzfekcido esetén az EGFP éltal kibocsatott fluoreszcens jel az endoplazmatikus
retikulumban akkumulalodott, szemben a diffuz lokalizaciot mutatdé pEGFP-C3-Empty altal
szolgaltatott fluoreszcens jellel (21 A abra). Az expresszids rendszer tovabbi tesztelése céljabol

a sejtek altal 48 6ran at kondicionalt feliilluszobol Western blot segitségével mutattuk ki a
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ZG16B fehérje jelenlétét (21B abra), tovabba a Debreceni Egyetem Proteomikai Szolgéltatd
Laboratoriuma segitségével tandem tomegspektrometrids analizisnek vetettilk alda a
transzfektalt sejtek lizatumait. Az analizis soran a lizatumokbdl 4 fehérje-specifikus, ZG16B-
hez kothetd peptidet sikeriilt azonositani, ugyanakkor a kontroll plazmiddal transzfektalt

sejtekben nem tudtunk ZG16B-t kimutatni (21C abra).

Els6ként normal human emld epithel sejteken (HME-hTert) vizsgaltuk a ZG16B proliferaciora
kifejtett hatasat. Az eredmények (22A 4bra) azt mutattdk, hogy a ZGI6B jelenléte
szignifikansan fokozta a sejtszdmot a kontrollhoz képest 72 oras kezelés alatt. Amikor azonban
a ZG16B-t neutralizald ellenanyag is hozzaadasra kertilt, ez a sejtosztodast serkentd hatas eltiint,
ami kozvetlen bizonyitékot szolgéltatott arra, hogy a megfigyelt valtozas valoban a ZGI16B

fehérjének tulajdonithato.

Ezutan a ZG16B ¢és a szinergikus bexarotene + carvedilol kombinécié kozotti kapcsolatot
vizsgaltuk. HME-hTert sejteket eldszor kontrollal vagy bexarotene + carvedilol kezeléssel
kezeltiink, majd kovetkezd kezelésként ZGI6B-t adtunk hozza kondiciondlt feliiliszo
formajaban. A bexarotene + carvedilol kezelés a korabbi megfigyeléseknek megfeleléen
antiproliferativ hatast eredményezett (22B abra), azonban a ZG16B utdlagos hozzdadasa ezt a
hatast kompenzalni tudta. Fontos megjegyezni, hogy ebben a kisérletben a ZG16B csak
masodlagos kezelésként volt jelen, és rovidebb, 48 oras id6tartamban hatott a sejtekre a korabbi
kisérlethez képest. Ez magyarazhatja, hogy a ZGI16B a kontrollhoz képest 6nmagaban nem

valtott ki szignifikans sejtszamemelkedést.

A normal sejtek utdn megvizsgaltuk a ZGI6B 0Osztrogén receptor-pozitiv emlétumor
sejtvonalak proliferaciojara (MCF7 és T47D) kifejtett hatasat is. Az eredmények (22C 4bra)
alapjan a ZG16B mindkét sejtvonalban szignifikdnsan fokozta a proliferaciot. Ezzel szemben
azok a vizsgalt emlétumor sejtvonalak melyek sem 0sztrogén-, sem progeszteron-, sem HER2-
receptort nem expresszalnak nem reagaltak fokozott proliferacioval ZG16B jelenlétére (22D

abra).

Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ZG16B egy olyan extracellularis
faktor, amely normal emldsejtekben és Gsztrogénreceptor-pozitiv emlétumor sejtvonalakban
képes fokozni a proliferaciét, mig hormonreceptor-negativ daganatokban nem hat a

sejtosztodasra. Emellett az is bizonyitast nyert, hogy a szinergikus bexarotene + carvedilol
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kezelés antiproliferativ hatdsa kozvetleniil 6sszefligg a ZG16B szintjének csokkenésével, mivel

ennek a hatasnak a neutralizalasa a ZG16B visszapo6tlasaval megvalosithato volt.
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22. Abra: 4 ZGI6B fokozza a proliferdaciot normdl emldsejtekben és hormonreceptor-pozitiv
emlotumor sejtvonalakban. A, ZG16B HME-hTert sejtekre kifejtett proliferativ hatasanak vizsgalata.
Neutralizalo antitest (AT) hozzaadasaval a proliferativ hatds visszaszorithato volt. (*p<0.05 ANOVA,
Tukey’s multiple comparison test) B, HME-hTert sejtek kontroll vagy bexarotene és carvedilol
kombinacidjaval voltak eldkezelve, majd ZGI16B kezelést kaptak, mely utan a proliferaciobeli
kiilonbségeket kvantitaltuk(*p<0.05 T-test). C, A ZG16B osztrogén receptor-pozitiv MCF7 és T47D
sejtekre kifejtett proliferativ hatasanak igazoldasa. (*p<0.05 T-test) D, Hormon-receptor negativ
sejtvonalak (MDA-MB-231, MDA-MB-468, HCC1143) ZG16B-re adott proliferacios valaszanak
vizsgalata. (*p<0.05 T-test)

4.11 A zGi16B fokozza a normal epithel sejtek és az emlétumor sejtek
motilitasat

A sejtek migracios képessége €s az adhézid eréssége kulcsfontossagu tényezok mind a normal
sejtek miikodésében, a transzformacié folyamataban és a daganatos progresszidban, ezért
kiemelten fontos volt meghatarozni, hogy a ZG16B modulédcidja milyen hatasokat idéz el

ezekben a folyamatokban.
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23. Abra: 4 ZG16B fokozza az epithel sejtek és az emlStumor sejtek motilitasat. A, ZG16B HME-hTert
migrdciora kifejtett hatisainak vizsgalata "wound-healing assay’ segitségével. Neutralizalo antitest
(AT) hozzaadasaval a migraciot fokozo hatas visszaszorithato volt. (*p<0.05 ANOVA, Tukey’s multiple
comparison test) B, Bexcatotene és carvedilol kombinacio hatisanak vizsgalata HME-hTert sejtek
migraciojara. (*p<0.05 T-test) C, HME-hTert sejtek kontroll vagy bexarotene és carvedilol
kombinacidjaval voltak elokezelve, majd ZGI6B kezelést kaptak, mely utin a migrdciobeli
kiilonbségeket kvantitaltuk. (*p<0.05 T-test) D, Tripszines kezelés alapu adhézios assay eredményei. A
grafikonon a tenyésztoedény aljara még kitapadt sejtek szamdt abrazoltuk a tripszines inkubacio alatt
eltelt ido fiiggvenyében. E, Emlotumor sejtek (MCF7, T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-468, HCC1143)

ZG16B-re adott migracios valaszainak vizsgalata "'wound-healing assay’ segitségével. (*p<0.05 T-test)
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A sejtek migracios képességét "wound healing assay’ segitségével mértiik elsoként HME-hTert
sejteken, melyeket ZG16B-t tartalmazd kondicionalt feliiluszoval kezeltiink. ZG16B hatasara
szignifikdnsan gyorsabb migraciot mutattak a HME-hTert sejtek, mint a kontroll feliiliszoval
kezeltek (23A é4bra). Amikor a ZG16B-t semlegesitd ellenanyag is jelen volt, a ZGI16B altal
fokozott migraci6 kompenzalddott, ezzel bizonyitva, hogy a megfigyelt hatds valoban a

feliiluszoban jelen 1évé ZG16B-nek tulajdonithato.

A ZG16B mellett parhuzamosan a bexarotene + carvedilol kombinalt kezelés hatasat is
megvizsgaltuk (23B abra) a migraciora nézve emld epithel sejtekben. Az eredmények azt

mutattak, hogy a kontrollhoz képest a kombinacio szignifikdnsan gatolta a sejtek vandorlasat.

A proliferacidos mérésekhez hasonldan azt is megvizsgaltuk, hogy a bexarotene + carvedilol
altal gatolt migracid helyreallithato-e kiilsdleg potolt ZG16B-vel. A méréseink (23C ébra)
alapjan a bexarotene + carvedilol kombinacidjaval elokezelt HME-hTert sejtek gatolt migraciot
mutattak, azonban a ZG16B hozzaadasa képes volt visszaallitani a migracios képességet, tehat

a sejtek ujra képesek lettek jelentds mértékben visszavandorolni a karcolas teriiletére.

A migracion kiviil megvizsgaltuk még a sejtek adhézios tulajdonsagait tripszin enzim-alapu
adhézios assay segitségével. A kontrollal kezelt sejtek stabilan tapadtak a tenyészto feliilethez,
¢s fokozatosan valtak fel a tripszinnel vald inkubacid sordn (23D é&bra). Ezzel szemben a
ZG16B-t tartalmazo6 kondicionalt feliiluszoval kezelt sejtek joval gyengébb adhéziot mutattak,
mar rovid id6 utdn nagy aranyban valtak fel a tenyésztdedény aljardl. Ez arra utal, hogy a
ZG16B a sejtek adhézios képességét negativan befolyasolja, ami 6sszhangban van a migraciot

serkent® hatasaval.

Végiil 6sztrogén receptor-pozitiv (MCF7, T47D) és tripla negativ (MDA-MB-231, MDA-MB-
468, HCC1143) emlétumor sejtekben vizsgaltuk a ZGI6B hatasat a migraciora. A wound
healing assay minden vizsgalt sejtvonalban szignifikdns fokozodast mutatott a sejtek
hormonreceptor statusszal rendelkeztek. Ez arra utal, hogy mig a proliferaciés hatasok esetében
a hormon receptor-stdtusz meghatarozd tényezé volt, a migracié fokozdsdban a ZGI6B

altalanosan érvényesiild hatést fejt ki.

Osszességében ezek az eredmények megerdsitik, hogy a ZG16B nem csak proliferaciot fokozo

tényezOként mitkddik, hanem a sejtek migracidos és adhézios tulajdonsagait is jelentdsen
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befolyéasolja. Normal sejtekben a ZGI16B képes kompenzalni a bexarotene és carvedilol
kombinaci®6 migraciot gatld hatasat, mig tumorsejtekben hormon receptor-statusztol

fiiggetlentil serkenti a migraciot.

4.12 A ZGI16B migraciot stimulalo hatasat a PI3K-Akt jelatviteli utvonal
kozvetiti

A proliferacios és migracios vizsgalatok eredményei alapjan a kovetkezd kérdésiink az volt,
hogy mely jelatviteli utvonalak aktivalédasa kozvetiti ezeket a hatdsokat. Ennek feltarasara a

korabban is vizsgalt harom kulcsfontossagti mitogén jelatviteli elem, a Src, az Erk 1/2 és az Akt

crer

A kisérletekbe harom sejtvonalat vontunk be, a normal HME-hTert sejteket, valamint két
emldtumor sejtvonalat, az sztrogénreceptor-pozitiv T47D és a tripla negativ MDA-MB-231

sejtvonalakat. A sejteket ZG16B-t tartalmazo kondiciondlt feliiliszoval kezeltiik, majd a

crer

Norméal HME-hTert sejtekben (24A abra) a ZGI6B hatdsara mindhdrom vizsgalt fehérje
aktivitasaban detektalhato valtozas tortént. A Src fehérje phosphorylécioja 10 perccel a kezelés
utan csokkent, ami aktivaciora utal, majd 60 perc utan visszaallt a kontroll szintre. Az Erk 1/2
esetében a kontrollban nem volt phosphorylacié detektalhatod, azonban ZG16B hatasara gyors
phosphoryléacio kovetkezett be. 60 perc elteltével az Akt is fokozott phosphorylacidét mutatott.
A T47D sejtekben (24B abra) az Erk 1/2 és az Akt phosphorylacidja emelkedett meg
szignifikansan ZGI6B kezelés utin, mind 10, mind 60 perces idOpontban. A Src
phosphoryléltsiga azonban valtozatlan maradt. Az MDA-MB-231 sejtekben (24C abra) a
ZG16B hatasara kizarolag az Akt fehérje phosphorylalodott 10 és 60 perc elteltével. Sem az

Erk 1/2, sem a Src esetében nem volt valtozas tapasztalhato.

Ezen eredmények arra mutatnak ra, hogy a ZGI6B hatdsa a vizsgalt mitogén jelatviteli
utvonalakra fligg a sejtvonal transzformaltsagatol és a hormon receptor-statusztol. Ugyanakkor
az egységesen minden sejtvonalban aktivalt Akt kiemeli ennek a fehérjének a kdzponti szerepét
a ZG16B altal kivaltott jelatviteli valaszban. Ezért kovetkezo 1épésként az Akt funkcionalis
szerepét a ZG 168 jelatvitelében részletesebben is vizsgaltuk. Arra voltunk kivancsiak, hogy a
ZG16B altal indukalt proliferacios és migracios hatdsok valoban az Akt-titvonal aktivalodasan

keresztiil valosulnak-e meg. Ennek vizsgélatahoz a PI3K gatlasan alapuld LY294002 inhibitort
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alkalmaztuk, mely lehetdvé teszi annak igazolasat, hogy az Akt phosphorylacié valdéban

kozvetlen mediatora a ZG 168 altal kivaltott valaszoknak.

HME-hTert sejtekben végzett migracios vizsgalatok (25A ébra) azt mutattak, hogy a ZG16B a
kontrollhoz képest szignifikdnsan serkentette a sejtek vandorlasat. Ez a hatas azonban teljesen
eltlint akkor, ha a sejtek a ZG16B kezelés mellett PI3K inhibitort is kaptak, jelezve, hogy a
ZG16B migracidt stimulalo funkcioja a PI3K—Akt utvonal mitkddéséhez kotott.

24. Abra
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24. Abra: 4 mitogen jelatviteli utvonalak ZG16B altali aktivacioja fiigg a sejt transzformaltsagatol és
hormon receptor statuszatol. Src (Y527) inaktivalo hatasu, Evk 1/2 (T202/Y204) aktivalo hatdsu és Akt
(T308) aktivalo hatasu phosphoryldciojanak vizsgadlata Western blot segitségével (A) HME-hTert, (B)
747D és (C) MDA-MB-231 sejteken. Az abrak bal oldalan reprezentativ blot-ok a jobb oldalan pedig a

denzitometria eredményei lathatoak.
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25. Abra: 4 ZG16B migraciot stimuldlo hatdasat a PI3K—Akt utvonal kozvetiti. HME-hTert (A-B) és
MDA-MB-231 (C-D) sejteken DMSO-EtOH kontroll vagy PI3K inhibitorral valo elokezelést kévetoen
ZG16B utokezeleést hajtottunk végre, mely utan megvizsgaltuk az Akt fehérje phosphorylaciojat (T308)
(B, D) és a sejtekre kifejtett migracios hatast (4, C). (¥*p<0.05 T-test)

A jelatviteli szintli valtozasokat Western blot analizissel kovettiik (25B é4bra), amelyben a
ZG16B hatasara az Akt fehérje erételjes phosphorylacigjat figyeltiik meg 10 perces kezelést
kovetden. Ez a phosphorylaciéo a kontrollhoz képest szignifikdns volt, azonban teljesen

megszlnt, ha a sejtek LY294002-vel elokezelt allapotban kaptak a ZG16B-t.
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A kisérleteket kiterjesztettiik az MDA-MB-231 sejtvonalra is, amelynél az Akt jelentette az
egyetlen ZG16B-érzékeny jelatviteli elemet a korabbi vizsgalatainkban. A migracios assay itt
is azt mutatta, hogy a ZG16B stimulalta a sejtek vandorlasat, azonban a PI3K inhibitor jelenléte
mellett ez a hatas teljesen eltlint (25C abra). A jelatviteli analizis (25D &bra) megerdsitette
ebben a sejtvonalban is, hogy a ZG16B kezelés hatasara a sejtekben az Akt phosphorylacioja
szignifikansan emelkedik, ugyanakkor ez a phosphorylaciéo nem volt megfigyelheté PI3K gatlas

mellett.

Ezek az eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy a ZG16B altal kozvetitett sejtvalaszok,
kiilonosen a migraci6 fokozéasa, a PI3K—Akt jelatviteli utvonal aktivalodasan keresztiil
valdsulnak meg. Mivel az Akt minden vizsgalt sejtvonalban kdzds valaszelemként jelent meg,
a ZG16B bioldgiai hatasainak egyik kdzponti mediatoraként értelmezhetd, tovabba azt jelzi,

hogy a ZG16B migraciodra kifejtett hatasai hormon receptor statusztol fiiggetlenek.

4.13 Az ECM atstrukturalasahoz és sejtmotilitashoz kapcsolodo utvonalak
inverz modon szabalyozottak ZGI6B és a bexarotene + carvedilol
kombinacidja altal

A ZGI6B funkcionalis hatdsait bemutatd proliferacios €s migracios kisérleteket kovetden
transzkriptomikai elemzést végeztiink annak érdekében, hogy szélesebb korben feltarjuk,
milyen gének és bioldgiai utvonalak allhatnak a tapasztalt biologiai valaszok hatterében. Az
analizis soran két f6 célkitlizésiink volt: egyrészt azonositani a ZGI6B éaltal szabalyozott
jelatviteli és strukturalis folyamatokat, masrészt 6sszevetni ezeket a bexarotene €s carvedilol
kezeléssel indukalt valtozasokkal. Az igy kapott profilok lehetdséget adnak arra, hogy
meghatarozzuk, a bexarotene és carvedilol altal kivaltott transzkripciés programban mely

folyamatok irhatok le kdzvetleniil a ZG16B szuppresszidjanak kovetkezményeként.

ZG16B-vel kezelt HME-hTert sejtek RNS-szekvenalés adatait tehat génontologiai elemzésnek
vetettiik ald (26A é&bra). Az eredmények egyértelmiien rdmutattak arra, hogy a ZGI6B
elsédleges célpontjai az extracellularis matrixhoz (ECM) kapcsolddo utvonalak, igy kiilondsen
az ECM-receptor interakcid, a fokalis adhézié €s az aktin-citoszkeleton szabalyozasa, amelyek

jol illeszkednek a korabbi adhézids és migracios kisérletekben latott funkciondlis hatasokhoz.

