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1. BEVEZETES
1.1 Az emlorak hattere és klinikai kihivasai

Az emlérak a leggyakrabban diagnosztizalt rakos megbetegedés a nék korében vilagszerte. A
betegség eldfordulasa koriilbelil 2,3 millié, mig a haldlozasi ardny 670 000 halaleset volt az
Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) 2022-es adatai szerint. Bar az ¢életkor és a ndi nem f6
kockazati tényezok, az esetek koriilbeliil fele olyan ndknél fordul eld, akiknek nincsenek
azonosithatd kockazati tényezdik. A korai felismerés és az atfogé multidiszciplinaris kezeléshez
valé hozzaférés kulcsfontossagh a globalis eredmények kozotti egyenlStlenségek csokkentése
érdekében (WHO). Az emldrakot heterogén kronikus betegségnek tekintik, amelyet tobb kapcsolat
szabalyoz, beleértve a genetikai, sejtes anyagcsere- ¢és jelatviteli itvonalakat. A kezelési célpontok
hianya és rosszindulata biologiai jellemz6i komoly aggodalomra adnak okot. Az emlérak klinikai
kezelésében a genetikai hatterek és a metabolikus fenotipusok molekularis markerek jelenlétén
alapulnak. Ezek kozé tartozik a human epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2), a
progeszteronreceptor (PR) és az 6sztrogénreceptor (ER) (Tan et al., 2021). A tripla-negativ emldrak
(TNBC), amelyet a progeszteronreceptorok, az dsztrogénreceptorok €s a HER2 expresszid hidnya
jellemez, az emldrak egyik rendkiviil agressziv, rossz progndzisu forméjanak szamit, amelyet
magas proliferativ kapacitds, genomialis instabilitds, valamint a célzott terapiara és a kitjulod
neoplasztikus daganatokra adott korlatozott reagaloképesség jellemez, ami figyelemre mélto

kihivast jelent (Jeffrey et al., 2000).

cres

A PI3K utvonal egy erdsen konzervalt jelatviteli halozat eukaridta sejtekben, amely kiilonb6zd
sejtes anyagcsere-folyamatokat koordinal, mint példdul a novekedés, a proliferdcido és a
makromolekuldk bioszintézise (Glaviano et al., 2023). Az Akt gatlasa alternativ utvonalakat
aktivalhat, beleértve a glikolizistdl valo fokozott fiiggdséget és a tapanyag-fogyasztas valtozasait.
A Capivasertib (AZD5363), egy ATP-kompetitiv pan-Akt inhibitor, PI3K/AKT modulécioval
gyogyaszatilag hatékonynak bizonyult emlédaganatokban. Barmennyire is igéretes, az Akt gatlas

monoterapiaként altalaban alternativ valaszokat indit el, példaul fokozza az aerob mitokondriélis



1égzést vagy kiillonbozd anyagcesere-utvonalak beinditasat, ami csokkenti a kezelés eredményét

(Gris-Oliver et al., 2020).

1.3 PARP enzimek: Biologiai funkci6 és terapids célzas

A poli(ADP-rib6z) polimerazok, kiilonosen a PARP1 és a PARP2, a dezoxiribonukleinsav (DNS)
karosodas-javitasi folyamatainak mediatoraiként szolgald nuklearis fehérjék. A PARP1 a
leggyakoribb és legbdségesebb, és a PARP enzimcsalad tagjaira jellemzé. A PARP1, amelyet
foként a DNS egyszala torései (SSB-k) aktivalnak, kdzvetiti az ADP-rib6z molekulak nikotinamid-
adenin-dinukleotidrol (NAD") valo atvitelét oGnmagara és a célfehérjékre, poli(ADP-rib6z) lancokat
hozva létre, amelyek vonzzak a DNS-javitd mechanizmusokat (Sukhanova et al., 2016). Ezek a
mechanizmusok alapvetd folyamatok a genomialis stabilitas szempontjabol, de modosithatjak a
kromatin dinamikdjat és a sejtes stresszvalaszokat is. A PARP alapvetéen a DNS-széltorések
érzékelésében és javitdsaban jatszik szerepet. A PARP gatlasanak terapias hatasat altalaban a DNS-
javitas gyengitésének tekintik. Ezzel szemben a PARP gatlasa szabalyozza a redox jelatviteli
utvonalakat és a mitokondrialis homeosztazist, ami fokozott ROS-képzddéshez és a metabolikus
stresszre valo szenzibilizdcidhoz vezet (Zong et al., 2022). A PARP alapvetéen a DNS-szaltorések

érzékelésében €s javitasaban jatszik szerepet.

1.4 Kombinacios terdpia
A kombinalt kezelés az onkologiaban 1965-ben kezdddott, olyan tobb terdpias szert tartalmazo
programok form4jaban, mint a prednizon, onkovin (vinkrisztin), metotrexat és 6-merkaptopurin
POMP protokoll felndttkor eldtti akut limfoblasztos leukémia kezelésére, amelyek kimutattdk,
hogy bizonyos jelatviteli utvonalak célzasa csokkentheti a terapids rezisztenciat és novelheti a
gyogyulasi aranyt (Bayat Mokhtari et al., 2017). A daganatellenes terapia kombinacioja lekiizdheti
a gyogyszerrezisztenciat és 1) kezelési lehetdségeket fejleszthet ki. A kombinalt kezelés kedvezd
hatasa nem csak a disszemindlt tumorokra vonatkozik (Jaaks et al., 2022). Ibrahim és munkatérsai
kimutattdk, hogy a PI3K gatlasa érzékenyebbé teszi a BRCA-Proficient tripla negativ
emldraksejteket, beleértve az agressziv tipust MDA-MB-231 sejteket is, a PARP gatlasaraa BRCA

expressziojanak csokkentésével és a DNS karosodéasanak eldsegitésével.



2. Kutatasi célkituzései

Altalanos cél

A mellrdk a nék korében vilagszerte leggyakrabban diagnosztizalt rakfajta, agressziv klinikai
viselkedést mutat, kiilondsen a TNBC esetében, ¢és rosszul reagal a meglévo célzott terapidra, ami
jelentés klinikai aggodalomra ad okot. A PARP-gatlokkal szembeni rezisztencia gyakran a
homolog rekombinacié vagy metabolikus adaptacié helyreallitasabol ered, mig az Akt-gatlokkal
szembeni rezisztencia jellemzden parhuzamos jelatviteli utak aktivalodasaval jar. Ez a tanulmany
azt vizsgalta, hogy a PARP és az AKT-gatlok kombinacioja fokozza-e a citotoxikus €s antiklonogén
hatasokat azaltal, hogy megvaltoztatja a sejtek energiatermelését, a mitokondrialis metabolikus
funkciot és a reaktiv oxigénfajtdk termelddését, hogy lekiizdje a monoterapidval kezelt

mellraksejtvonalakban kialakult rezisztenciat.

Specifikus célok

= A PARP-gatlés, az Akt-gatlas és ezek kombinacidjanak a sejtek életképességére gyakorolt
hat4sanak 6sszehasonlitisa MDA-MB-231 ¢s MCF7 mellraksejtvonalakban.

= A hossza tava kezelések hatasainak vizsgalata a proliferativ kapacitas csokkentésére a

telepképzddési vizsgalat segitségével.

» A reaktiv oxigénfajtak (ROS) termelddésének szamszerlsitése a kezelési protokollt

kovetden.

» A sejtek bioenergetikai allapotanak Seahorse Mito stressz teszttel torténd értékeléséhez
megmeértiik a mitokondrialis magparamétereket, az extracellularis savasodasi sebességet €s

az oxigénfogyasztasi sebességet.

* Az apoptotikus indukci®6 meghatdrozdsdhoz Annexin V/propidium-jodid aramlasi

citometriat alkalmaztunk.



3. EREDMENYEK

3.1 Az Olaparib (Op) és a Capivasertib (Cap), valamint a kombinacids kezelés hatdsa az

emldraksejtek életképességére

Az antineoplasztikus hatasok felmérés¢hez MCF7 és MDA-MB-231 human sejttipusokat 1 uM
capivasertibbel, 5 uM olaparibbal és a kombinacidval kezeltek 72 6ran at. Az emléraksejtvonalak

¢letképességét szulforodamin B (SRB) kolorimetrias modszerrel értékelték. Az MCF7 sejtekben

Az olaparib és a kapivaszterib vonalakban az életképesség jelentdsen csokkent. Tovabba a

kombinalt kezelés csokkentette a legjelentdsebben az életképességet mindkét sejtmodellben.

3.2 Az olaparib, a kapivaszertib €s a kombinacié hatasa a telepképzdodésre

Ezeket a vizsgélatokat az egyes sejtek telepképzddési képességének, valamint az olaparib és a
kapivaszertib, valamint a kombinaci6 citosztatikus hatasainak értékelésére hasznaltdk emberi
emldrak sejtvonalakon hosszu tavia kezelés soran. A két sejttipusban alkalmazott kombinalt kezelés

a legjelentdsebb csokkenést mutatta a telepek szamaban.