A transzkriptomikai elemzés sordn a ZGI6B éltal szabalyozott gének koziil kiemelt

jelentdséglinek bizonyultak azok, amelyek az extracellularis matrix (ECM) szervezddésében ¢és
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atstruktralasaban jatszanak szerepet. Az 7. tablazat 6sszefoglalja azokat a géneket, amelyek
HME-hTert sejtekben kizarolag a ZG16B stimulédcié hatdsara mutattak fokozott indukciot, és
amelyek az ECM atszervezddésének kulcskomponenseihez kapcsolodnak. Ezeknek a géneknek
az aktivitdsa szorosan Osszefiigg a sejtadhézio, sejtmigracio €s szoveti struktarak dinamikus
valtozasainak szabalyozdsaval, amelyeket funkciondlis kisérleteinkben (23. abra) mar
kozvetleniil is igazoltunk. Emellett olyan jelatviteli ttvonalak dusulésa is lathatd volt, mint a
PI3K—-Akt jelatvitel, amelynek szerepét a 25. abraban kisérletesen is igazoltuk. Ezeken tul
tovabbi, a sejtmotilitassal és tumorbiologidval dsszefiiggd utvonalak (példaul: amoebiasis, kis

sejtes tiidorak) is elokeriiltek.
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Szilfli;‘lum Vi‘?ﬂ"lffél':ﬁrgti;‘e p-érték Gén név Funkcié az ECM-ben
FNI 1.368 3.90E-31 Fibronectin 1 Koti az integrineket az extracellularis matrixhoz
PLEC 1.298 7.90E-39 Plectin Citroszkeletalis elemeket kapcsol dssze
COL5A1 1.297 6.31E-14 Kollagén Va 1 lanc Heterotipusos kollagénrostok szervezését szabalyozza
LAMAS 1.279 1.51E-18 Laminin a 5 alegység Bazalis membran glikoproteinje
LAMA3 1.264 6.64E-15 Laminin o 3 alegység Bazalis membran glikoproteinje
COLI12A41 1.256 5.28E-10 Kollagén XII a 1 lanc Fibrillumhoz tarsult; ECM kolcsonhatas modositasa
HSPG2 1.254 2.77B-06 Heparén-szulfat proteoglikan 2 Lamininnal, pml?;fgi:i;;;;‘::b?p“Sﬁ kollagénnel
DYNCIHI 1.252 5.50E-14 | Citoplazmatikus dynein 1 nehézlanc 1 |Intracellularis motilitas, mikrotubulus-aktivalt ATP-az
COL4A42 1.25 3.43E-14 Kollagén IV a 2 lanc Bazalis membran szerkezeti eleme
FBNI 1.247 7.09E-08 Fibrillin 1 Kalcium-ko6té ECM glikoprotein
TNC 1.239 9.97E-07 Tenascin C Integrin ligandum az ECM-ben
ITGB4 1.238 5.77E-26 Integrin B 4 alegység 06 integrin partnere laminin receptorban
FBN2 1.233 1.12E-08 Fibrillin 2 Kalcium-koté6 ECM glikoprotein
PLXNA2 1.215 2.99E-08 Plexin A2 Citroszkeletalis atrendezddés
FLNB 1.21 6.82E-13 Filamin B Aktin filamentumokat keresztkot
VCAN 1.203 7.19E-04 Verzikan ECM proteoglikan; sejtadhézid, novekedés, migracio
COL4A41 1.185 1.04E-05 Kollagén IV a 1 lanc Bazalis membran szerkezeti eleme
TLN1 1.183 4.95E-10 Talin 1 Aktin filamentumok szervezése; migracio
LAMCI 1.181 3.46E-06 Laminin y 1 alegység Bazalis membran glikoproteinje
LAMB3 1.18 8.41E-09 Laminin B 3 alegység Bazalis membran glikoproteinje
LAMB2 1.18 2.63E-05 Laminin B 2 alegység Bazalis membran glikoproteinje
VCL 1.176 4.44E-08 Vinculin F-aktin membranhoz vald rogzitése
MYLK 1.172 1.23E-04 Miozin konnyilanc kinaz Citroszkeletalis kontraktilis aktivitas
LAMC2 1.17 8.34E-09 Laminin y 2 alegység Bazalis membran glikoproteinje
MYH9 1.16 2.85E-09 Miozin nehézlanc 9 Citokinézis, sejtalak és motilitas
AFAPI1 1.159 1.13E-04 | Aktin filamentum-asszocialt fehérje 1 Adapter fehérje: Src — aktin kapcsolat
FLNA 1.152 2.38E-10 Filamin A Aktint kapcsol membran glikoproteinekhez
COL7A41 1.151 1.03E-02 Kollagén VII a 1 lanc Epitélium stromahoz valo horgonyzasa
ITGAS 1.15 9.68E-06 Integrin a 5 alegység RGD receptor
ITGA2 1.144 1.40E-03 Integrin a 2 alegység Kollagén receptor
LOXL2 1.143 1.38E-04 Lizin-oxidaz-szer(i 2 Kollagén ¢és elasztin keresztkotés
ITGA3 1.141 2.26E-11 Integrin a 3 alegység Laminin receptor
COL4A46 1.139 2.05E-03 Kollagén IV a 6 lanc Bazalis membran szerkezeti eleme
ITGAV 1.137 1.68E-03 Integrin a V alegység RGD receptor
LAMBI1 1.133 3.54E-04 Laminin B 1 alegység Bazalis membran glikoproteinje
MACF1 1.132 1.42E-03 | Mikrotubulus-aktin keresztkoto faktor 1 Mikrotubulust kapcsol sejtkapcsolatokhoz
FERMTI 1.118 2.58E-04 FERM domént tartalmaz6 kindlin 1 Integrin aktivitast szabalyoz
MMPI15 1.115 4.67E-02 Matrix metallopeptidaz 15 ECM bontasa, remodellezés
ITGA6 1.113 6.03E-05 Integrin a 6 alegység Laminin receptor
ITGBLI 1.112 2.10E-02 Integrin B-szeri 1 Integrinek al—11 dimerizacios partnere

7. Tablazat: A ZGI16B dltal indukalt, extracellularis mdtrix dtszervezddéséhez kapcsolodo gének

osszefoglalasa.
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26. Abra: Az ECM dtstruktirdldsdhoz és sejtmotilitashoz kapcsolédé utvonalak inverz mddon
szabalyozottak ZG16B és Bex+Carv altal. A, ZG16B hatdsara stimuldlt expressziot mutato gének gén-
ontologiai analizise (ShinyGO). B, A bexarotene és carvedilol, valamint a ZG16B altal szabadlyozott
gének listainak hierarchikus klaszterezése. C, ZG16B dltal stimulalt és bexarotene és carvedilol dltal
szuppresszalt gének gén-ontologiai analizise (ShinyGQO). D, ZG16B dltal szuppresszalt és bexarotene és

carvedilol altal indukdlt gének gén-ontologiai analizise (ShinyGO).

A ZG16B altal indukalt transzkripcids profilokat ezt kdvetéen Osszevetettiik a bexarotene €s
carvedilol kombinacidjdnak hatasara kialakuld transzkripcios valtozasokkal (26B abra). A
hierarchikus klaszterezés négy f6 géncsoportot kiilonitett el: olyanokat, amelyeket ZG16B
stimuldl és bexarotene + carvedilol szuppresszal; olyanokat, amelyek mindkét kezelés hatasara
azonos iranyban szabalyozddnak; valamint kisebb aranyban olyanokat, amelyeket a ZG16B

szuppresszal ¢és a bexarotene + carvedilol stimuldl. Kiemelt jelentéségiick azok a gének,
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amelyeket ZGI6B aktival, mig bexarotene + carvedilol gatol, hiszen ezek a ZGI6B

szuppressziojanak funkcionalis kdvetkezményeire vilagithatnak ra.

Ez utobbi géncsoport GO-analizise (26C abra) a sejtmigracio és sejtmozgas folyamatait allitja
motilitasa, mind jelentds dusulast mutattak. A sejt migracio kiilondsen kiemelkedett, mint olyan
folyamat, amelyet kisérletesen (23C dabra) is igazoltunk, hogy ellentétesen szabdlyozodik
ZG16B és a bexarotene + carvedilol kezelés hatdsara. Ez a pArhuzam fontos kapcsolatot teremt

a transzkriptomikai adatok és a funkcionalis kisérletek kozott.

A bexarotene + carvedilol altal indukalt, valamint ZG16B altal szuppresszalt gének csoportja
ezzel szemben mas jelatviteli Gtvonalakra mutatott ra (26D abra). Ezek els6sorban fehérje-
phosphoryléacioval és peptidil-tirozin mddositasokkal kapcsolatos utvonalakat érintettek,

valamint kiemelkedd dusulast mutattak a DNS lebontasahoz kapcsolddo folyamatok.

Osszességében a bemutatott transzkriptomikai elemzés szorosan kapcsolodik a korabbi kisérleti
eredményekhez, ugyanis egyfeldl aldtdmasztja, hogy a ZGI16B kulcsszerepldje az ECM-
remodellalasnak ¢€és a sejtmigracid szabdlyozasanak, masfeldl arra is ravilagit, hogy a
bexarotene + carvedilol kombinacié ezen funkciok célzott szuppresszidjaval fejtheti ki

antiproliferativ és migraciot gatld hatésait.

4.14 A ZG16B normal emlé epithel sejtekben és emlétumor sejtekben EMT-t
indukal

A ZG16B funkcionalis szerepének vizsgalataban feltart fokozott migréacio, csokkent adhézio és
az extracellularis matrix atrendezddésére utald transzkriptomikai adatok alapjan logikus 1épés
volt annak felmérése, hogy a fehérje képes-e EMT indukalasara. Az EMT az epithel sejtek
polaritasanak és sejtkapcsolatainak fokozatos elvesztésével, valamint a mesenchymalis jelleg
morfologia és génexpresszios profil kialakulasaval jar'7#17®. Ez a folyamat kulcsszerepet
jatszik a transzformaci6 folyamataban, tovabba a daganatok invaziv és attétképzo képességének

fokozasaban.

HME-hTert normdl emldsejtekben végzett vizsgalatok sordn kifejezetten arra voltunk

kivancsiak, hogy a ZG16B képes-e a mesenchymalis markerek expresszidjat fokozni, valamint

pozitiv kontrollként, amely jol ismert EMT-indukal6 faktor.
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27. Abra: A ZGI6B normdl emldsejtekben EMT-t indukal. A, HME-hTert sejtek FNI fehérje
kifejezodésének vizsgalata immunfestes alapjan. (*p<0.05 ANOVA, T-test) B, HME-hTert sejtek CDH2
fehérje kifejezodésének vizsgalata immunfestés alapjan. (*p<0.05 T-test) C, HME-hTert sejtek
morfologiai kiilonbségeinek vizsgalata CellMask (piros) és Phalloidin-A488 (zold) jelolések alapjan. D-
E, HME-hTert sejtek atlo aranyainak (D) és cirkularitasbeli (E) valtozasainak dsszehasonlitasa ZG16B,
ZG16B neutralizalo antitest (AT) és ZG16B valamint TGF-f kezelések esetén. (*p<0.05 ANOVA,
Dunnett’s multiple comparison test with a single pooled variance)
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Immunfestés alapjan (27A-B é&bra) megallapitottuk, hogy a ZG16B kezelés szignifikansan
fokozta két klasszikus mesenchymalis marker, a FNI ¢s az CDH?2 kifejez6dését. Ezek a
fehérjék a sejtek matrixhoz vald kapcsoloddsdban, valamint a sejt—sejt kapcsolatok
kialakitasdban jatszanak szerepet, ¢s fokozott kifejezddésiik mesenchymalis allapot
kialakulasara utalhat. A sejtmorfoldgia vizsgalata (27C abra) szintén alatdimasztotta az EMT
iranyaba torténd tranziciot. A kontroll feliiliszoval és ZG16B + neutralizalo antitesttel kezelt
sejtek megdrizték kerekded, epithelialis forméjukat, mig a ZG16B-vel, illetve TGF-B-val kezelt
sejtek elongalt morfologidt mutattak. Ez a morfologiai kiilonbség kvantitativ sejtszintii
elemzéssel is igazolodott, ugyanis a sejtek hosszanti €s rovidebb atlgjanak aranya (27D ébra)
szignifikansan megnétt ZG16B ¢s TGF-B hatdsara, mig a cirkularitds mértéke (27E &bra)

szignifikansan csokkent, jelezve a sejtek nyujtottabb formajat.
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28. Abra: 4 ZG16B emlbtumor sejtekben EMT markereket indukal. A-B, FNI mRNS expresszio, C-D,
CDHI mRNS expresszio mérése MCF7 (A, C) és T47D (B, D) emlotumor sejtekben RT-qPCR

segitségevel. (*p<0.05 ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test with a single pooled variance)

Osszességében ezek az adatok arra utalnak, hogy a ZG16B képes normal emlésejtekben EMT-
szerli valtozéasokat eldidézni mind markerek expresszioja, mind sejtmorfologia valtozasai

alapjan. Ez a megfigyelés Osszhangban van a fehérje migraciot és adhéziot befolydsold
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hatasaival, ¢és 1jabb bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a ZGI6B a normal sejtek

transzformacioja szempontjabol relevans fenotipus kialakulasdban aktivan kozremiikdhet.

Kovetkez6 1épésként a ZG16B EMT-t indukald hatasat emlétumor sejtekben is megvizsgaltuk.
A kapott eredmények egyértelmiien aldtdmasztottak a ZG16B EMT-t indukald szerepét a
vizsgalt tumorsejtekben, ugyanis a FNI expresszioja mind az MCF7 (28 A abra), mind a T47D
sejtekben (28B dabra) szignifikansan emelkedett ZGI6B hatasara, a TGF-f kezeléshez
hasonléan. Ezzel parhuzamosan a CDHI expresszidja mindkét sejtvonalban (28C-D 4abra)
szignifikansan csokkent. A két marker valtozasa egymassal 6sszhangban az EMT klasszikus
mintazatat rajzolta ki, tehat ramutatott a mesenchymalis jegyek fokozott €s az epithelidlis

jegyek szuppresszalt kifejezddésére.

4.15 ZGI16B és bexarotene + carvedilol kombinacioja ellentétes moédon
szabalyozzak az emlétumorsejtek koloniaképzo képességét

Figyelembe véve a ZGI6B eddig tapasztalt protumorigenikus hatdsait az emlOsejtek
kontextusaban, kovetkezoként azt vizsgaltuk meg, hogy a ZG16B, valamint a bexarotene €s
carvedilol Onalléan vagy kombinacioban milyen modon befolydsoljak a tumorsejtek
transzformaltsagat. Ennek értékelésére soft agar koloniaformalé assay-t alkalmaztunk, amely
klasszikus modszer a sejtek transzformaltsaganak vizsgalatara. Ebben a modellben a sejtek csak
akkor képesek koloniat formalni, ha felszinhez vald k6tddés nélkiil 6nalloan is rendelkeznek
hosszan fennmarad6 novekedési és tulélési potencidllal (’anchorage-independent growth’),

tehat transzformaltak.

Az elsO kisérletiinkben megallapitottuk, hogy a ZGI6B jelenléte szignifikdnsan novelte a
formalt kolonidk szamat a kontrollhoz képest T47D sejtek esetén (29A é4bra). Ezzel szemben a
bexarotene és a carvedilol kiilon-kiilon is szignifikdns koloniaszadm-csokkenést okoztak. A
kombinalt kezelés esetén a bexarotene 6nalldé alkalmazasanal is szignifikdnsan alacsonyabb
koléniaszamot figyeltiink meg. Tovabbi kisérleteink soran a tripla negativ MDA-MB-231
sejteket vizsgaltuk (29B abra). Ezen sejtek esetén a ZGI6B szignifikdnsan ndvelte a
koloniaszdmot a kontrollhoz viszonyitva. A bexarotene szignifikansan csokkentette a
koldniaszamot, a carvedilol azonban dnmagaban ennél a sejtvonalnal nem mutatott erdteljes
gatlo hatast. A két hatdéanyag kombindcioja viszont ennél a sejtvonalnal is a legerdsebb
koloniaszam-csokkenést eredményezte, s a kombindcid esetén a bexarotene hatdsdhoz képest

is szignifikansan alacsonyabb volt a koloniaszam.

93



29. Abra

A § 600 —
Kontroll = v ' ZG16B ,' . ’--.I . ',.:l £ -
7 e S ASK ¢ e g
“\ ™ ~ va . —ﬂa '. ‘ 4 ! : 400
- : 2 L g B =
Y -'"‘. x ¢ n’ P 3 '” E.
. «® . .
w20 a4 K g 2
.. e L Tt < " 2
Ls ¥ P O S g T S 2
z T 7
«© O
P— — & 0
Kontroll : #¥# ;" - Bexarotene ¥ ¥ P > ‘l ¢ v
S LTIl (g A L L L Tt
o | sind R S e
~ o Fga% 510 3 SRS Sl ) g ——
< ¥ Qe Ty W -..-f o ol g —
- A - 3 ‘:31.. o l'{_’ oS o .
A .“'. PN R s, Yo 3 300 ——
"n ot .' ) ~¢.“ » ¥ ’-.‘ -v i =
gt XA s gl ee
’.’ Py '.‘oe;"‘ X ..' ., '....g ..‘o... _,éZOO
o) 9% - et e 2
Carvediol vt s e A ST S B g L0
o, : ..' ‘5:“0 . 0 s 2
opovs 2 ;8 v w Pe o Y, =
i e I B
*”." '$'-‘.‘ -y o ¥ T R . (\\(o \$ \\$ D
~ P = e . e @ & & & &9
¥ vl St N W Pa% & I
N A s DR DU T &
3 ;.‘.o'v .., t.. S ® LT 0*? i
A T e e T LWL v
E *
B g 1m()_E —
7 750um © 3
Kontroll . g /4 44 T ZG16B . + & t. | 5 8003
yr ’ . ” § E
‘e . .. > = 600<
3 y P 7 ". ol 2oy - ‘ §
. ) ‘A.. . ." S S § 400~
- 5
. LI ¥ X
- . ‘ N =
’ ST, we? 3 g 0
' g’ r L . > g
v’ . . e . z 0 T T
N
- ) & 0"&
0 7 | ¢V
\ N a7
@ 2 e ]
S S £
E- : 4'.‘1 z g :
< Buoy
E ~ L -. 5 r'—
. ‘e " [}
.»t‘} = S fGOO
- " ;
L g R P © 400
1 - i Bex+Carv - - . ‘I ~ I §
. i A TR -0 200
P ’ . =
- e " T
~ g S Q
O
< & \Q\‘\ \‘?“‘ O°®
o O\ X
oot O Lot Y
& o
¢ Q’(‘
& &
Qd“ (vid

29. Abra: A ZG16B fokozza a T47D és MDA-MB-231 sejtek transzformdlisagdt, mig a Bex+Carv
kezelés gatolja azt. A, T47D sejtek transzformaltsaganak vizsgalata ZG16B kezelés (felso panel) és
bexarotene + carvedilol kezelések (also panel) mellett. (*p<0.05 T-test; ANOVA, Tukey’s multiple
comparison test) B, MDA-MB-231 sejtek transzformaltsaganak vizsgalata ZG16B kezelés (felsé panel)
és bexarotene + carvedilol kezelések (also panel) mellett. (*p<0.05 T-test; ANOVA, Tukey’s multiple

comparison test)
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Az elézdleg bemutatott soft agar kisérletek utan az MCF7 sejtvonallal is elvégeztiik a
koléniaformalo assay-t. Az elsé kisérletben ZG16B-vel kondicionalt feliiliszoval kezeltiik az
MCF7 sejteket (30A dbra). Az eredmények alapjan a kontrollhoz képest szignifikdnsan tobb
kolonia alakult ki. A masodik kisérletben (30B é4bra) a sejtek bexarotene-el, carvedilol-al,
illetve a ketté kombinacidjaval lettek kezelve. Az adatok egyértelmiien azt mutattdk, hogy
mindharom kezelés szignifikansan csokkentette a kolonidk szamat a kontrollhoz viszonyitva,
¢s a kombinaci6 hatdsa a két hatébanyag 6nallé alkalmazasdhoz képest is szignifikdnsan
erdteljesebb volt. Fontos megallapitas, hogy nem csak a koloniaszam csokkent, hanem a
kolonidkbdl izolalt RNS vizsgalata soran RT-qPCR-rel a ZG16B mRNS szintje is cs6kkenést

mutatott a szerek 6nalld és kombinalt alkalmazasa esetén.
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30. Abra: 4 ZGI6B fokozza az MCF7 sejtek transzformaltsagat, amit a bexarotene és carvedilol
kombinacioja szignifikansan csékkent. A, MCF7 sejtekkel végzett soft agar kolonia formalo assay
eredmeényei ZG16B kezelés mellett. (*p<0.05 T-test) B, MCF7 sejtekkel végzett soft agar kolonia
formalo assay eredményei bexarotene és carvedilol kezelések mellett. A grafikon bal oldalan a
koloniaszamok jobb oldalon pedig a kolonidkbdl izolalt RNS-bol mért ZG16B expresszios szint keriilt

feltiintetésre. (*p<0.05 T-test; Tukey’s multiple comparison test)

Osszességében a soft agar assay eredményei megerdsitik, hogy a ZG16B a tumorsejtek szimara
proliferacids és talélési elonyt biztosit, ugyanakkor a bexarotene és kiillonosen a bexarotene +
carvedilol kombinacid hatékonyan képes ellensulyozni ezt a hatast. Ezek az adatok szervesen
illeszkednek a korabbi proliferacios és EMT-kisérletekhez, és egyértelmiien ravilagitanak a
ZG16B potencialis onkogén funkcidjara, valamint a kombinacios kezelések tumorsejtekre

kifejtett transzforméciot csokkentd hatasara.
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4.16 A bexarotene + carvedilol kombinaciéja csokkenti a ZG16B és FNI
expressziojat normal emlészovetben és xenograft emlotumor szovetben

Annak érdekében, hogy igazoljuk, korabbi in vitro kisérletes megfigyeléseink replikalhatok in
vivo kornyezetben is, két kiilonbozd allatmodellt vontunk be a vizsgalatainkba. Egyrészt
MMTV-ERBB?2 transzgénikus egereket, amelyek HER2-t tilexpresszalnak, ¢s emiatt a human
emlddaganat megel6zésének és korai beavatkozasi lehetdségeinek vizsgalatara széles korben
alkalmazott preklinikai modellnek szamitanak. Masrészt MDA-MB-231 sejtvonallal
xenograftalt SCID egereket, melyek human tripla negativ emlddaganat in vivo vizsgalatara

adnak lehetdséget.

Az MMTV-ERBB2 modellbdl szarmazo mintdk immunhisztokémiai vizsgalatai soran a normal
emlomirigyekben egyértelmii ZGI6B szuppressziot detektaltunk bexarotene €s carvedilol
kezelés hatasara (31A 4bra). A ZGI6B ellenes antitesttel végzett festések mind a
kivezetdcsatornak, mind az emlémirigy teriiletén csokkent jelintenzitdst mutattak a kontrollal
kezelt allatokhoz képest. A kisérlet tehat igazolta, hogy a kombinaci6 képes normal
emldszovetben in vivo is gatolni a ZG16B kifejezodését, ami megerdsitette a kordbbi in vitro

RT-qPCR és fehérjeszintli eredményeinket.

Az FNI fehérje immunhisztokémiai vizsgéalata ugyanezen mintdkban szintén szignifikans
szuppressziot mutatott (31B abra). A kontrollal kezelt allatokhoz képest a bexarotene és
carvedilol kombinéciojaval kezelt egerek emldmirigyeiben az FNI jelintenzitas szignifikdnsan
csokkent. Ez a megfigyelés megerdsiti, hogy a kombindcios kezelés nem csupan a ZG16B

expressziodjat csokkenti, hanem az emlémirigy ECM dinamikajat is képes befolyasolni in vivo.

Az MDA-MB-231 sejtekkel képzett xenograft tumorok proliferativ régioibol szarmazo
metszetek immunhisztokémiai festése sordn a ZGI6B expresszidja a kontrollal kezelt
allatokban kifejezetten erds volt, mig a bexarotene-el ¢és carvedilol-al kezelt allatokban
szignifikansan alacsonyabb jelintenzitds volt kimutathatdo (31C abra). Ez egyértelmiien
bizonyitotta, hogy a kombinacié nem csak normal szovetekben, hanem daganatos kdrnyezetben

is képes a ZG16B expresszidjanak csokkentésére.

Osszességében az in vivo kisérletek kulcsfontossdgli bizonyitékot nyujtanak arra, hogy a
bexarotene ¢s carvedilol kombinacios kezelése bioldgiailag relevans kornyezetben is képes

szuppresszalni a ZG16B expressziojat, €s ezzel 6sszhangban az ECM komponensek koziil az
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FNI szintjét is csokkenti. Ezen tilmenden, arra is kisérletes bizonyitékot szolgaltattunk, hogy
in vivo tripla negativ tumorokban is képes ez a hatdoanyag-kombinacio csokkenteni a ZG16B

szintjét.
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31. Abra: A4 bexarotene és carvedilol kombinacioja in vivo csokkenti a ZG16B és FNI expressziojat
normal emldszovetben és MDA-MB-231 xenograft tumorokban. A, Bexarotene és carvedilol hatasanak
vizsgalata a normal emlészoveti ZG16B expressziora. Bal oldalon immunhisztokémiai jelolések
reprezentativ képei lathatoak, jobb oldalon pedig ezek kiértékelésébol szarmazo eredmények keriiltek
bemutatasra. B, Bexarotene és carvedilol hatasanak vizsgadlata a normal emloszoveti FNI expressziora
immunhisztokémiai festés segitségével. C, MDA-MB-231 xenograft tumorszovet ZG16B tartalmanak
vizsgalata immunhisztokémiaval. Az immunhisztokémiai festések kiértékelése soran az immunfestés adta

teriilet nagysagat a haematoxylin adta festodés teriiletere normalizaltuk. (*p<0.05 T-test)
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5. Diszkusszio

5.1 A monoamin jelatvitel klinikai jelentosége és potencialis transzlacios

szerepe emlorakban

A neurotranszmitter-medialt jelatviteli itvonalak szerepének vizsgalata az emlétumorokban az
utébbi évtizedben jelentds térnyeréssel egy 1j daganatbioldgiai kutatasi irdnyként alakult ki'”’.
A neurotranszmitter receptorok aktivacioja hatassal lehet a sejtciklus szabalyozasara, az EMT
¢és az angiogenezis folyamataira, tovabba hozzéjarulhat a tumor mikrokdrnyezetének sejtes €és

178

szerkezeti atalakulasahoz' '°. Az emlétumorokra szamos mas szolid daganattipushoz hasonléan

gyakorta jellemz6 a fokozott innervacio, tovabba klinikai megfigyelések szerint ez a magasabb

szoveti idegrost-siiriség kedvezdtlen prognozissal tarsul! 7180,

Az emlOrak vonatkozasaban egyre tobb kisérletes €s klinikai adat utal arra, hogy a stressz altal
kivaltott, B-adrenerg receptorokon keresztiil kozvetitett jelatvitel relevans moduldtora lehet a
tumorok progresszidjanak és a relapszusnak. Az adrenalin vagy noradrenalin progressziot
eldsegito hatasai kozott emlithetd a Br-adrenerg receptorok aktivaciojan keresztiil megvalosulo
proliferaciot, migraciot és invaziv fenotipus kialakulasat tamogatd hatas'®!. Ezek mellett a B-
adrenerg receptorok stimulacidja fokozhatja az angiogenezist a VEGF-expresszio indukcidjan
keresztiil, valamint hozzajarulhat az immunszuppressziv tumor mikrokornyezet kialakuldsdhoz
az effektor T-sejt valasz gyengitése ¢és a myeloid eredetli szuppresszor sejtek aranyanak

novelése révén!s»183

. Ugyanakkor, az adrenerg stimulécidé tumorbiologiai jelentdségének
feltarasa felvetette ezen jelatviteli itvonal terdpids célpontként vald hasznosithatosagat is.
Ennek megfeleléen az elmult években jelentdsen megndtt azon publikalt tanulmanyok szama,
amelyek retrospektiv klinikai adatok analizise alapjan értékelték a B-blokkolok hasznalata és az
emlorak kialakuldsa vagy progndzisa kozotti Osszefiiggést. Bar az Osszesitett tulélési
eredmények nem minden esetben mutattak egységes képet, tobb vizsgalat korrelaciot irt le a -
blokkolé hasznalat és a csokkent recidiva-, illetve csokkent metasztazis-kockazat kozott,

kiilondsen agresszivebb, hormonreceptor-negativ emldrak altipusok esetén!3418%,

Bar a B-blokkoldk esetében egyre tobb adat utal arra, hogy a daganat progresszio és a relapszus
kockéazatat befolyasolhatjak, ezen megfigyelések jelentdsége thlmutathat egyetlen
receptorcsaladon. Az adrenerg modulatorok azért birnak kiemelt transzlacids értékkel, mert
olyan, klinikailag jol karakterizalt, széles korben alkalmazott gyogyszercsoportrdl van szo,

amelyet a betegek nagy része egyéb, nem onkoldgiai indikaciok miatt (példaul cardiovascularis
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betegségekben) mar eleve hosszu tavon hasznal. Hasonld helyzet figyelheté meg mas,
monoamin jelatviteli modulatorok esetében is. Példaul, a 5-HT receptorokat és transzportereket
célzo antidepresszansok, illetve a hisztamin receptorokat gatlé antiallergids szerek szintén
széles populdcidban, gyakran hossza tavon alkalmazott készitmények. Ugyanakkor az ezen
receptorcsalddokhoz kapcsolodd  jelatvitel emldtumorokban betoltott  jelentdségének
szisztematikus vizsgalata eddig elmaradt. A daganatos megbetegedéshez tarsuld pszichés
megterhelés kovetkeztében az onkologiai betegek korében az antidepresszdnsok alkalmazasa
szamottevéen gyakoribb az altalinos populaciohoz képest'®®. Ennek kovetkeztében az
emlorakban szenvedd vagy azon atesett betegek és 5-HT-jelatvitelt modulalo hatéanyagokkal
kezelt egyének populacidinak metszete klinikailag relevans nagysagrendii lehet. Tovabba,
mivel a 5-HT vagy egyéb monoamin receptorokhoz kapcsolt jelatviteli utvonalak ugyanazokon
a jelatviteli komponenseken keresztiil szignalizalnak felmeriilhet, hogy a monoamin receptorok
modulalasa a normal emld epithel sejtek fizioldgiaja és a tumoros transzformacio korai 1épései

szempontjabol is relevans megkozelitések alapjat képezhetik.

A klinikai gyakorlatban széles kdrben alkalmazott szelektiv 5-HT visszavétel gatlok elsddleges
célpontja a 5-HT transzporter. A transzporter gatldsa kovetkeztében a szinaptikus térben
megjelend 5-HT hosszabb ideig marad jelen, ami a célreceptorok aktivacidjanak elnyulasat és
a 5-HT jel er6sddését eredményezi!®'. Bar az SSRI kezelésekkel kapcsolatos retrospektiv
vizsgalatok eredményei nem egységesek, egyes tanulmanyok csokkent emlérak kialakulasi
kockazatot irtak le SSRI hasznalat mellett'>!*?. Az eredmények ellentmondésossaga részben
abbol is fakadhat, hogy ezek az elemzések jellemzden nem veszik figyelembe az emlétumorok
molekuléris és receptor statuszon alapul6 heterogenitasat. Hasonlo jelenség volt megfigyelhetd
molekularis klasszifikacioja alapjan végzett elemzések ramutattak arra, hogy a  blokkolok
preventiv hatdsa elsOsorban hormonreceptor-negativ daganatokban érvényesiilhet. Ezzel
szemben, ha a daganatok Osszességét vizsgaltak, a molekularis klasszifikacid bevonasa nélkiil
szintén ellentmondésos eredményeket kaphatunk'3®. Ez az 6sszefiiggés arra utal, hogy az SSRI-

kel kapcsolatos retrospektiv adatok értelmezését is jelentésen arnyalhatja az elemzésbe bevont

crer
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5.2 Az intra- és extracellularis 5-HT hatasok elkiilonitésének koncepcionalis
és technikai korlatai

hozzaadott 5-HT hatasat vizsgalta, és nem tett egyértelmii kiilonbséget a sejtekbe bejutd 5-HT
mennyisége ¢és a sejtfelszini receptorok aktivaciojan keresztiil kozvetitett hatdsok kozott. Ez a
megkozelités azonban koncepcionalis szempontbol korlatozo lehet, mivel az intracelluldris és
extracellularis 5-HT altal kivaltott jelatviteli mechanizmusok eltéréek Ilehetnek, ¢és
intra- és extracelluléris hatdsok egyértelmii elkiilonitésének ilyen iranyu feltarasat ugyanakkor
jelentds technikai nehézségek akadalyozzdk, ugyanis a legtdobb vizsgalt sejtes modell
rendszerekben gyakran eleve jelen van az endogén 5-HT. A rendszerben jelen 1évd 5-HT-t
egyes sejtek endogén uton is képesek eldallitani, vagy szdrmazhat a sejtek fenntartdsahoz
hasznalt médium kiegészitd komponenseibdl is. Tovabbi technikai kihivast jelent, hogy bar a
5-HT mennyisége immunoldgiai, tomegspektrometrias vagy spektrofotometrids modszerekkel
kvantifikalhato, az eredet és az intra- és extracellularis ardnyok dinamikus becslése csak
korlatozottan megoldhatd. A 5-HT ilyen dinamikus jelenlétének mérésére fejlesztettek mar
modositott 5-HT analogokat, azonban ezek esetében jogosan mertil fel a hatasspektrum és a
fiziologias relevancia eltérésének lehetésége'®*. Ujabb technolégidk alapjan elektrokémiai
modszerekkel mar joval dinamikusabban detektalhaté a 5-HT akar in vivo rendszerekben is,

azonban ezek a mérési technolégiak jelenleg nehezen hozzaférhetdek és dragak!'®>1%.

5.3 A szerotonin jelatvitel proliferaciot szabalyozo jelentésége normal emlo
epithel sejtekben

A normal epithel sejtek osztddasi rataja alkalmas és relevans paraméter a kemopreventiv hatés
azonositasara, mert a daganatképzddés egyik legkorabbi ¢és legéltalanosabb Iépése a
homeosztatikusan szabalyozott proliferacié felborulasa. Az emelkedett osztodasi rata mar a
malignus transzformaciot megelézéen megjelenhet, igy a proliferacié csokkentése egy korai,
még reverzibilis beavatkozéasi pontot jelenthet. Emellett a normal epithel sejtekben mért
proliferacids valasz érzékenyen integralja a ndvekedési faktorok, hormonalis és parakrin
jelatviteli utak valtozasait, szemben a tumorsejtekkel, melyek genetikai €s epigenetikai szinten
rogziilt torzitdé adaptaciéi modositjdk a sejtek altal adott valaszt. Ezért az osztddasi rata

mérséklése normal epithel sejtekben funkciondlis indikatora lehet annak, hogy egy beavatkozas
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képes-e csokkenteni a daganatképzddés kockazatat anélkiil, hogy citotoxikus hatast fejtene ki
197,198

Az emlészovet homeosztatikus 5-HT jelatvitelének kialakitasdban meghatarozé tényezd, hogy
a normal emlé epithel sejtek képesek a 5-HT endogén eléallitasara'®. Ezt tamasztjak ala sajat
eredményeink is, amelyekben igazoltuk, hogy a 5-HT bioszintézisének kulcsenzimeként ismert
triptofan-hidroxilaz-1 kifejezédik normal emld epithel sejtekben. A 5-HT emldszdvetben
betoltott fiziologias szerepe tekintetében leginkabb a szekretoros aktivacid és az involicid

folyamataban betdltott szerepet jelentdségét irtak le eddig?®

. Vizsgélataink sordn a 5-HT sejten
beliili jelenléte immunjeldléssel kimutathato volt. A kimutatott 5-HT eredete ugyanakkor nem
hatadrozhaté meg egyértelmiien, mivel nem zarhat6 ki, hogy a sejtek éltal szintetizalt és felvett
5-HT mellett a sejtkultira médiumaban endogén modon jelenlévd 5-HT is hozzéjarul a sejten
beliil mérhetd jelhez. Irodalmi adatok szerint emlétumor sejtekben a TPHI expresszidja
gyakran magasabb a normal sejtekhez képest, ami feltehetden emelkedett 5S-HT is termeléssel
tarsul?°!-202, Ezen kiviil mas publikaciokban is megerésitik, hogy a normal és emlétumor sejtek
is képesek a 5-HT szintézisére, az utdbbiakban joval magasabb mértékben a kornyezé normal
szdvetekhez képest’™. A 5-HT jelatvitel szabalyozasat azonban nem kizardlag a szintézis
mértéke hatarozza meg, hanem jelentOs szerepet jatszik a S-HT transzporter miikodése is, amely
az extracellularis térbdl torténd S5-HT felvételéért feleldés. A transzporter aktivitdsa az
elektrokémiai natrium ¢és kalium gradienshez kotott, amelyet az ATP-dependens natrium

kalium pumpa miikddése tart fenn?%*,

Ennek megfeleléen a transzporter miikddésében
bekovetkez6d valtozasok nem csak a sejten beliili 5-HT koncentraciot modosithatjak, hanem a

receptor medialt jelatvitel idobeli és térbeli mintazatat is alakithatjak.