3.3 Az olaparib, a kapivaszertib €s a kombinacids terapia hatdsa a reaktiv oxigénfajtak

keletkezésére emlorak sejtekben

A reaktiv oxigénfajokat dihidrorodamin 123-mal mérték. Az MCF7 sejtvonalakban a kapivaszertib
szignifikansan novelte a reaktiv oxigénfajtak keletkezését, ezzel szemben az olaparibnak nem volt
szignifikans hatdsa a ROS-termelésre mindkét sejttipusban. Mig a kombindlt terdpia mindkét

sejttipusban szignifikdnsan ndvelte a reaktiv oxigénfajtak termelését, jobban, mint a monoterapia.
3.4 Az Olaparib, a Capivasertib és a kombindci6 hatasa a sejthalal-tipusok kivaltasara

Aramlasi citometrias analizist alkalmaztunk a kezelések altal kivaltott sejthalal tipusanak
kimutatasara. Az MCF7 ¢és MDA-MB-231 emlésejtvonalakat 5 uM Olaparibbal, 1 pM
Capivasertibbel és a kombinacioval kezeltiik 72 6ran at. Az MCF7 humén emldsejtekben az
szignifikdns csokkenésével. Mig az MDA-MB-231 sejtekben, a késoi apoptotikus sejthalal
szakaszaban az olaparibnak szignifikdns hatdsa volt. Ezzel szemben a capivasertibnek nem volt

szignifikdns hatdsa az MDA-MB-231 sejtek eloszlasara, s6t, a capivasertib szignifikdnsan
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csokkentette az életképes sejtek szamat az MCF7 sejtvonalak kozott. Erdekes moédon a
kombinacios terapia szignifikdns hatassal volt a sejtek eloszlasara a két sejtvonalban, az

apoptotikus sejthalal ardnyanak novekedésével.

3.5 Az Olaparib, a Capivasertib és a kombinacios terapia hatdsa az energia-anyagcserére

emldraksejtekben

A Seahorse technologidt egy alapveté mitokondridlis bioenergetikai paraméter mérésére
hasznaltdk. Az MCF7 és MDA-MB-231 sejtvonalakat 72 6ran at 5 uM Olaparibbal, 1 pM
Capivasertibbel és a kombinacidval kezelték. Az Olaparib és a Capivasertib az MCF7 sejtvonalban
az alaplégzés jelentds csokkenését mutatta ki. Mig a kombinalt kezelés

jelentésen csokkentette az alap 16gzést mindkét sejttipusban. Erdekes modon az MCF7 sejtekben
minden kezelés szignifikansan csokkentette az ATP-termelést, és a kombinatorikus terapia mutatta
a legjelentdsebb csokkenést. Ezzel szemben a kombindcios terapia 6nmagéaban szignifikdnsan
csOkkentette az ATP-képzdédést az MDA-MB-231 sejtvonalakban. A karbonil-cianid-4(trifluor-
metoxi)-fenilhidrazont (FCCP), egy mitokondrialis membranpotencial-megszakitot, hasznaltak a
maximalis 1égzés szamszerlsitésére. Az MCF7 sejtekben minden terapids szer csokkentette a
maximalis 1égzést, és a kombinacids terdpia mutatta a legjelentdsebb csokkenési aranyt. Ezzel
szemben az MDA-MB-231 human rdkos sejtekben a kombinécios kezelés az egyetlen terapia,
amely szignifikdnsan csokkenti a maximalis légzést. Tovabba rotenont és antimicin A-t
alkalmaztak a nem mitokondridlis 1€gzés mérésére az I. és III. komplexek gatlasara. A kapivasertib
szignifikansan csokkentette a nem mitokondridlis 1égzést az MCF7 sejtekben, mig a két sejttipus
koziil a kombindcids terapia mutatta a legjelentésebb csokkenést a nem mitokondrialis 1égzésben.
Az MCF7 esetében a kombinalt kezelés a protonszivargds jelentds és szignifikans csokkenését
mutatta mas kezelésekhez képest. Tovabba a kombinalt kezelés jelentdsen csokkentette a
protonszivargast az MDA-MB-231 sejtvonalakban. A szabad 1égzési kapacitast a maximalis és a
bazélis 1égzés kozotti kiillonbségbdl szadmitottuk ki. Az MCF7 sejtvonalban a capivasertib
szignifikdnsan csokkentette a szabad 1€gzési kapacitdst. Fontos megjegyezni, hogy mindkét
sejtvonalban a kombindlt kezelés szignifikdnsan csokkentette a szabad 1égzési kapacitast. Ez a
tanulméany kimutatta, hogy a poli(ADP-rib6z) polimerdz és az AKT-gatlok kombinécioja
megzavarja a mitokondridlis energiatermelést a sejtes emldrdkban. A kombindlt terapia
csokkentette az alapvetd mitokondridlis bioenergetikai funkcidkat, mint példaul a bazalis 1égzés, a