Az altalunk végzett proliferacios kisérletekben a 5-HT transzporter funkcionalis inaktivalasa
megfigyelést farmakologiai megkozelitéssel is megerdsitettiik, mivel a paroxetine kezelések
hasonld iranyu hatast eredményeztek. Ezzel szemben a tovabbi vizsgalt szelektiv 5-HT
visszavétel gatlok, példaul a citalopram €s a sertralin, a tesztelt koncentracidtartomanyban nem
valtottak ki 6sszehasonlithatd proliferacio-gatld hatast. Ez a kiilonbség nagy valoszinliséggel a
vizsgalt hatdéanyagok eltéré 5-HT transzporter affinitasaval magyarazhatd, mivel a paroxetine
Iényegesen nagyobb kotddési affinitassal rendelkezik a transzporterhez a masik két SSRI-hez

képest'™®. Ezen eredmények alapjan, a tovabbi kisérleteinkben a paroxetine alkalmazasa
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szolgalt arra a célra, hogy a 5-HT intra- és extracellularis hatasait funkcionalisan elkiilonithetd
modon vizsgéaljuk. Tovabba, ezek az eredmények visszairanyitjadk a figyelmet az SSRI
hasznalat és az emldrdk kockédzata kozotti Osszefliggéseket vizsgaldo retrospektiv
tanulméanyokra. Amellett, hogy ezekben az elemzésekben jellemzéen nem keriilt sor az
lehet az alkalmazott SSRI-k egymastol vald elkiilonitése a 5-HT transzporterhez, vagy mas

monoaminerg célpontokhoz mutatott affinitasuk alapjan.

5.4 A SERT gatlasahoz tarsulo transzkriptomikai valtozasok jellemzése

A tapasztalt antiproliferativ hatas mellett azt is prezentalni tudtuk, hogy a sejtekbe bejutd 5-HT
mennyisége csdkkenthetd a transzporter paroxetine-el torténd gatlasaval. Ez egyuttal jelezte
szamunkra, hogy a 5-HT transzporter amellett, hogy kifejezédik normal emld epithel sejteken
funkcionalisan aktiv 5-HT transzferért felelds. Az epithel sejteken elvégzett transzkriptomikai
elemzéseink ugyanakkor arra mutattak ra, hogy paroxetine kezelés hatasara szdmos sejtfelszini
receptor aktivacioval kapcsolatos gén expresszidja fokozodik. A fokozott kifejezddést mutatd
gének utvonal-analizise sordn eldkeriiltek direkt G-fehérje medialt jelatviteli utvonalak, de
példaul az ion-homeosztazishoz (foként kalcium) kapcsolhaté utvonal is, valamint a szinaptikus
jelatvitelhez kapcsolhato gének is fokozott expresszidt mutattak. Ezek az Gitvonalak és a hozza
kapcsolodo gének fokozott kifejezddése egyértelmilen arra mutat rd, hogy a transzporter
gatlasakor a sejtek olyan fehérjéket kezdenek el termelni, mely a sejtfelszini receptorokon
keresztiil megvalosulo jelatvitelhez sziikségesek. A paroxetine kezelés hatdsara megfigyelt
transzkriptomikai valtozasok ugyanakkor feltehetéen nem az akut GPCR aktivacio kozvetlen
kovetkezményei, hanem egy adaptiv valasz részét képezik a tartds 5-HT ingerre, mivel a sejtek
hosszabb 24 6ras intervallumban voltak kitéve paroxetine kezelésnek. A 5-HT transzporter
gatlasa feltehetden elnyujtott extracellularis 5-HT jelenlétet eredményez, amely kezdeti
receptor aktivaciot, majd deszenzitizaciot valt ki, ezt kovetden pedig a sejt kompenzacios
atprogramozassal reagal. Ennek részeként fokozodhat a GPCR jelatvitelhez kapcsolodo
komponensek, a kalcium homeosztazist szabalyozo6 elemek, valamint a strukturalt, szinapszis-
szerll jelatvitel kialakitdsaban szerepet jatszo gének expresszidja. Bar ezen mechanisztikus
Osszefliggéseket kisérletesen egyesével nem validaltuk, a megfigyelt transzkriptomikai valasz
mintdzata §sszhangban van azzal a lehetdséggel, hogy a vizsgalt sejtes modellrendszerben a

paroxetine kezelés fokozott és idoben elnytjtott 5-HT stimuldciot eredményez.
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A transzkriptomikai analizis soran tobb olyan utvonalat azonositottunk, amelyekhez csatolhato
gének expresszids szintje jelentdésen csokkent paroxetine kezelést kdvetden. Ide sorolhatdak a
sejtciklus szabalyozasahoz, a genomi integritas fenntartasahoz és az endoplazmatikus retikulum
stressz valaszhoz kapcsolhatd Utvonalak. Ezen transzkripcids véaltozasok értelmezésekor
figyelembe kell venni, hogy a vizsgalt sejtes modellrendszerben a normal emld epithel sejtek
fiziologias koriilmények kozott is hozzaférnek 5S-HT-hoz, amelynek egy része a sejtekbe jutva
tobbféle intracellularis célponton keresztiil valthat ki bioldgiai valaszt. A 5-HT transzporter
gatlasa paroxetine kezelés hatdsara nem csak az extracelluldris 5-HT szintet és az abbdl fakado
receptor stimulacidé mértékét néveli, hanem ezzel egyidejiileg csokkenti a sejtekbe juté 5S-HT
mennyiségét is. A sejtekbe bejutd 5-HT enzimatikus lebontasa soran reaktiv oxigén gyokok
keletkeznek, amely jelenséget sajat kisérleteinkben is detektaltuk. Ez az alapjelenség
illeszkedik azon irodalmi adatokhoz, amelyek szerint emlétumorokban a monoamin-oxidaz
enzim aktivitdsa pro-tumorigenikus tényezOként értelmezhetd, mivel az altaluk generalt
oxidativ stressz fokozhatja a genomi instabilitast?®’. Sajat eredményeink alapjan a sejtekbe juto
5-HT mennyiségének csokkentése a 5-HT lebontasabol szarmazd reaktiv oxigén gyokok
szintjének mérséklddésével jart egyiitt. Ez szoros 0sszefliggést mutatott azzal a megfigyeléssel,
hogy gatolt 5-HT transzporter mellett szignifikansan csokkent a YH2AX-pozitiv, DNS-
karosodast hordozo sejtek aranya. Ebben a kontextusban a megfigyelt szuppresszalt
transzkripcids programok is nagyobb valoszintiséggel inkdbb az intracellularis 5-HT hatdsainak
részleges megsziinéseként értelmezhetdk. Ezek az eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a
5-HT sejten beliili lebontdsdhoz kapcsoldédd oxidativ stressz mérséklése az SSRI kezelések
hatasara hozzajarulhat a kromatin integritdsanak fenntartasdhoz normal emld epithel sejtekben.
Ezzel 0sszhangban korabbi irodalmi adatok fontos kapcsolatot irtak le a depresszio €s az
oxidativ stressz kozott, ahol az oxidativ stressz altal kivaltott DNS-kérosodéas hozzdjarult a
pszichiatriai korképekben megfigyelt felgyorsult biologiai dregedéshez??62%7. Végiil, klinikai
megfigyelések szerint, a depresszidoban szenvedo betegek esetében az altalanos DNS-kéarosodas
mértéke emelkedett az egészséges populacidhoz képest, ugyanakkor az SSRI kezelések képesek

ezen hatisok mérséklésére?08-209,
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5.5 A sejtfelszini 5S-HT receptor-medialt jelatvitel szerepe a proliferacio és a
mitogén jelatviteli utvonalak szabalyozasaban

Eredményeink alapjan a paroxetine kezelés hatasara a sejtekbe jutd 5-HT mennyiségének
csokkenése az intracellularis 5S-HT altal kozvetitett hatdsok fokozatos gyengiiléséhez vezet, ami
els6sorban a kezelés korai fazisdban jarulhat hozza a megfigyelt transzkripcids és sejtes
valtozasokhoz. Ez a hatas azonban idOoben korlatozott, és a tartds kezelés soran varhatdan
hattérbe szorul a sejtfelszini 5-HT receptorokon keresztiil megvaldsuld jelatvitellel szemben,
amelyet a transzporter gatlasa kovetkeztében fennmaradd extracellularis 5-HT jelenlét
folyamatosan fenntart. Ennek funkciondlis jelentdségét vizsgalva elemeztiik, hogy a 5-HT
onmagaban, illetve paroxetine-el kombindlva milyen hatdst gyakorol a normal emld epithel
antiproliferativ hatasa erdsodik, ami arra utal, hogy a paroxetine altal kivaltott

proliferaciocsokkenés elsésorban a sejtfelszini receptorok fokozott ¢és elnyujtott

crer

A 5-HT sejtfelszinen keresztiil megvaldsuld antiproliferativ hatdsanak tovabbi igazolasaként
megvizsgaltuk, hogy az emldsejtekben esszencialis mitogén jelatviteli utvonalak aktivitasa
hogyan szabalyozddik szerotoninerg stimulécio hatasara. Az Erk 1/2 (MAPK), az Akt (PI3K-
Akt tengely) €s a Src-hoz kapcsolt jelatviteli itvonalak a sejtek ndvekedésének, talélésének és
motilitasanak szabalyozasaban altalanosan elfogadott kdzponti utvonalakként emelhetoek ki,
amelyek kiilonbozé extracelluldris ingerek hatdsait képesek dsszehangolni®!“*!!. Az Erk 1/2
(MAPK ttvonal) klasszikusan a mitogén jellegli ingerekhez és a sejtciklus szabalyozasdhoz
kapcsolddik, mig a PI3K-Akt utvonal a sejtanyagcsere, a tulélési mechanizmusok és a
elsddleges funkcidja az adhézié dinamikus szabalyozasa. A fokalis-adhéziok kialakulasa,
érésiik és lebomlasuk finomhangolasa ezen a tengelyen keresztiil zajlik. Ez biztositja, hogy a
sejtek stabilan rogziiljenek a bazalis membranhoz, ugyanakkor képesek legyenek morfologiai

adaptacidra €s kontrollalt mozgésra a szdveten beliil.

Az altalunk végrehajtott kisérletekben a harom vizsgélt jelatviteli elem koziil egyediil az Erk
1/2 fehérjék gyors dephosphorylacioja volt megfigyelhetd 5-HT hatdsara. Az Erk 1/2 csokkent
phosphoryléltsdga a sejtosztodast befolyasolo jelatviteli ttvonal inaktivalodasara vezethetd

vissza, mely tdmogatja az altalunk tapasztalt, 5-HT-ra adott antiproliferativ vélaszt is. In vivo
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crer

csdkkenése egyiitt jar az Erk 1/2 aktivitids mérséklédésével a lateralis szeptum szdvetében?!?.
Mas tanulmanyok ezzel szemben a 5-HT altal kivaltott Erk 1/2 aktivaciot irtak le egyéb
sejttipusokban?!>?'4. A 5-HT Erk 1/2-re gyakorolt hatdsa ezek alapjan erésen fiigg a vizsgalt
sejtvonal vagy szovet sajatsagaitol. Eredményeink alapjan az emld epithel sejtekben megfigyelt
Erk 1/2 dephosphorylacié nagyobb valoszintiséggel a sejtfelszini 5-HT receptorokon keresztiil
megvalosuld jelatvitel kovetkezménye, mintsem a 5-HT direkt intracellularis hatdsaé. Ezt
tamasztja ald az is, hogy a paroxetine jelenlétében a hatés jelentdsen er6sodott. Fontos kiemelni,
hogy adrenerg receptorok esetén is leirtak hasonl6 jelenséget, ugyanis a Gs fehérje-kapcsolt B2-
kanonikus cAMP altal szabdlyozott jelatviteli Gitvonalon keresztiil?'>. Mivel miikodésiiket
tekintve a 5-HT receptorok kozott is talalhatdak ugyanezen elv alapjan miikodé Gs-kapcsolt
receptorok, ezért feltételezhetden hasonld molekuldris mechanizmusok kovetkezményeképp

irhat6 le az altalunk is tapasztalt Erk 1/2 dephosphorylacié 5-HT hatésara.

5.6 Az 5-HT receptorok expressziobeli és funkcionalis heterogenitasa normal
emlo epithel sejtekben

Ezen eredmények alapjan a tovabbi vizsgalatok soran a sejtfelszini 5-HT receptorok
funkcionalis szerepére ¢€s az altaluk kozvetitett jelatvitel részletesebb feltarasara helyeztiik a
hangsulyt. Transzkriptomikai adataink alapjan megallapitottuk, hogy a szakirodalomban
leirtakhoz hasonldéan, a normal emld epithel sejtek egyszerre tobbféle 5-HT receptort is
expresszalnak®'é. HME-hTert sejtekben az 5-HT; izoforma mutatta messze a legmagasabb
transzkript szintet, ugyanakkor emellett 5-H75-1p, -24, -2B, -2C, -4, -54 1zoformak kifejezddése is
detektalhatd volt. Mivel az 5-HT7 receptor izoforméabol nagysagrenddel nagyobb mennyiség
talalhatd a sejtfelszinen, ez Oonmagéaban is nodvelheti annak valdszinliségét, hogy a 5-HT
els6dlegesen ehhez a receptor izoforméahoz kotddjon, kiilondsen alacsony 5-HT koncentraciok
mellett. Ugyanakkor a 5-HT receptorok affinitasa és kotési kinetikdja receptoronként eltéro,
ezért egy kisebb szamban jelen 1évd, de nagy affinitdsu receptor izoforma mar alacsony ligand
koncentracional is aktivalédhat, mig egy nagyobb szamban expresszalt, de kisebb affinitasu
receptor csak magasabb koncentraciok mellett valik meghatarozova. Ennek kovetkeztében a
sejtek altal produkalt valasz koncentraciotol fiiggd modon akar receptor preferencia-valtast is

mutathat.
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Mindezt tovabb bonyolitja, hogy a kiilonb6z6 G-fehérje ttvonalak altal kozvetitett jelek nem
linearisan addédnak 6ssze, tehat nem csupan az expresszidbeli kiilonbségek hatarozzadk meg az
endogén ligandra kialakul6 jelatvitelt és fenotipusos valaszt. Ez adodhat abbol is példaul, hogy
mar alacsonyabb mértékli Gi-medialt jelatvitel is hatékonyan képes csokkenteni egy domindns
Gs-utvonal altal kivaltott cAMP-valaszt. Emellett a jelatvitel hatékonysaga receptoronként is
jelentésen kiilonbozhet, igy egy kevésbé abundans receptor erdteljesebb sejten beliili
jelamplifikacio révén ardnytalanul markéans bioldgiai valaszt valthat ki, ami kiilondsen igaz, ha
a csatolt jelatvitel példaul a MAPK- és Ca?*-fliggd utvonalakat érinti. Tovabba fontos kiemelni
a receptorok hetero- vagy homo-dimerizacids képességét, mely jelentdsen moédosithatja egy
adott izoformahoz kétott kanonikus jelatviteli utvonal aktivalodasat®!’. J6 példa erre az 5-HT 4
¢s 5-HT7 altal alkotott heterodimer kialakulasa, melyben az 5-HT;4-hoz kapcsolt jelatviteli
utvonal inaktivalodik, erdsitve az 5-H77; receptorhoz kothetd Gs-kapcsolt ttvonal
aktivalodasat®'s. Végiil a jelatviteli valasz idbeli dinamikdja is meghatarozé tényezd. A 5-HT
receptorok deszenzitizacidos ¢€s internalizacios kinetikaja eltérd, ezért hosszan tartd
ligandexpozicid soran a kezdetben dominans receptor altal kozvetitett jel fokozatosan hattérbe
szorulhat. Osszességében, bar sajat transzkriptomikai adataink - korrelalva a szakirodalmi
adatokkal- megerdsitik az 5-HT7 receptor izoforma domindns jelenlétét a vizsgalt

modellrendszerben, ez az expresszids adat 6nmagaban még nem elégséges ahhoz, hogy az 5-

HT7 izoformat tegylik feleldssé a paroxetine és a 5-HT antiproliferativ hatasaért.

Tovébbi vizsgélataink célja ezért az volt, hogy validaljuk a normal emld epithel sejtekben
kifejez6do 5-HT receptor izoformak funkcionalis szerepét az endogén ligand (5-HT), valamint
szelektiv receptor agonistdk ¢és antagonistdk alkalmazasaval. A receptorok G-fehérje-
kapcsoltsaganak megfeleld jelatviteli valaszok vizsgalatara a Gs és Gi-kapcsolt receptorok altal
modulalt adenilat-ciklaz aktivitist cAMP-szint mérésével kovettiikk, mig a Gg-kapcsolt
receptorok altal aktivalt foszfolipaz C miikodését az IP1 szint meghatarozasaval jellemeztiik,
amely megbizhatéan korreldl az IP3 képzddésével. A kisérletek soran harom altalunk
kivalasztott reprezentativ, validaltan kifejezddo és eltéré G-fehérje-kapcsoltsaggal rendelkez6
receptort valasztottunk ki reprezentativ célpontként, nevezetesen az 5-H7p, az 5-HT>p és az 5-
HT; receptorokat. Ezeket a receptorokat 5-HT-val, valamint szelektiv agonistdkkal és
antagonistakkal moduléltuk. Eredményeink alapjan 5-HT kezelés hatasdra mind a cAMP, mind

az IP1 szint emelkedése mérhetd volt a kontrollhoz képest, ami a sejtekben miikodoképes 5-HT

106



receptor jelatvitelt jelez. A szelektiv moduléatorok alkalmazasaval mindharom vizsgalt receptor
esetében a varhat6, kanonikus mésodlagos hirvivo valaszt detektaltuk. A Gs és Gi-kapcsolt 5-
HTip és 5-HT7 receptorok esetében szignifikans valtozasok mutatkoztak a cAMP-szintekben,
mig a Gg-kapcsolt 5-HT>p receptor aktivacidja elsdsorban az IP1 szint emelkedésében volt
tetten érhetd. Fontos megfigyelés tovabba, hogy az egyes receptorokra szelektiv modulatorok
nem befolyasoltdk az eltér6 G-fehérje-kapcsoltsagi 5-HT receptorok miikddését, ami
alatdmasztja a vizsgalt jelatviteli valaszok specificitasat. Figyelembe véve, hogy az altalunk
hasznalt sejtvonalon 5-HT hatasara tobbféle masodlagos hirvivé termelése is beindult, a

modelliinkben tobbféle 5-HT receptor szimultan aktivacidja feltételezheto.

5.7 A S5-HT receptor utvonalak célzott farmakologiai sziirése az
antiproliferativ jelatviteli elemek azonositasara

Kovetkezd 1épésként, ezért egy olyan hatdanyag-konyvtarat allitottunk dssze, mely alkalmas
eszkOz lehet annak megallapitasahoz, hogy a harom kanonikus Gtvonal koziil melynek a célzott
modulacioja vezethet antiproliferativ valaszhoz normal emld epithel sejteken. A hatdéanyag-
konyvtar osszeallitdsaval kapcsolatban fontos megemliteni azt a limitaciot az 5-HT g €s 5-HT1r
esetében antagonista, tovabba az 5-HT s, 5-HT24 receptorok tekintetében agonista beszerzésére
nem volt lehetdségiink a kisérleteket megel6zden. Ezeken kiviil az 6sszes HME-hTert sejten
kifejez6dé GPCR tipusu 5-HT receptort célz6 hatdanyag rendelkezésiinkre allt. A hatéanyagok
tesztelése soran egy olyan hatdanyag sziirévizsgalatot allitottunk be, mely dozis-hatas gorbék
felvételével (0.1-10 uM koncentracidtartoményban) antiproliferativ hatas alapjan volt képes
kivalogatni azokat a hatdanyagokat, melyek képesek gétolni a normal sejtek osztdédasat. A
vizsgélat soran a legmagasabb tesztelt koncentracié is még a szérumszinten is elérhetd
dozistartomanyba esett, tovabba a kisérletek inditdsakor alacsony denzitassal osztottuk ki az
optikai plate-ekre a sejteket, és a kontroll novekedéséhez viszonyitva kovettiik a kezelt sejtek

osztodasat.

Eredményeinket tekintve tobb hatdéanyag is jelentds antiproliferativ hatast valtott ki HME-hTert
sejtekbol. 4 uM kiiszobértéknél allapitottuk meg azt az 1Cso értéket, ami alatt egy adott
hatéanyagot antiproliferativ hatasuként értékeltiink. Ez alatt a kiiszobérték alatt Gg-kapcsolt
antagonistak (5-HT24 - R96544, 5-HT>5 - LY266097), Gs-kapcsolt agonistak (5-HT7 — LP211,
5-HTs—WAY181187), egyetlen Gi-kapcsolt agonista (5-HTr - LY344864) és tobb Gi-kapcsolt
antagonista (5-HT;3 — SB216641, 5-HT;p — LY310762, 5-HTs54 — SB699551) szerepelt
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eredményeinkben. Ezek egyilitt egységes képet rajzolnak ki, ugyanis a hatéanyagok tobbsége a
Gs-kapcesolt utvonal aktivalasat és a Gq vagy Gj Gtvonal inaktivalasat eredményezi. Egyediil az
5-HTr agonista (LY344864) hatasa tér el ett6l a mintdzattdl, azonban a tesztelt hatdoanyag-
konyvtarban ezen hatdéanyag mellett megtalalhatd volt még egy masik 5-HT£/5-HT;r agonista
(BRL54443), mely nem mutatott olyan markansan antiproliferativ hatast, mint az L'Y344864.
A kettd koziil az LY344864 rendelkezik magasabb affinitassal (pKi=0.006) a masik
hatéanyaghoz képest (pKi=8.7) az 5-HTir receptorhoz. Bar direkt farmakoldgiai modulacidval
kapcsolatban a szakirodalomban még nem 4ll rendelkezésre adat, a normal és tumorszdvet
kozotti expresszios adatokat tekintve az 5-HTr receptor normal szévetben magasabb
expressziot mutat, mint HER2+ vagy tripla negativ tumorokban, ezért az . Y344864 és az 4ltala
célzott receptor érdekes 11j célpont lehet kemoprevencids szempontbol?!®. Azonban az dsszes
markéns antiproliferativ hatast felmutatd hatéanyagokbol kirajzolédd mintézatot tekintve
felmertilhet az is, hogy a Gi-kapcsolt antagonisték €s a Gs-kapcsolt agonistak tulajdonképpen
azonos iranyba mutatva, adenilat-ciklaz és cAMP medialt jelatvitelt timogatnak. Ezek alapjan
a Gs-kapcsolt utvonal jelentdsége az antiproliferativ valaszban kiemelt jelentOséglinek
bizonyulhat. A Gs-kapcsolt jelatvitelért felelds 5-HTs receptor expressziojat kedvezd tulélési
faktorként emlitik, mely a daganatokban mutatott csokkent expressziobol és a feltételezett
immun-mikrokdrnyezetet befolyasolo hatasbol kovetkezik??°. Az 5-HT esetén viszont meglepd
Osszefliggést tartak fel a normal és emlétumor szovetben betdltott funkcidit tekintve. Tripla
negativ emlétumor szovetben fokozott expressziot mutattak ki, mely sszefiiggésben allt azzal,
hogy a 5-HT ezen receptor izoforman keresztiil képes eldsegiteni a tumor progresszidjat a
proliferacio és a metasztazisképzés korai szakaszaban. Ezzel szemben MCF10A sejtmodellben
a szintén magas expressziot mutatdé 5-HT7 izoforma az 5-HT7-cAMP-PKA jelétviteli tengely
aktivaciojan at antiproliferativ hatdst mutatott®'®. Ez utébbi szakirodalmi adat, azonos irAnyba
mutat a sajat eredményeinkkel, tovabba ezeket kiegészitettiik a receptor szelektiv aktivaciojabol

szarmazo eredményekkel.

A Gs-kapcesolt jelatvitel aktivaciojaval elért antiproliferativ hatds mellett ugyanakkor fontos
szerepe van az ezt gatld Gi-kapcsolt receptorok gatlasanak is. Borji emld epithel sejtekben
leirtak, hogy a pertussis toxin antiproliferativ hatassal birt, €s képes volt attenudlni a sejtkultara

szérumaban bejuttatott ndvekedési faktorok proliferativ hatasat??!. A pertussis toxin a G;j

crer
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az adenilat-ciklazt gatlas alol, teret engedve igy a konstitutiv cAMP termelésnek Gs-kapcsolt
receptor stimulécio esetén. A sajat rendszeriinkben is a végeredményt tekintve hasonlo jelenség
jatszodhatott le, ugyanis a 5-HT receptorok antagonistaval torténd gatlasa mellett a médiumban
jelen 1évé 5-HT a maradék nem gatolt receptor aktivaciojara fordulhatott, amelyek jelentds
tobbsége expresszids adatok alapjan az 5-HT7 izoforma volt. A normal szdvet mellett a Gi-
kapcsolt jelatvitelnek tovabbi terapias vonatkozasanak tekintetében leirtdk, hogy HER2+
daganatokban gyakran aberrdns Gi-kapcsolt GPCR jelatvitel alakul ki, mely elsésorban a
PI3K/Akt és az Src jelatviteli utvonalak aktivacidjahoz vezet?’?. Ez a megfigyelés a GPCR
jelatvitel gatlasdval tumor-terapids megkozelitést alapozhat meg. A Gg-kapcsolt receptor
modulatorok esetén meglepd modon az antagonistak esetén tapasztaltunk markans
antiproliferativ valaszt. Ez azért érdekes, mert a 5-HT alapvetden egy aktivalo hatasu ligand.
Tehat, ha a 5-HT antiproliferativ hatasa a Gg-kapcsolt receptorokon keresztiil valosulna meg,
akkor az agonistak esetén lenne varhat6 antiproliferativ valasz, azonban Gg-kapcsolt receptorok

aktivacidja érdemben nem befolyasolta a sejtek osztodasat.

Az 5-HT7 szerepét a 5-HT antiproliferativ hatasaban komplementécios kisérletekkel validaltuk.
A vizsgalatok soran a sejteket 5-H7ip, 5-HT>p vagy 5-HT7 receptor antagonistakkal, valamint
adenilat-ciklaz vagy PKA inhibitorokkal el6kezeltiik, majd ezt kovetden S-HT-val, paroxetine-
el és a kettdé kombinaciojaval utokezeltik a sejteket. Az eredmények alapjan, az 5-HT
stimuldcié vagy a transzporter-gatlason alapuld antiproliferativ hatast egyediil az 5-HT7-
Adenilat-ciklaz-PK A tengely barmely pontjan torténd gatlasa tudta kioltani. Ezek alapjan a 5-
HT ¢és paroxetine antiproliferativ hatdsa mogott nagy valdszintiséggel az 5-HT7 receptoron
keresztiil megvaldsulo aktivalt jelatvitel felelds, melyet a vizsgalt modellben a receptor
izoforma nagysagrenddel nagyobb mértékii kifejezédése is tamogat. Ugyanakkor fontos
kiemelni, hogy az 5-HTp és az 5-HT>p receptorok gatldsa dnmagéban is csokkent proliferaciot

eredményezett, ami megerdsiti a sziirdvizsgalatok soran kapott megfigyeléseinket.

5.8 A G-fehérje-kapcsolt jelatvitel altalanos szerepe a proliferacio
szabalyozasaban normal emlé epithel sejtekben

Mivel a Gs medialt jelatviteli utvonal mas receptorokon keresztiil is aktivalhato felmertilhet,
hogy az 5-HT7 receptorra jellemzd mechanizmus egy joval altalanosabb szabalyozasi elvet
tikkroz. Mivel az adeniléat-ciklaz ¢s PKA inhibitorokkal végzett kisérletiink is a kanonikus Gs-

kapcsolt aktivacié utvonaldt emeli ki antiproliferativ hatds alapjan, a tovabbiakban
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kiterjesztettiik a vizsgalatunkat egyéb GPCR jelatviteli csaladokra is, koztiikk a muszkarinos
acetyl-cholin, dopamin és hisztamin receptorcsalddokra. Az acetyl-cholin receptorokat tekintve
a két hatdéanyag mutatott er6sebb antiproliferativ hatést, a Gi-kapcsolt CHRM4- és a Gq-kapcsolt
CHRM3 antagonistdi. A dopamin-receptor modulatorok koziil a DRD1 és DRDS, Gs-kapcsolt
receptorok agonistdja, a Gi-kapcsolt DRD?2 és DRD3 receptorok antagonistdi bizonyultak
hatékonynak a sejtszam csokkentésében. A hisztamin receptorok esetén a Gi-kapcsolt HRH3
antagonista és a Gg-kapcsolt HRHI antagonista mutatott antiproliferativ hatast. Osszevetve
ezeket az eredményeket a 5-HT receptorok esetében feltart jelenségekkel, egy olyan egyértelmii
mintazat rajzoldodik ki, melyben a Gs-kapcsolt ttvonal aktivalasa, a Gi- és Gq-kapcsolt ttvonal
gatlasa eredményez proliferacio-gatlast HME-hTert sejtekben. Erdekes megfigyelés, hogy az
antiproliferativ hatastként klasszifikalt 15 hatdéanyag koziil 7 volt Gi-kapcsolt receptor
antagonista, 3 olyan volt mely Gs-kapcsolt receptor agonista, 4 olyan, ami Gq-kapcsolt receptor
antagonista ¢és egy, ami Gi-kapcsolt receptor agonista. Ezek az ardnyok jol tikrozik a vizsgalt
receptorhalmaz eloszldsat: Gs-kapcsolt receptor modulator — 6 db, Gi-kapcsolt receptor
modulétor — 13 db, Gg-kapcsolt receptor modulator -7 db. Mivel feltételezhetd, hogy a 5-HT-
hoz hasonldan, a vizsgalt modell rendszerben tobb egyéb monoamin és az acetyl-cholin
receptorok endogén ligandjai is folyamatosan jelen vannak, ezért szamos GPCR részben
aktivalt alapallapotban miikodhet, ami az agonistdk hatdsat gyengitheti a proliferacio alapu
méréseinkben. Ezzel szemben az antagonistak a bazalis jelatvitel csokkentésén €s a Gi-medialt
gatlo tonus feloldasan keresztiil a GPCR-halozat egyensulyat konnyebben atrendezhetik, ami

Osszességében konnyebben detektalhatd sejtes valaszhoz vezethet.

5.9 A rexinoid alapu kemoprevencio szinergikus erositése 5S-HT jelatviteli
modulacioval

A bexarotene ¢és mas rexinoidok kemopreventiv potencialjat az emlérak megel6zésének
kontextusaban elsdsorban in vitro és in vivo preklinikai modellek tdmasztjak ala. Példaul, tripla
negativ emlétumorképzddéssel jellemezhetd transzgén egérmodellben is leirtdk mar, hogy a
bexarotene mérsékelte a korai premalignus elvaltozasok kialakuldsat?>®. A koncepciot tobb
Osszefoglald munka is Ggy értelmezi, hogy az RXR-agonizmus kiilonosen igéretes lehet ER-
negativ prevencioban?>*?2%. Ugyanakkor, a rexinoidok hossza tavu, preventiv alkalmazasanak
egyik f6 korlatja a dozisfiiggd mellékhatasprofil, amely szisztémas kezelésnél gyakran

lipidanyagcsere-eltérésekkel ¢és endokrin hatasokkal jar. A bexarotene esetén a
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hypertriglyceridaemia és hypercholesterolaemia, valamint a centralis hypothyreosis jol ismert
¢s gyakori mellékhatés, emellett hematologiai eltérések, példaul leukopenia vagy neutropenia
is eléfordulhatnak??®. Ezek a toxicitisok kelld indoklast adnak arra, hogy hosszi tavu
kemoprevencioban a rexinoidokat szinergikus kombinéaciokban vizsgaljuk, mert ilyen médon a
hatdsossag fenntartasa elvileg alacsonyabb rexinoid doézissal is elérhetd lehet, mikozben a

224 Alternativ, doziskiméld

toxikus mellékhatasok jelentkezése jelentdsen csokkenthetd lenne
stratégia lehet még a lokalis rexinoid expozicido is, példaul a bexarotene topikalis
alkalmazasaval, mely jelenleg klinikai vizsgalat alatt all. Ez a fejlesztési irdny szintén azt a
torekvést tiikkrozi, hogy preventiv alkalmazds soran a toleralhatosag legalabb olyan

meghatarozo, mint a biolégiai hatékonysag??’.

A kombindcids stratégiak irdnyaba mutatd megkozelitésiinket megalapozta a munkacsoport
azon korabbi megfigyelése, mely alapjan a nem szelektiv B-blokkolo carvedilol és a bexarotene
egylittes alkalmazasa szinergikusan antiproliferativ hatasu normal emlé hamsejtes modellekben
in vitro és in vivo®®. Ezek a megfigyelések arra szolgaltatnak bizonyitékot, hogy a rexinoid
hatds modulalhatdé mas jelatviteli utvonalak példdul az adrenerg-jelatvitel farmakologiai
befolyésolasaval, ami kiilondsen relevans lehet doziskiméld, hossz tavl preventiv stratégiak
kialakitdsaban. Jelen doktori kutatas eredményeinek fényében ezért felmeriilt annak a kérdése,
hatdsat. Ennek vizsgalatdhoz doézis-hatds vizsgalatokban elemeztilk a bexarotene és a
paroxetine kozotti kdlcsonhatast. Eredményeink alapjan a vizsgalt két hatéanyag kombinacidja
esetén is képesek voltunk szinergikus hatdst detektalni normal emld epithel setjekben
proliferacids assay segitségével. A 2D sejttenyésztésen alapuld proliferacios assay mellett
HME-hTert sejtekbdl képzett 3D szferoidokon is megvizsgaltuk a kombinacid hatasat. A sejtek
altal kialakitott 3 dimenzids strukturakbol, tovabba a kornyezé ECM-bdl szarmaz6 mechanikus
¢s biokémiai jelek jelenléte miatt joval fiziologidsabb kornyezetben, és hosszabb kezelési 1d6
volt lehetdségilink a hatéanyag kombinaciok vizsgalatara. Eredményeink alapjan a bexarotene
¢s paroxetine kombinécidjaval kezelt szferoidok méretben kisebbek voltak a kezelés végére a
kontrollhoz viszonyitva, tovabbd a szferoidban talalhatd sejtek kisebb ardnyban mutattak
pozitivitdst a Ki-67 proliferaciés markerre nézve a kontrollhoz képest. Mivel kordbbi
vizsgalatainkban mar megallapitottuk, hogy a paroxetine oldalardl az antiproliferativ hatasért a

sejtfelszini receptorokon keresztiil megvalosuld jelatvitel a felelds jelentds részben, ezért
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megvizsgaltuk, hogy a 5-HT bexarotene-el valé kombindldsa hogyan befolyasolja a sejtek
osztodasat. A vizsgalat sordan joval markansabb szinergiat tapasztaltunk a paroxetine-el valo
kombinalashoz képest. Ugyanakkor, ha a 5-HT és bexarotene kombinacidval torténd kezelés
mellett a 5-HT transzportert is gatoltuk paroxetine-el akkor ez a szinergia tovabb er6sodott.
Ezen eredmények alapjan megallapithato, hogy a 5-HT receptorok stimulédcioja kombinalva a
Ezen eredményeink alapjan a 5-HT jelatvitel célzott modulécioja alkalmas lehet a rexinoidok
antiproliferativ hatasanak szinergikus erdsitésére. A bexarotene-el kombinalt kezelések
megtervezésekor elsddleges szempont volt a transzlacios relevancia biztositasa. Bar el6zo
kisérleteink egyértelmiien igazoltak, hogy a 5-HT antiproliferativ hatdsaért dontéen a Gs-
kapcsolt receptorokon keresztiil aktivalédo jelatvitel felelds, a kombinacids vizsgalatokban
olyan hatéanyagokat akartunk elényben részesiteni, amelyek klinikai alkalmazhatosaga és
biztonsagossagi profilja mar jol ismert. Ennek megfelelden a paroxetine mint régdta hasznalt,
sz¢les korben alkalmazott antidepresszans alkalmasabb kiinduldsi pontot jelentett egy
potencialisan hosszu tavon is alkalmazhato, alacsony dozisu preventiv stratégia szempontjabol,
mint szelektiv 5-HT7 receptor-, adenilat-ciklaz- vagy PK A-modulatorok bevonésa. Ez utobbiak
kombinacioban torténd vizsgalata ugyanakkor indokolt és relevans tovabbi kutatdsi iranyt

jelenthet a késébbiekben.

5.10 A ZGI6B epigenetikai szabalyozasa rexinoid alapd szinergikus
kombinaciok hatasara

Béar a bexarotene és a monoamin jelatvitelt befolydsold szerek kozotti szinergiat tobb
kombinaci6 esetén is validaltuk, a szinergia pontos molekularis hatasmechanizmusa jelenleg
nem ismert. Ennek feltardsahoz olyan molekularis markerek azonositasat tuztiik ki célul,
amelyek tumorbioldgiai szempontbol relevansak, és egyben tobb, egymastol fiiggetlen
szinergikus, rexinoid alapti kombinacio hatasara is transzkripcionalis szinten regulalddnak.
Ezen kritériumok alapjan keriilt a fokuszunkba a ZGI/6B, amely mind a bexarotene és
paroxetine, mind pedig a bexarotene ¢s carvedilol kombinacio alkalmazéasa sordn szuppressziot
mutatott normal emld epithel sejtekben. A gén kivalasztasat indokolta még, hogy a TCGA
adatainak elemzése alapjan a ZGI16B emlétumor szdvetben emelkedett expressziot mutat a
normal emldszdvethez képest, valamint kiilonb6z0 daganattipusokat Gsszehasonlitva, az

emlorak a masodik legmagasabb ZG16B expresszioval jellemezheté daganatfajtanak bizonyult.
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Az elézetes munkdink egyértelmiien igazoltak, hogy a bexarotene €s carvedilol szinergikus
vissza, hanem epigenetikai transzkripcionalis szabalyozé folyamatok moédositasaval jar
egyiitt®. Bemutattuk, hogy a kombinacids kezelés az ARIDIA- és BRGI-tartalma SWI/SNF
kromatin remodellalé komplex genomi DNS-hez valo toborzasat €s az azon valo eloszlasat
modositja, ami kulcsfontossagu a TGF-B-kapcsolt gének transzkripcids ujraszabalyozasahoz.
Ez a jelenség az EMT gétlasdhoz vezet normal és tumorsejtes modellekben®. Ennek
ismeretében logikusan meriilt fel a kérdés, hogy a jelen munkdban vizsgilt ZGI6B
expresszidjanak szabdlyozasaban milyen szerepet tolthet be a SWI/SNF komplex, és hogy
feltarhato-e olyan epigenetikai szabalyozas, amely a bexarotene és carvedilol altal aktivalodik

a ZG16B gén expresszidjanak befolyasolasa soran.