maximalis 1égzés, az adenozin-trifoszfat-termelés, a protonszivargas és a szabad 1€gzési kapacitas.
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Erdekes modon ezek az eredmények azt mutattak, hogy a poli(ADP-ribéz) polimeraz és az AKT
kettds gatlasa kdarositotta a fontos mitokondridlis energetikai paramétereket az emldrak

sejttipusokban.

3.6 Az olaparib és a kapivasertib kombinacids terapiaja szelektiven karositotta az oxidativ

foszforilaciot emberi emldrakban

A Seahorse Mito stressztesztet alkalmaztak az olaparib és a kapiverstib kombinacié metabolikus
hatasainak bemutatasara. Az MCF7 és az MDA-MB-231 sejtvonalakat 72 6ran at 5 uM olaparibbal,
1 uM kapivasertibbel és a kombinacios terapidval kezelték. Az oxigénfogyasztasi sebességet
(OCR) ¢s az extracellularis savasodasi sebességet (ECAR) 75 perc alatt mérték. Az eredmények
azt mutattak, hogy a kombinacids terdpia csokkentette leginkabb az OCR és az ECAR aranyokat.
mindkét sejttipusban a monoterapidhoz képest. Az oxidativ foszforilaciobol szarmazé adenozin-
trifoszfat termelési sebessége szignifikinsan megvaltozott a kombinalt kezeléssel. Erdekes modon,
a glikolizisbdl szarmaz6 adenozin-trifoszfat termelési sebessége nem kiilonb6zott szignifikansan a
csoportok kozott. Az eredményeket tovabb aldtdmasztotta az oxigénfogyasztasi sebesség és az
extracellularis savasodasi sebesség aranyanak kiszamitasa. A két sejtvonal az oxidativ
foszforilaciobol eredd energiatermelés csokkenését mutatta ki a kombindlt terdpia soran, a

glikolizis kompenzal6 ndvekedése nélkiil.



4. OSSZEFOGLALAS

A jelenlegi tanulmany kimutatta, hogy a poli(ADP-rib6z) polimeraz ¢és az Akt jelatviteli titvonal
kett0s gatlasa olaparib, illetve kapivasertib alkalmazasaval rendkiviil erés antineoplasztikus
sejtaktivitast mutat az MDA-MB-231 és MCF7 human sejtvonalakban. A kombinalt terapia
jelentdsen csokkentette a sejtek életképességét és az egysejtek koloniaképzd képességét a
monoterdpiahoz képest. Ezenkiviil ez a kettds gatlasi megkozelités a mitokondridlis metabolikus
funkcio jelentds zavarat okozta, megvaltoztatva az oxidativ foszforilaciot, csokkentve az adenozin-
trifoszfat-termelést és novelve a ROS-termelést.

Fontos megjegyezni, hogy az emlérak sejtvonalak nem kompenzaltdk a folyamatot az anyagcsere
glikolizis felé torténd 4talakitdsaval, ami a sejtek anyagcseréjének 0sszeomlasahoz vezetett, €s
kivaltotta a redox-fliggd apoptotikus sejthalalt. A Seahorse technolégiat alkalmaztidk az alapvetd
mitokondrialis bioenergetikai paraméter felmérésére, €s a kombinalt kezelés jelentdsen
csokkentette az alaplégzést, a maximalis 1€gzést, a nem mitokondridlis oxigénfogyasztast, a tartalék
1égzési kapacitast és a protonszivargast, jobban, mint a monoterapia. Tovabba in vivo kisérletekre
van sziikség a rakellenes hatékonysag felméréséhez, valamint az ATP-termelés és a zsirsav-
oxidacid vizsgalatdhoz magas metabolikus aktivitasi szovetekben. Ezek a vizsgélatok fontosak a

kombinalt terapia terapids potencialjanak értékeléséhez.
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Fejlesztési és Innovacios Alapnak a TKP2021-EGA-17 program keretében finanszirozott munka

tamogatasat.

Végiil, Oszintén halas vagyok csalaidomnak ¢és barataimnak. Folyamatos batoritasuk, tiirelmiik és

tamogatasuk segitett végig ezen az iton, és nélkiiliik nem értem volna el ezt a mérfoldkovet.
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