ChIP-szekvenalas alkalmazasaval azonositottunk egy, a ZG16B génhez tartozo tavoli enhancer
régiot, amelyen a bexarotene és carvedilol kombinacios kezelése mellett az ARIDIA
szignifikansan fokozott kotddést mutatott. Ezzel parhuzamosan ugyanebben a genomi régioban
csokkent a H3 hiszton acetylacidja, ami a kromatin kondenzéltabb allapotara és ebbdl
kovetkezden csokkent transzkripcids aktivitasra utal. Ezek az adatok egyiittesen arra engednek
ARID1A4-mediélt kromatin-szerkezetbeli atrendezddést indukal, amely funkciondlisan a ZG16B
gén expresszidjanak gatlasdban nyilvanul meg. Ebben a mechanizmusban az ARIDIA
kulcsszerepének tovabbi igazolasaira a HME-hTert sejtekben csendesitettiik az ARIDIA gént
siRNS segitségével, majd a sejteket bexarotene-el, carvedilol-al, illetve ezek kombinaciojaval
kezeltik. A ZG16B expresszidjanak mérésével sikeriilt igazolnunk, hogy a ZGI16B jelentOs
szuppresszidja a kombinalt kezelésre specifikus jelenség, és nem az egyes hatéanyagok 6nalld
hatasanak kovetkezménye. Emellett azt a kdvetkeztetést is levonhatjuk, hogy ez a szabalyozasi
mechanizmus szigoruan fiigg az ARID 1A jelenlététdl, mivel annak hidnyaban a bexarotene €s
carvedilol kombinacid6 ZGI6B-expressziot csokkentd hatasa teljes mértékben megsziint.
Ugyanakkor fontos kiemelni azt is, hogy a bexarotene €s a carvedilol dnmagéban is képes volt
csokkenteni a ZG16B kifejez6dését. A bexarotene és carvedilol kombinacidjara vonatkozo
eredményeinket MMTV-ERBB? transzgenikus egér normal emldszovetek immunhisztokémiai
feldolgozasaval is validaltuk. Megallapitottuk, hogy a bexarotene és carvedilol kezelés in vivo

is képes csokkenteni az emlészovetben kifejez6dd ZG 168 mennyiségét fehérje szinten, mind
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az emlémirigyekben, mind pedig azok kivezetd csatornainak epithel sejtjeiben. Ennek a
mechanizmusnak a transzlacios jelentdsége abban rejlik, hogy klinikailag mar alkalmazott,
ismert toxicitasprofillal rendelkezd hatéanyagok kombinacidjaval egy olyan epigenetikai
szabalyozasi csomopontot tudtunk célzottan moduldlni, amely egy daganatprogresszidval
Osszefliggésbe hozott faktor expressziojat mar a transzformacidé korai szakaszaban képes

befolyésolni.

5.11 A ZGI6B tumorbiologiai szerepe és feltaratlan biologiai szerepe az
emloszovetben

A ZGI6B, amelyet a korai irodalomban ’Pancreatic Adenocarcinoma Upregulated Factor’
néven (PAUF) irtak le, egy szekretalt, lektinszerti fehérje, amely cukork6td régioja segitségével
feltételezhetden gliikkdzaminoglikdnokhoz valo kotddést segithet eld. Legnagyobb mértékben
szerepét a pancreas ductalis adenocarcinomaban tartak fel, ahol a ZGI6B eredetileg a
daganatban fokozottan expresszalddo, szekretdlt faktorok keresése soran keriilt fokuszba'®?.
Tobb, egymast kiegészitd publikacio is azt tamasztja ala, hogy a ZG16B képes a velesziiletett
immunvalasz sejtes komponenseit atprogramozni mely azt eredményezi, hogy a tumor szdmara
kedvezé gyulladdsos és immunszuppressziv kdrnyezet alakul ki'®*»164. Tovabba4 leirtdk, hogy a
ZG16B a TLR-jelatvitelt aktivalva szelektiven képes Erk-irdnyu aktivaciot és tumor
progressziot tamogato citokinek termelését eldidézni, mikozben gatolja a TLR-medialt NF-xB
valaszt, ezzel elésegitve az immunszuppressziot*?®. In vivo vizsgalatok alapjan azt is leirtak,
hogy a ZG16B fokozza a myeloid eredetii szuppresszor sejtek felhalmozodasat és funkcionalis
aktivitasat hasnyalmirigy daganatokban'®*. A ZGI16B tumorsejtekre kifejtett hatasai kozott
kiemelheté a migracio, invazio és metasztatikus potencidl fokozasa, amely elsdsorban a
CXCR4 ¢s fokalis-adhéziohoz (FAK) kapcsolt utvonalak aktivalasanak kovetkezményeként
irhatok 1e?*8. A ZG16B tobb daganattipusban is megjelent, mint progresszioval dsszefliggd
faktor. Colorectalis daganatban példaul kideriilt, hogy a PAUF/ZG16B a sejtciklushoz és
mitotikus funkcidkhoz kapcsolédd folyamatokat, valamint a Wnt/B-katenin utvonalat is
befolyasolja!®®. A ZGI16B-vel kapcsolatos eddigi kutatasok alapjan a klinikai transzlacio
szempontjabol kiemelhetd a faktor prognosztikus biomarkerként vald felhasznéalhatoséaga,
mivel a ZGI16B tobb adatbazis és integrativ elemzés alapjan tobbféle daganatban, példaul
emlétumorokban is gyakran emelkedett expressziot mutat. Ezt jol példazza, hogy emlérakban

normal szovethez képest emelkedett ZG16B-expressziot irtak le, ugyanakkor érdekes modon a
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talélési analizisben a magas expresszio kedvezdbb progndzissal volt tarsithat6'®®. Tovabbi
transzlacios iranyt képezhet a ZG16B terapias relevancidja. Hasnyalmirigy daganatban leirtk,
hogy a ZG16B gatlasa fokozhatja a gemcitabinnal szembeni érzékenységet, ami arra utal, hogy
a ZG16B-hez kapcsolt hatasok a gyogyszerrezisztenciaban is jelentds szerepet tolthetnek be??’.
A ZG16B szerepe ugyanakkor tilmutathat a klasszikus tumorndvekedést és metasztazisképzést
tamogatd funkcidkon is. Kimutattdk ugyanis, hogy a tumor altal szekretalt, keringd ZG16B
cachexiat képes eldidézni egérmodellekben, tehat a PAUF a szisztémds daganat-asszocialt
szovédmények egyik fontos medidtora is lehet**°. Osszességében a ZGI16B tumorbioldgiai
szerepét tObb daganattipusban mar részletesen feltartak, ugyanakkor ezek a munkak dontéen a
daganatprogresszid kulcslépéseire fokuszaltak, igy a proliferacid, invazio, attétképzeés,
angiogenezis, immunmikrokornyezet formaldsa és terapids rezisztencia Osszefliggéseiben

értelmezték a faktor jelentOségét.

Ezzel szemben lényegesen kevesebb adat all rendelkezésre arrdl, hogy a ZG16B milyen
szerepet tolthet be a daganat-iniciacié korai eseményeiben, illetve abban, hogy normal szdveti
kontextusban miként befolyasolja a sejtek miikodését. Kiilondsen az emldszdvetben
szembetlind ez a hidny, mert a rendelkezésre allo publikaciok jellemzden a tumorszovetben
megfigyelt fokozott expresszidt és ennek lehetséges biomarker vonatkozésait irjak le, mikdzben
eddig elmaradt a ZGI6B funkciondlis karakterizaldsa nem transzformalt ¢és
emlStumorsejtekben'®s. Ennek megfelelden indokolt lehet a ZG16B autokrin és parakrin

hatdsainak mechanisztikus feltérképezése a normal emldszovetben és emlétumorokban.

5.12 A ZGI6B szekretalt faktor funkcionalis validalasa és proliferaciora
gyakorolt hatasa emlosejtekben

A ZG16B funkcionalis vizsgalatahoz PCR-alapu klonozéssal és restrikcios emésztést kovetd
ligalassal hoztunk 1étre egy expresszios vektort, amelyet HEK293 sejtekbe transzfektaltunk. A
HEK293 sejtvonalat host-rendszerként azért valasztottuk, mert normal koriilmények kozott
ezek a sejtek nem expresszaljak a ZG16B-t, igy a transzfekciot kovetéen megjelend fehérje
egyértelmiien az altalunk sejtekbe transzfektalt vektor eredménye. Az expresszids rendszer
tovabbi eldnye, hogy a vektor tervezésekor az EGFP koexpressziojat is biztositottuk, ami
lehetové tette a transzfekcios hatékonysdg folyamatos monitorozasat. Ugyanakkor a ZG16B

crer

EGFP-vel egyiitt, igy a szekretdlt ZG16B nativ formaban keriilt az extracellularis térbe. A
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tovabbi kisérleteinkben figyelembe véve a szekretalt ZG16B 16 kDa méretét, a transzfektalt
HEK293 sejtek kondicionalt feliiluszéit méretkizarasos sziirés segitségével koncentraltuk,
megszabadulva igy szdmos egyéb feliiluszoban jelen 1évé kisebb vagy nagyobb méretli

szekretalt faktortol.

A létrehozott expresszids rendszer altal termeltetett ZG16B-t ezutan normal és emldtumor
sejtek kezelésére hasznaltuk, els6ként proliferacids assay-kben. Megallapitottuk, hogy a fehérje
valoban a fehérjének koszonhetd - nem mas egyéb hasonld méreti faktornak - ZG16B ellenes
antitest hozzaadéasaval igazoltuk, mely hatékonyan visszaszoritotta a faktor proliferaciot
stimuldlo hatasat. Ugyanakkor azt is igazoltuk, hogy a ZG16B szuppresszidjanak kulcsszerepe
van a bexarotene ¢és carvedilol antiproliferativ hatdsdban, ugyanis normal emld epithel sejtekben
ZG16B kezeléssel képesek voltunk részben kompenzalni az 6t szuppresszald szinergikus
kombinaci6 antiproliferativ hatasat. Erdekes modon, tripla negativ emlétumorsejtek esetén a
ZG16B nem tudta fokozni a sejtosztddast, tehat ezen eredmények arra utalnak, hogy a ZG16B
faktor proliferaciot befolydsold szerepe elsésorban a korai, konnyebben szabalyozhatd

allapotokban relevans.

5.13 A ZG16B migraciot fokozo hatasanak jellemzése

A ZG16B leggyakrabban leirt funkcionalis hatdsa a tumorsejtek mozgékonysaganak fokozasa,
az invazids kapacitds novelése és a metasztatikus terjedés tamogatasa'®-??®, Ennek fényében,
indokolt annak vizsgalata, hogy emld epithel sejtekben és emlétumorsejtekben milyen
Eredményeink alapjan a tapasztalt proliferacidés valaszokkal ellentétben, hormonreceptor-
statusztol fliggetlentil, 6sszes vizsgalt emld eredetli sejtvonalban markans migraciot fokozo
hatast tapasztaltunk ZGI/6B hatasara. Ugyanakkor a proliferaciés adatokhoz hasonléan a
bexarotene és carvedilol hatdsara gatolt migraciot a ZG16B képes volt vissszaallitani, mely azt
jelzi, hogy a ZG16B-nek szerepe lehet a kemopreventiv kombinacié migraciot gatld hatdsaban.
A szakirodalom alapjan a ZG16B migracidt és invazidt fokozo hatasa elsésorban a TLR-
kapcsolt Erk 1/2 /MAPK jelatvitel aktivaciojahoz, a CXCR4-medidlt kemotaktikus valasz
fokozasahoz, valamint a FAK-Src és PI3K/Akt ttvonalak aktivalasahoz kothet6??®?3!. Ennek
megfeleléen a ZG16B hatasmechanizmusanak feltarasahoz indokoltnak tartottuk az Erk 1/2,

Src és Akt jelatviteli elemek phosphorylacios allapotanak valtozésait feltérképezni ZG16B
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hatasara. Normal sejtek, ER pozitiv- és tripla negativ emlétumor sejtek esetén sejtvonalanként
eltérd valaszt kaptunk az egyes jelatviteli elemek aktivalddasa szempontjabol. Az Akt fehérje
fokozott aktivalodasa mindharom vizsgalt sejtvonalon megfigyelhetd volt, azonban az Erk
fehérje aktivalodasat csak normal sejteken ¢s T47D sejteken tudtuk detektalni. Normal sejtek
esetén az Src fehérje aktivalodasat is ki tudtuk mutatni, amit a gatlo hatasu phosphorylacio
(Y527) aldli felszabadulés jelzett. Ennek a differencialt valasznak egy része egybe esik a
proliferacios és migracids eredményekkel is, ugyanis mivel a MAPK-Erk atvonal elsdsorban a
mitogén funkciokat befolydsold utvonal, igy a tripla negativ tumorsejtekkel kapott eredmények
tamogatjak a proliferacids adatokat, mely szerint ezeknek a sejteknek az osztodasara a ZG16B
nincs hatassal. A harom vizsgalt jelatviteli elem koziil egyediil az Akt fehérje aktivalodasa
mutatott olyan szintli egyezést, mely a migracidés eredményekbdl is kitlint. Ezért kovetkezo
Iépésként azt vizsgaltuk meg, hogy a PI3K gatlasa mellett a ZG16B képes-e ugyaniugy
moduldlni a migraciét. Azonban normal sejtekben és tripla negativ tumorsejtekben PI3K
inhibitor (LY294002) jelenléte mellett a ZG16B nem tudta stimuldlni a sejtek migraciojat,
alapjan megallapithatd, hogy emldsejtekben a ZG16B éltal kivaltott fokozott migracios valasz

els6sorban a PI3K-Akt jelatviteli utvonalon keresztiil megvalosulo jelatvitel kovetkezménye.

5.14 A zGiéB altal indukalt extracellularis matrix-Gjraszervezodés
jelentdsége

Ahhoz, hogy szélesebb korben felmérhessiik a ZG 168 éltal kivaltott valaszt, RNS-szekvenalast
hajtottunk végre kezelt HME-hTert sejteken, melyek eredményei jorészben megerdsitették a
korabbi kisérletekben tapasztalt fenotipusos valaszokat. A differencidltan expresszalt gének
listajaban szamos olyan gén expresszioja fokozddott, melyek a fokalis adhézid kialakitasaban,
a PI3K-Akt jelatviteli ttvonal mikddésében, és az aktin-citoszkeleton szabalyozéasidban
toltenek be kulcsszerepet. Ezek az eredmények megerdsitik azokat az eredményeinket, amivel
ramutattunk a ZG16B PI3K-Akt tvonalon keresztiil megvalosuldo migraciot fokozo hatdsara
normal emld epithel sejtekben. Ezen kiviil megfigyeltiik, hogy fokozodott szamos olyan gén
kifejezédése, melyek az ECM éltal kozvetitett jelek feldolgozasaban tdltenek be jelentds
szerepet. Az altalunk tapasztalt transzkriptomikai véaltozdsokhoz nagyon hasonldan,
hasnyalmirigy-daganatsejtekben a  ZGI6B  expressziojanak  fokozasa  tobb, a

tumorprogresszidhoz ¢és metasztazisképzéshez kapcsolodd gén, koztik az ICAMI, EGFR,
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HDAC3, MAP3KS8, CDK6, PALLD, ITGAV ¢és CXCR4 indukcidjaval, valamint az MMP2 és
MMP9 expresszidjanak emelkedésével jart egyiitt??®. Ezekkel parhuzamosan a PB-katenin
jelatvitel aktivaciojat és a B-katenin-fiiggd transzkripcids program fokozodasat is leirtak, ami
egy 0sszehangolt, migraciot, invaziot és proliferaciot timogatd génexpresszios atrendezddésre

utal'®,

Mivel korabbi eredményeinkben a bexarotene és carvedilol kombinacidja altal kivaltott
antiproliferativ és migraciot gatld hatast a ZG16B hozzdadasa képes volt kompenzalni, ezért
megvizsgaltuk, hogy a kétféle kezelés altal kialakitott transzkripcios profilok mennyiben
fednek at egymassal. Ahogy az varhato volt, talaltunk olyan géneket, melyek mindkét kezelés
esetén azonos iranyban szabalyozodtak, tehat vagy szuppresszalddtak, vagy indukélodtak. Ez
azt jelzi, hogy a bexarotene és carvedilol altal kivaltott transzkripcids valtozdsok nem
feleltethetOk meg teljes mértékben a ZG16B szuppresszidja kovetkezményeként. Ez elsésorban
a rexinoidok pleiotrép, tobb egymadssal parhuzamos transzkripcids programot befolyasolo
hat4sa miatt is lehetséges, mivel az RXR aktivacidja révén a rexinoidok tobb nukleéris receptor
utvonalat integralnak, igy sejttipus ¢és kontextusfliggd modon eltérd génexpresszios
valtozasokat képesek kivaltani®*. Ugyanakkor jelentds szamu olyan gént is azonositottunk,
mely bexarotene ¢és carvedilol kombinacidja, valamint a ZG16B altal ellentétes iranyban
szabalyozddott. A bexarotene és carvedilol kombinacidja altal indukalt és ZGI6B altal
szuppresszalt gének halmazainak metszete nagysagrendileg kevesebb gént tartalmazott,
tovabba ezek jelentds része a dezoxiribonukleaz aktivitds negativ iranya szabalyozéasanak
iranydba mutatott. A dezoxiribonukleaz aktivitds szabalyozdsahoz kapcsolédo gének
megjelenése arra utal, hogy a bexarotene és carvedilol kombinalt kezelés a sejtekben a genom-
¢és kromatin-integritas védelmét eldsegitd valtozasok is indukalédnak mely fakadhat példaul a
SWI/SNF komplex modulaci6jabol, melynek jelentds szerepe van a DNS-hibajavitasban is?*2.
A ZG16B hatasanak vonatkozasaban eddig még nem irtak le olyan iranyt valtozasokat melyek
ezen folyamatokat érintenék, azonban a transzkripcids adatok arra utalnak, hogy ez a szekretalt

faktor képes ezen folyamatok inaktivaciojara.

Azon gének kozott, melyek ZGI16B altal stimulaltak ugyanakkor bexarotene és carvedilol
kombinacioja altal szuppresszaltak szdmos olyan gén emelkedett ki, melyek az extracellularis
matrix atrendezésében, a sejt-ECM kozotti kapesolatok kialakitasaban, adhézids és migracios

képességek befolydsolasaban toltenek be kulcsszerepet. A FNI (fibronectin 1) fokozott
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expresszidja kiilonosen jelentds, mivel a FNI kulcsszerepet jatszik az integrineken keresztiili
sejt-adhézidban, a migracio sordn sziikséges ideiglenes adhézids komplexek kialakitasaban, a
stromdlis matrix denzitasdnak meghatarozasaban ¢s expresszidja szdmos daganattipusban
dsszefliggést mutat az invaziv fenotipussal?**>>**. Ehhez szorosan kapcsolédik a PLEC (plectin)
emelkedett szintje, amely a citoszkeletalis elemek és az adhézios strukturak 6sszekapcsolasan
keresztiil mechanikai stabilitast és dinamikus alkalmazkoddképességet biztosit a migrald sejtek
szaméra®®. A bazalis membran dsszetételének atalakuldsara utal a LAMA3 és LAMAS laminin
alegységek fokozott expresszidja. A laminin hélézat szerkezetének befolydsolasan keresztiil
szintén befolyasolhato a sejtek polaritdsa, tapaddsa és iranyitott mozgasa, tovabba a halozat

szerkezete prognosztikus és prediktiv jelentéséggel birhat daganatokban?3

. A kollagénmatrix
szerkezetének modosulasat jelzi a COL5A1 fokozott kifejez6dése, amely a kollagénrostok
szervezésében vesz részt, és ismerten hozzdjarulhat a matrix merevségének és topologidjanak
olyan iranyu valtozasaihoz, amelyek elésegitik a sejtmigraciot>’’. Ezekkel parhuzamosan tobb,
a sejt-ECM kapcsolatokat kozvetleniil modulalé komponens emelkedett expresszidja is
megfigyelhetd, ami arra utal, hogy a ZG16B nem egyetlen ECM-elem vagy adhéziés fehérje

szintjét noveli meg izoldltan, hanem egy komplex, strukturalisan és funkciondlisan

Osszehangolt matriszoma atalakulast indit el.

Az emlddaganatok mikrokdrnyezetében a matriszoma atfogd ujraszervezddése alapvetden
meghatdrozza a daganatos szOvet fizikai tulajdonsagait és a sejtek viselkedését. A
daganatképzddés soran az extracellularis matrix Gsszetétele €s szerkezete jelentosen atalakul,
amely fokozott kollagén-, fibronectin- és proteoglikdn-depozicioban, a rostok
megvastagodasaban, keresztkotéseik novekedésében €s a matrix topografidjanak rendezettebbé

238239 Ezek a véltozasok a szovet merevségének progressziv

valasdban nyilvanul meg
novekedéséhez vezetnek, mikdzben a matrix dinamikus lebontdsa és ujraépitése invaziot
elOsegitd strukturakat és migracidés utvonalakat hozhat 1étre. A megvaltozott extracellularis
matrix nem csupan biokémiai, hanem biomechanikai kovetkezményekkel is jar, amelyek kozé
tartozik a szilard komponensek altal kifejtett stressz fokozodasa ¢és az intersticialis
folyadéknyomas emelkedése®®’. A novekvd szoveti nyomds kompresszidt gyakorolhat az
erekre €s a kornyez6 struktardkra, ami perfuzids zavarokat, hypoxiat és a terapias agensek

csokkent szoveti hozzaférhetdségét eredményezheti, mikdzben a  megvaltozott

matrixarchitektira 6nmagaban is fizikai akadalyt képezhet a molekularis transzport szadmara.
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Ezzel parhuzamosan a sejtek a megvaltozott mechanikai kornyezetet aktivan érzékelik és
jelatviteli valaszokka forditjak le, mivel a fokozott merevség és fesziilés integrin-medialt
tapadasok, fokuszadhéziok és citoszkeletalis kontraktilitds kialakuldsdhoz vezet, amelyek
proliferciot, talélést és invaziv fenotipust tdmogaté jeldtviteli utvonalakat aktivalhatnak®*.
Ezen mechanoszenzitiv valaszok révén a fizikai mikrokornyezet nem passziv kovetkezménye,
kiilonosen fontos hangsulyozni, hogy a ZG16B hatdsdra a fokozott extracelluldris matrix
komponens depozicié normal emld epithel sejtekben indul meg, ami arra utal, hogy a ZG16B
mar nem malignus kornyezetben is képes a stromalis €s mechanikai mikrokornyezet
athangolasara. Ez a megfigyelés azt a koncepcidt erdsiti, hogy a ZGI6B éltal indukalt
matrixatalakitds a szovet merevségének ¢és fesziiltségi allapotanak korai megvaltoztatasan
keresztiil hozzajarulhat olyan mechanoszenzitiv jelatviteli programok aktivalasahoz, amelyek

késObb a tumorprogresszid €s az invaziv viselkedés kialakulasat is eldsegithetik.

5.15 ZG16B hatasara EMT indukalddik, és fokozodik az emlétumorsejtek
transzformaltsaga

Az extracelluldris matrix struktirajanak, és biomechanikai sajatossdgainak megvaltozasa
gyakran egyiitt jar az epithelidlis és mesenchymalis jellegek kozotti egyensuly eltolodéasaval,
amely a daganatprogresszid soran jol koriilhatarolhatd, EMT-ként leirt folyamat formdjaban
jelenik meg.*! Bar az EMT-t klasszikusan a TGF-p jelatviteli itvonalhoz kotik, szamos tovabbi
jelatviteli mechanizmus is képes annak indukcidjara. Fontos azonban kiemelni, hogy nem
transzformalt, normal epithel sejtekben az EMT esetenként fiziologias, reverzibilis modon is
eléfordulhat. Példaul a sebgyogyulas sordn is megfigyelhetd, ahol az epithel sejtek atmeneti
plaszticitasa elengedhetetlen a sebzarddas hatékony lezajlasahoz!”>. Mivel a ZG16B hatasara
nem csak a matriszoma és az adhézios kapcsolatok ijraszervezddése volt megfigyelhetd, hanem
tobb mesenchymalis marker, koztiikk a FNI fokozott expresszidja is, ezért kovetkezd 1épésként
megvizsgaltuk a ZGI16B EMT-re gyakorolt hatasdt normal emld epithel és emldtumor
sejtekben. Az eredmények alapjan a ZGI16B hatasara EMT iranyaba mutatd transzkripcids
valtozasok voltak detektalhatok mind az epithelidlis, mind a mesenchymalis marker gének
expressziojaban. Hasonldé mintazat volt megfigyelhetd nem transzformalt emld epithel
sejtekben is, ahol a mesenchymalis markerek fokozott expresszidja mellett a morfologiai

atalakulas szintén a mesenchymalis fenotipus iranyaba torténd elmozdulast jelezte ZG16B
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jelenlétében. Tovabba, MMTV-ERBB?2 transzgén egérmodell normal emldszdveteinek
vizsgélata soran a bexarotene €s carvedilol kombinacidjanak hatasara bekovetkez6 ZG16B szint

csokkenés mellett, a FNI mesenchymalis marker expresszidja is mérsékeltebb volt.

Korabbi vizsgalatok ramutattak, hogy az EMT kialakuldsa és a matriszoma atszervezodése
kedvezhet a  konvenciondlis  kemoterapids  szerekkel = szembeni  rezisztencia

kialakulasanak?#>2%,

Tekintettel arra, hogy a ZGI6B az EMT-t és a matriszOma
ujraszervezddését egyarant képes befolyasolni, potencialis biomarkerként szolgalhat az invaziv
fenotipus predikciojara, valamint a terapias rezisztencia kialakuldsanak eldrejelzésére is. Ezt a
felvetést tdmogatja az a publikalt eredmény is, amely szerint a ZGI6B szuppresszioja
hasnyalmirigy-daganatsejtekben fokozta a gemcitabine-kezeléssel szembeni érzékenységet®>.
A ZG16B altalunk feltart funkcidit ezen szakirodalmi adatokkal dsszevetve felmeriilhet annak
feltarasa, hogy a ZG16B szuppresszalasabol szarmazo szenzitizalo hatés fakadhat-e a ZG16B

altal indukalt EMT-folyamatokbol vagy a matrix szabalyozasbal.

Az EMT kialakulasdnak és a matriszoma tjraszervezésének képessége arra utal, hogy
transzformalt tumorsejtek esetén ilyen jellegli stimulacidé mellett a sejtek fokozott adaptacios
elonyre tehetnek szert olyan kornyezeti feltételek kozott, ahol a fiziologias extracellularis
matrixstruktara vagy a megszokott kitapadasi feliilet nem all rendelkezésre. Az EMT-hez
tarsulo sejtplaszticitas ¢s az ECM-remodelling révén a daganatsejtek képessé valhatnak arra,
amelyek fiiggetlenitik dket a tapadasfiiggd ndvekedésté1>**. A soft agar colony forming assay
egy klasszikus modszer ezen tulajdonsdg mérésére, mivel az inert, kitapadasra alkalmatlan
agardz matrixban kizarolag a transzformalt sejtek képesek hosszii tavon életben maradni,

proliferalni és igy koloniakat kialakitani.

Ezért megvizsgaltuk, hogy az agardzba dgyazott daganatsejtek koloniaképzd kapacitdsa miként
valtozik ZG16B kezelést kovetden, illetve a ZG16B-t szuppresszald bexarotene és carvedilol
kombinaci6 alkalmazasa mellett. Eredményeink azt mutattak, hogy a bexarotene és carvedilol
kombinalt kezelés mind Osztrogénreceptor-pozitiv, mind hormonreceptor-negativ
emldétumorsejtekben szignifikdnsan csokkentette a koloniaképzd képességet, mig ZGI16B
jelenlétében ezzel ellentétes, koloniaképzést stimulalo hatéas volt megfigyelhetd. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a ZGI6B éltal indukalt EMT- ¢és matriszOma-atalakitds nem csupan a
migracidt és invaziot tdmogatja, hanem a kitapadastol fiiggetlen talélést és proliferaciot is
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elOsegitheti, ami az agressziv daganatsejtek egyik karakterisztikus tulajdonsaga. Bar
tumorsejtekben kordbban nem vizsgaltuk a bexarotene és carvedilol kombinacié ZG16B
expressziora kifejtett hatdsat, MCF7 Osztrogénreceptor-pozitiv emlétumor sejtek altal képzett
kolonidkban a koldniaformalas gatladsa mellett egyértelmiien kimutathat6 volt a ZGI16B
expresszidjanak csokkenése is. Ezzel 0sszhangban az MDA-MB-231 sejtvonallal kialakitott in
vivo egér (SCID) xenograft modellekbdl szarmazé tumorszovetek immunhisztokémiai
elemzése azt mutatta, hogy a ZG16B expresszidja hormonreceptor-negativ emlétumorokban is
hatékonyan csokkenthetd bexarotene ¢és carvedilol kombindlt alkalmazasaval. Ezen
eredmények alapjan a ZGI6B szabalyozasa nem csak az emlddaganatok kialakuldsanak
gatlasaban, hanem a mar kialakult emlétumorok progresszidjanak mérséklésében is potencialis

terapias jelentdséggel birhat.

5.16 A doktori kutatas jelentésége, limitacioi és lehetséges jovobeli iranyai

Jelen doktori kutatas eredményei Osszességében arra vilagitanak rd, hogy a monoamin GPCR-
jelatvitel, kiilondsen a 5-HT rendszer célzott modulécidja, eddig alulértékelt, ugyanakkor
bioldgiailag és transzlaciés szempontbdl is relevans beavatkozasi pontot jelent az emlérak
kemoprevenciojaban és progresszidjanak befolydsoldsaban. Vizsgalataink soran igazoltuk,
hogy normal emld epithel sejtekben a 5-HT antiproliferativ hatasa elsdsorban a sejtfelszini
receptorokon keresztiil, domindnsan az 5-HT7;—adenilat-ciklaz—PKA tengely aktivaciojan at
valésul meg, mikozben a sejtekbe jutdé 5-HT mennyiségének csokkentése mérsékli az oxidativ
stresszt és a DNS-karosodast. Tobb GPCR csalddot megvizsgalva egy olyan altalanos mintazat
rajzolodott ki, amelyben a Gs-kapcsolt jelatvitel aktivalasa, valamint a Gi- és Gg-kapcsolt
szempontbol kiilondsen jelentds, hogy a 5-HT jelatvitel farmakoldgiai moduléacioja jelenleg is
klinikai hasznalatban 1évé SSRI-vel megvaldsithatd, ¢és ezek kombinacidja a rexinoid
bexarotene-el szinergikusan antiproliferativ hatast eredményezett alacsony hatdéanyag-dézisok
alkalmazdsa mellett. A kombinacids stratégidk molekuldris hatterének feltarasa soran
azonositottuk a ZG16B-t mint kozponti, epigenetikailag szabalyozott effektort, amelynek
ARID1A4-figgd szuppresszidja nem csak a proliferaciot, hanem az EMT-hez, a matriszoma-
atalakulashoz ¢és a sejtmigraciohoz kapcsolddo motilis fenotipus kialakulasat is gatolja normal
emld epithel és emlétumor sejtekben. Eredményeink alapjan a ZGI16B egy 1j lehetséges

prognosztikus biomarkerként emelhetd ki emlédaganatban, mivel potencialisan alkalmas lehet
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a daganatok invaziv viselkedésének ¢és progresszios kockdzatanak elérejelzésére. Ezen kiviil, a
ZG16B direkt terapias célpontot képezhet olyan megkdzelitések szamdra, amelyek a
tumorprogressziot és az invaziv fenotipus kialakulasat kivanjak mérsékelni. Mindezek alapjan
a 5-HT receptorok célzott modulacidja, illetve a ZGI6B-t modulald rexinoid-alapu
kombinaciok olyan, klinikailag mar elérheté hatoanyagokra ¢€piild, hosszii tavon is
alkalmazhat6 stratégidk alapjat képezhetik, amelyek hormonreceptor-statusztol fiiggetlen
utvonalak modulédldsaval jarulhatnak hozzd az emlérak kockazatdnak és agresszivitdsanak

csokkentéséhez.

Az eredmények értelmezésekor ugyanakkor fontos elkiiloniteni a kemopreventiv €s a mar
kialakult daganat progresszidjat befolyasold hatasokat. Jelen munkéban kemopreventiv
jelentdséglinek azokat a megfigyeléseket tekintjiik, amelyek normél emldepithel sejtekben,
illetve tumormentes emldszovetben a malignus transzformaciot megel6z6 folyamatok — igy a
proliferacid, a sejtes homeosztazis vagy a tumorpromotald mikrokornyezet kialakulasdnak —
modositasara utalnak. Ezzel szemben a mar transzformalt emlétumorsejteken végzett
migracios, EMT- és koloniaformald vizsgalatok, valamint a kialakitott xenograft tumorok
vizsgélata sordan kapott eredmények a tumorprogressziot befolyasold, potencidlisan terdpias

jelentdségli hatasokat modellezik.

Eredményeink értelmezése soran azonban fontos figyelembe venni néhany moddszertani és
koncepcionalis limitacidt. A 5-HT intra- és extracellularis hatasainak teljes korti, kvantitativ
elkiilonitése technikai okokbol korlatozott volt, kiilondsen a sejtkultirds rendszerekben
endogén modon jelen 1évé 5-HT miatt. A 5-HT receptor izoformak hetero- ¢és
homodimerizacidjat, valamint az id6fliggd receptor-dominancia valtds mechanizmusait nem
tartuk fel részletesen, mivel az altalunk tapasztalt, egységes iranyba mutatd, kanonikus
jelatviteli valaszok alapjan ezek vizsgalatat a kutatas keretein beliil nem tartottuk indokoltnak.
Az SSRI-k és egyéb GPCR-modulatorok hatasait elsdsorban normal emld epithel sejtekben
elemeztiik, ezért a tumorspecifikus, molekuléris altipusfiiggo eltérések részletes feltérképezése
tovabbi vizsgélatokat igényel. Az Uj kemopreventiv megkozelitések megalapozasahoz
ugyanakkor a normal sejtekben tapasztalt valaszok feltérképezése képvisel nagyobb
relevanciat, a jelentdsen torzult szabalyozéassal bir6 tumorsejtek valaszainak vizsgélatahoz

(44,54

képes . A ZGI6B funkciondlis szerepének vizsgalata dontéen sejtes és preklinikai

modellekre tamaszkodott, azonban az allatmodellekben végzett kisérleteink foként a
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bexarotene ¢€s carvedilol hatasanak tanulméanyozasara épiiltek. Jelen eredményeink fényében,
tovabbi allatkisérletek végzésére mutatkozhat igény, mely alapvetéen két tovabbi irdnyba
mutathat: egyrészt a szerotoninerg stimuldci®6 Onmagaban ¢és rexinoidokkal vald
kombinacidinak rdkmegel6z6 hatdsanak vizsgalatara, masrészt a ZGI6B emlétumor
inicidcioban €s progresszidjaban betoltott szerepének vizsgalatara lenne tervezhetd tovabbi

allatkisérletes munka.

Ezen limitaciok ellenére a bemutatott eredmények szamos 0j kutatasi irdnyt nyitnak meg,
amelyek potencidlisan a kutatdomunka folytatasanak és kiterjesztésének tekinthetok. Eddigi
kutatasunk és a szakirodalom hidnyossagai alapjan indokoltta valt a 5-HT jelatvitel klinikai
relevancidjanak Ujraértékelése molekularis altipusokra bontott emldrék-betegcsoportokon,
kiilonos tekintettel a kiilonbozd SSRI-k alkalmazasa és a tumorbioldgiai kimenetel kozotti
Osszefliggésekre. A szerotonildcio ¢és mas intracellularis 5-HT-medialt mechanizmusok
feltarasa 1) perspektivat nyithat a sejtes homeosztazis €s a tumoriniciacidé korai lépéseinek
megértésében, tovabba fontos prediktiv vagy prognosztikus biomarkerek azonositasara nyithat
lehetdséget. A 5-HT laktaciot kdvetd involucidban betdltott fizioldgias szerepe, valamint az a
klinikai megfigyelés, hogy a sziilés és szoptatas csokkenti az emlérak kockazatat, felveti annak
lehetdségét is, hogy a szerotoninerg jelatvitel farmakoldgiai modulacidja kontrollalt médon
elésegitheti az epithelium megujulasat, ami uj, preventiv szemléletli megkozelitések fejlesztését
vetheti fel. Transzlacids szempontbdl kiilondsen igéretes iranyt képezhet egy személyre szabott,
GPCR-expresszios profilra épiilé kemoprevencios kezelési panel kidolgozasa, amely az egyéni
jelatviteli sajatossagok figyelembevételével teszi lehetdvé az optimalisan célozhatd Gtvonalak
kivalasztasat. A ZGI6B tovabbi vizsgalata klinikai betegmintakban sziikséges annak
eldontésére, hogy expresszidja alkalmas-e prognosztikus biomarkerként a daganatok
invazivitasanak, EMT-allapotanak vagy terapias rezisztenciajanak eldrejelzésére, valamint,
hogy direkt terapias célpontként milyen mértékben jarulhat hozza a tumorprogresszio
gatlasahoz. Végill a ZGI6B 4altal indukalt matriszoma-atalakulds ¢és ECM-rigiditas
valtozésainak komplexebb, biomechanikai vizsgalata lehetdséget nyujtana arra, hogy jobban
megismerhessiik az emlétumorok progresszidja soran ujraszervez6dd matrix tulajdonsagait és
hatasat. Ma mar tobb olyan 01j generacios in vitro technoldgia all rendelkezésre melyben a sejtek
ko-kultaras felallasban, integralt mikrofluidikas rendszerekkel €s bioszenzorok segitségével

teszik lehetové az ilyen vizsgalatok elvégzését. Ezek eldnye, hogy a valos idejli adatrogzités
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mellett a konvencionalis sejtkulturas modellekhez képest joval fizioldgidsabb kornyezetben
teszik lehetdvé akar a szekretalt faktorok vagy egyéb farmakoldgiai kezelések hatasossaganak
és toxicitasanak tesztelését, tovabba a matrix tulajdonsdgainak finomhangolhatosaga lehetdvé

teszi az eltérd tipusti matrixok sejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalatat.

6. Osszefoglalas - Magyar

Az emldrak megeldzése €s progresszidjanak gatldsa tovabbra is jelentds kihivast jelent,
kiilondsen a hormonreceptor-negativ emlétumorok esetén. A retinoid X receptor (RXR)
agonistdk hormon receptor-fiiggetlen kemopreventiv stratégiat képviselnek, klinikai
alkalmazasukat azonban doézisfiiggd mellékhatasok korlatozzak. Ez indokoltta teszi olyan
kombinacios megkozelitések keresését, amelyek alacsonyabb hatdanyag-koncentraciok mellett

is hatékony biologiai valaszt képesek kivaltani.

Jelen doktori munka kézponti hipotézise alapjan, a monoamin jelatviteli itvonalak ¢és a rexinoid
jelatvitel kombindlt moduldcidja 0j, eddig alulértékelt lehetdséget kindl az emlérak

kemoprevencidjaban.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a szerotonin (5-hydroxytryptamine - 5-HT) rendszer nem
csupan a kozponti idegrendszerben, hanem normdl emld epithel sejtekben is funkcionalis
alapjan a monoaminerg GPCR-jelatvitel iranya meghataroz6 a normal emld epithel sejtek
proliferativ valaszdban. Kimutattuk, hogy a Gs-kapcsolt jelatviteli uUtvonalak aktivalasa,
valamint a Gi- és Gq-kapcsolt receptorok gatlasa antiproliferativ hatast eredményez. A 5-HT

altal kivaltott hatdsban kiemelt szerepet toltott be a 5-HT7 receptor kdzvetitette jelatvitel.

A monoaminerg jelatvitel és a rexinoid kezelés kozotti kolcsonhatasok vizsgélata soran
igazoltuk, hogy a bexarotene és monoaminerg moduldtorok (paroxetine vagy carvedilol)
kombinacidja normdl emld epithel sejtekben szinergikus antiproliferativ hatast fejt ki. A
kombinacios megkozelités molekularis hatterének feltarasa soran azonositottuk a Zymogene
Granule Protein 16B (ZG16B) gént, mint olyan kozos célpontot, amelynek expresszidja a

rexinoid—monoaminerg kombindciok hatasara szuppresszalodik.

A ZG16B funkciondlis jellemzése soran kimutattuk, hogy a fehérje normal emld epithel és

emlotumor sejtekben egyarant fokozza a proliferaciot, a migraciot €s a tumorsejtek
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jelatviteli utvonal aktivacioja sziikséges. Transzkriptomikai elemzések alapjan a ZG16B az
extracellularis matrix Gjraszervezddésében és az epithelidlis—mesenchymalis tranzicio (EMT)
szabalyozasaban jatszik meghataroz6 szerepet, amelyek a rexinoid—monoaminerg kombinalt

kezelés hatdsara szuppresszalddnak.

Osszességében a doktori kutatds eredményei rdmutatnak arra, hogy a monoaminerg GPCR-
jelatvitel célzott modulacidja, kiilondsen a 5-HT rendszer bevondsa, 0j és transzlacios
szempontbol relevans beavatkozasi pontot jelent az emlérak kemoprevencidjdban. A rexinoid
¢s monoaminerg jelatvitel kombinalt modulacioja lehetdséget teremt alacsony dozisu, hosszu
tavon alkalmazhaté preventiv stratégidk kidolgozasara. A ZGI6B azonositdsa, mint
epigenetikailag szabalyozhato, tumorprogressziot eldsegitd szekretalt faktor, 0j perspektivat

nyithat biomarker-fejlesztési és célzott preventiv megkozelitések szamara.

7. Osszefoglalas — Angol (Summary)

The prevention of breast cancer and the inhibition of its progression remain significant
challenges, particularly in the case of hormone receptor-negative breast tumors. Retinoid X
receptor (RXR) agonists represent a hormone receptor-independent chemopreventive strategy.
However, their clinical application is limited by dose-dependent adverse effects. This
necessitates the development of combination approaches capable of eliciting effective

biological responses at lower drug concentrations.

Based on the central hypothesis of the present doctoral research, the combined modulation of
monoaminergic signaling pathways and rexinoid signaling represents a novel opportunity in

breast cancer chemoprevention.

In our studies, we demonstrated that the serotonin signaling system is not only functional in the
central nervous system but also plays an active signaling role in normal mammary epithelial
cells, influencing cellular proliferation. Our results indicate that the directionality of
monoaminergic GPCR signaling is a key determinant of the proliferative response in normal
mammary epithelial cells. We showed that activation of Gs-coupled signaling pathways, as well
as inhibition of Gi- and Gg-coupled receptors, results in antiproliferative effects. Among

serotonin-mediated effects, signaling through the 5-HT7 receptor plays a prominent role.
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Investigating the interactions between monoaminergic signaling and rexinoid treatment, we
demonstrated that the combination of bexarotene with monoaminergic modulators (paroxetine
or carvedilol) exerts a synergistic antiproliferative effect in normal mammary epithelial cells.
During the exploration of the molecular mechanisms underlying this synergistic effect, we
identified the Zymogene Granule Protein 16B (ZGI6B) gene as a common target, whose

expression is suppressed by rexinoid—monoaminergic combinations.

Functional characterization of ZGI6B revealed that the protein promotes proliferation,
migration, and EMT in both normal mammary epithelial and breast tumor cells. Furthermore
ZG16B treatment promoted tumorigenic transformation of breast cancer cells. The pro-
migratory effect of ZGI6B requires activation of the PI3K/Akt signaling pathway.
Transcriptomic analyses further demonstrated that ZG/6B plays a key role in extracellular
matrix remodeling and in the regulation of epithelial-mesenchymal transition (EMT), both of

which are suppressed by rexinoid—monoaminergic combination treatment.

Overall, these findings highlight that targeted modulation of monoaminergic GPCR signaling,
particularly involving the 5-HT system, represents a novel and translationally relevant
intervention point in breast cancer chemoprevention. The combined modulation of rexinoid and
monoaminergic signaling offers the potential for developing low-dose, long-term preventive
strategies. The identification of ZGI6B as an epigenetically regulated, secreted factor
promoting tumor progression opens new perspectives for biomarker development and targeted

preventive approaches.
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12.2 Roviditések jegyzéke

Rovidités

Jelentés / Kiiras

5-HT

5-hydroxytryptamine, szerotonin

5-HT4, 5-HTip, 5-HT1p, 5-HT 15, 5-HTir

5-HT) receptor altipusok

5-HT>4, 5-HT2p, 5-HT>c

5-HT, receptor altipusok

5-HT; 5-HTs; receptor, ligandkapuzott ioncsatorna

5-HTy 5-HT, receptor

5-HTsy 5-HT’s,  receptor

5-HTs 5-HTsreceptor

5-HT; 5-HT; receptor

7TM receptor Hét transzmembran doménnel rendelkezd receptor

ACTB [B-aktin, haztartasi gén

ADRB2 2-adrenerg receptor

Akt Protein kinase B jelatviteli fehérje

ALDHI Aldehyde dehydrogenase 1

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
receptor

ANOVA Analysis of variance, varianciaanalizis

APC/C Anaphase-promoting complex/cyclosome

ARIDIA AT-rich interaction domain 1A

AT Neutralizald antitest

ATM Ataxia telangiectasia mutated

BCA Bicinchoninic acid fehérjekvantifikalasi modszer

Bex Bexarotene

Bex + Carv Bexarotene és carvedilol kombinacioja

BHQ Black Hole Quencher

BRCA Breast invasive carcinoma, TCGA emlddaganat adatszett

BRCA1/2 Breast cancer gene 1/2

BRGI Brahma-related gene 1

BSA Bovine serum albumin

BSA-TBST Bovine serum albumin tartalmi Tris-buffered saline Tween
puffer

BWA Burrows-Wheeler Aligner

CaCN Calcineurin

cAMP Cyclic adenosine monophosphate

Carv Carvedilol

CB17 CB17 egértorzs

CDDO-EA 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid ethyl amide

CDDO-MA 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid methyl
amide

CDDO-Me 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid methyl ester

CDHI E-cadherin, cadherin 1

CDH2 N-cadherin, cadherin 2

cDNS Komplementer DNS

CHEK2 Checkpoint kinase 2

ChIP Chromatin immunoprecipitation, kromatin-
immunprecipitacid

ChIP-gPCR Chromatin immunoprecipitation quantitative PCR

ChIP-seq Chromatin immunoprecipitation sequencing

CHRM1, CHRM2, CHRM3, CHRM4 Muszkarinos acetilkolin receptor altipusok

COUP-TF Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor

cox2 Cyclooxygenase 2

CREBI cAMP response element-binding protein 1

Ct Cycle threshold, cikluskiiszob
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Rovidités

Jelentés / kiiras

CTGF Connective tissue growth factor

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4

DAB 3,3’-diaminobenzidine

DAG Diacyl-glycerol

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DAT Dopamine transporter

DCFDA 2'.7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate

DDRI1/2 Discoidin domain receptor 1/2

DESeq2 RNA-seq differencialis expresszioelemzésre hasznalt
bioinformatikai csomag

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethyl sulfoxide

DMSO-EtOH Dimethyl sulfoxide és ethanol oldoszerkeverék

DNBSEQ-G400

DNBSEQ-G400 szekvenalasi platform

DNS

Dezoxiribonukleinsav

DRDI, DRD2, DRD3, DRD5

Dopamin receptor altipusok

ECM Extracelluldris matrix

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EGFP Enhanced green fluorescent protein

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EMT Epithelialis-mesenchymalis tranzicid

ENCODE Encyclopedia of DNA Elements

ER Osztrogén receptor

ERBB2 Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

Erk 1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2

ESR1 Estrogen receptor 1

EtOH Ethanol

FAK Focal adhesion kinase

FAM 6-carboxyfluorescein fluoreszcens jeldlo

FDG Fluorodeoxyglucose

FDR False discovery rate

FNI Fibronectin 1

FoxQl1 Forkhead box Q1

FXR Farnesoid X receptor

G1/S G1 és S sejtciklusfazis kozotti atmenet

G2/M G2 és M sejtciklusfazis kozotti atmenet

Gi, Gq, Gs G-fehérje alegységhez kapcsolt jelatviteli utvonalak
GLOBOCAN Global Cancer Observatory adatbazis

GO Gene Ontology, génontologia

GPCR G-fehérje-kapcsolt receptor

GRCh37/hgl9 Human referencia genomverzid

GSEA Gene set enrichment analysis

GTP Guanosine triphosphate

HRHI-HRH4 Hisztamin receptor altipusok

H3 Hiszton H3

H3K27ac Hiszton H3 lizin 27 acetilacid

HBL-100 Human eml6 epithel sejtvonal

HCC1143 Human tripla negativ emlétumor sejtvonal
HEK?293 Human embriondlis vesesejtvonal

HER2 Human epidermalis novekedési faktor receptor 2
HISAT2 Hierarchical indexing for spliced alignment of transcripts 2
HME-hTert Immortalizalt primer human emlé hdmsejtvonal
HOECHST DNS-ko6t6 fluoreszcens sejtmagfesték

HTRF Homogeneous Time-Resolved Fluorescence




Rovidités Jelentés / Kkiiras

IBIS International Breast Cancer Intervention Study, Tyrer-
Cuzick modell

ICso Half maximal inhibitory concentration, félmaximalis gatl6
koncentracié

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IGV Integrative Genomics Viewer

1P Immunprecipitaciod

IP1 Inositol-monophosphate

1P3 Inositol trisphosphate

INK c-Jun N-terminal kinase

Ki-67 Proliferacids marker fehérje

KLF4 Kriippel-like factor 4

LOX Lysyl oxidase

LOXL Lysyl oxidase-like enzimek

LXR Liver X receptor

MAO Monoamin-oxidéaz

MAOA Monoamin-oxidéz A

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MCF-10A Human eml6 epithel sejtvonal

MCF7 ER-pozitiv human emlétumor sejtvonal

MDA-MB-231 Tripla negativ human emlétumor sejtvonal

MDA-MB-468 Tripla negativ human emlétumor sejtvonal

MEBM Mammary Epithelial Basal Medium

MEGM Mammary Epithelial Cell Growth Media

MET Mesenchymalis-epithelidlis tranzicid

MI Mesterséges intelligencia

MMP Miatrix metalloproteindz

MMP-2, MMP-9 Matrix metalloproteindz 2 és 9

MMTV-ERBB2 Mouse mammary tumor virus promoter altal vezérelt
ERBB2 transzgén egérmodell

MOR-1 Mu opioid receptor 1

mRNS Messenger RNS, hirvivd RNS

MSigDB Molecular Signatures Database

NazVO4 Nétrium-ortovanadat

NCBI National Center for Biotechnology Information

NET Norepinephrine transporter

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells

NGFIB Nerve growth factor IB

NMDA N-methyl-D-aspartate receptor

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drug

NURRI Nuclear receptor related 1 protein

OCTI, OCT2, OCT3 Organic cation transporter 1,2 és 3

PALB2 Partner and localizer of BRCA2

PAUF Pancreatic adenocarcinoma up-regulated factor

PBS Phosphate-buffered saline

PC Principal component, fékomponens

PCl1, PC2 Els6 és masodik fokomponens

PCR Polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

PEI Polyethylenimine

PET/NMR Pozitronemisszids tomografia és nuklearis magneses
rezonancia képalkotas

PI3K Phosphoinositide 3-kinase
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Rovidités

Jelentés / kiiras

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

PKA Protein kinase A

PKC Protein kinase C

PLCB Phospholipase C beta

PMAT Plasma membrane monoamine transporter

POSTN Periostin

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor

PR Progeszteron receptor

PRS Polygenic risk score, sokgénes kockéazati pontszam

PVDF Polyvinylidene fluoride

PXR Pregnane X receptor

qPCR Quantitative PCR, kvantitativ PCR

RAB RAB GTPaz fehérjecsalad

RACI, RAC2 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 és 2

RAR Retinoic acid receptor

RGB Red-green-blue szincsatornak

RhoA, RHOB, RHOC, RHOG Rho GTPaz fehérjék

RNS Ribonukleinsav

ROCK Rho-associated protein kinase

ROR Retinoic acid receptor-related orphan receptor

ROS Reaktiv oxigéngyokok

RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute 1640 tapfolyadék

RT-PCR Reverse transcription PCR

RT-gPCR Reverse transcription quantitative PCR

RXR Retinoid X receptor

SCF Skp, Cullin, F-box containing complex

SCID Severe combined immunodeficiency

SDS Sodium dodecyl sulfate

SEM Standard error of the mean, standard hiba

SERT Serotonin transporter

siARID1A ARID1A-specifikus siRNS

siLUC Luciferaz-specifikus kontroll siRNS

siRNS Small interfering RNS

SLC2944 Solute carrier family 29 member 4, PMAT génje

SLC6A2 Solute carrier family 6 member 2, NET génje

SLC6A3 Solute carrier family 6 member 3, DAT génje

SLC6A44 Solute carrier family 6 member 4, SERT génje

SNRI Serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor

Src SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase

SSRI Selective serotonin reuptake inhibitor

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

SWI/SNF Switch/sucrose non-fermentable kromatin-remodellalo
komplex

SYBR Green Cianin alap fluoreszcens DNS-festék gPCR reakciokhoz

T47D ER-pozitiv human emlétumor sejtvonal

TCGA The Cancer Genome Atlas

TG2 Transzglutaminaz 2

TGF-p Transforming growth factor beta

TGFBR2 Transforming growth factor beta receptor 2

TLR Toll-like receptor

TLR4 Toll-like receptor 4

TP53 Tumor protein p53

TPHI Tryptophan hydroxylase 1

TPH2 Tryptophan hydroxylase 2
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Rovidités

Jelentés / kiiras

TR Thyroid hormone receptor

TRIzol Fenol és guanidinium-izotiocianat alapu RNS-izolalo
reagens

UCSC University of California, Santa Cruz

VDR Vitamin D receptor

VMAT2 Vesicular monoamine transporter 2

Wnt Wingless/Integrated jelatviteli utvonal

YAP/TAZ Yes-associated protein / transcriptional coactivator with
PDZ-binding motif

ZG16B Zymogen Granule Protein 16B

B-aktin Héztartasi fehérje, ACTB gén terméke

B-arresztin GPCR-deszenzitizacioban ¢és alternativ jelatvitelben szerepld
fehérje

B-catenin Catenin beta 1 fehérje

B-tubulin Tubulin beta fehérje, Western blot t6ltési kontroll

vyH2AX Foszforilalt H2AX hiszton, kett0s szalit DNS-torés marker
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