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1. BEVEZETES

Az el6fordulasi gyakorisagot tekintve az emldérak a nék korében a legyakoribb raktipus.
Heterogén és hormonfiiggd betegség; az esetek koriilbeliil 65-75%-a hormonreceptor-pozitiv
(HR+; 6sztrogénreceptor-pozitiv és/vagy progeszteronreceptor-pozitiv), mig 15-20%-a human
epidermalis ndvekedési faktor receptor 2 (HER2) pozitiv. A tripla-negativ altipus (TNBC) az
esetek 15-20%-at teszi ki. A HR+ és/vagy HER2+ eml6rak esetében célzott terapiak allnak
rendelkezésre. Ezzel szemben a TNBC esetében a kezelési protokoll foként kemoterapiara
korlatozodik. A korlatozott terapias lehetéségek mellett a TNBC esetében a megjelend
tumorrezisztencia €s a rossz prognozis jelent uj kihivast.

A ciszplatin és a karboplatin széles korben alkalmazott platinaalapi kemoterapias szerek a
nem kissejtes tiidordk, valamint az emld-, petefészek- és hererdk kezelésében. Terdpias
alkalmazasuk egyik f6 korlatozo tényezdje, hogy a rakos sejtek a kezeléssel szemben belsd
vagy szerzett rezisztenciat fejlesztenek ki. Az oxaliplatin egy harmadik generacios
platinavegyiilet. Egyik elénye a ciszplatinhoz és a karboplatinhoz képest a csokkent mutagén
aktivitasa, és gyakran hatasos a ciszplatinrezisztens daganatokban. Az FDA mar engedélyezte
a vastagbélrak kezelésére, és potencidlisan mas platinavegyiiletek helyettesitésére is alkalmas
A nuklearis poli(ADP-rib6z) polimerazok (PARP) egy olyan enzimcsalad, amely els6sorban a
DNS-javitasban, nevezetesen a bazis- és nukleotid-excizids javitasban vesz részt. A PARP
gatlasa citotoxikus a BRCA1 és BRCA2 mutans petefészek- és emlérakban. Az olaparib
napjainkban a klinikai terapiaban a legszélesebb korben alkalmazott PARP-gatlo. A BRCA
1/2 muténs petefészekrak és metasztatikus emlérak kezelésére engedélyezték.

A PIBK/Akt/mTOR fttvonal fontos szerepet jatszik a karcinogenezisben és az apoptodzis
kinaz (PI3K) aktivalodasat Osszefiiggésbe hoztak az endokrin rezisztenciaval, amely az
emlordk kezelésének egyik f& problémaja. A kozelmultban az FDA engedélyezte
(fulvestrannal, egy Osztrogénreceptor-antagonistaval kombinalva) a PI3K pl10a-izoforma-
specifikus gatlojat, az alpelisibet a HR+/HER2- metasztatikus emlérak kezelésére. Az
izoforma-specifikus PI3K-gatlok immunellenérzési pont-, receptor- vagy enzimgatlokkal,
koztik PARP-gatlokkal valdo kombindcidja azonban kiterjesztheti terdpias alkalmazasukat a
HER2+ vagy tripla-negativ emlérakra is. A rakellenes gyogyszerek akkor a
leghatékonyabbak, ha kombinacioban adjak dket. Szamos DNS-adduktot képzd szer mas, mas

molekuléaris hatastt gyogyszerekkel - példaul a fehérjeszintézis vagy a DNS-javito



mechanizmusok gatlasaval - kombinalva novelheti terapids hatékonysagat a monoterapiahoz
képest, és legydzheti a kemoterapias rezisztenciat. Szamos preklinikai vizsgalat szinergista
hatast talalt a platinaszerek és a PARP-gatlok kozott. A mitokondriumokat c€lzo terapias
szerek alkalmazasa nagyon igértesenek tiinik a rakellenes gyodgyszerek hatékonysaganak
fokozasara. Emellett a mitokondrialis targeting enyhitheti a kezeléssel szemben kialakulo
rezisztenciat, ami a mai rékellenes terdpia masik dontd limtald tényezdje. A mitokondrium-
célzott nanohordozok és a mitokondrium-célzott ligandumokhoz konjugalt szerek a
legelterjedtebb megkozelitések.

A lipofil kationokat, példaul a trifenilfoszfoniumot (TPP) gyakran hasznéljdk konjugatumként
a mitokondriumokra iranyul6 rakellenes szerek tervezésénél, és emellett gombaols-, parazita
pusztitd- és antioxidans hatdsuak is. A lipofil kationok, példaul a TPP 4altal torténd
»mitokondridlis célzas” kémiai hatterében az all, hogy a delokalizalt pozitiv t6ltés lehetove
teszi a hatdanyag szdmadra, hogy konnyen athatoljon a lipid kettdsrétegeken, ami elény a
hidrofob vegyiiletekkel szemben, amelyeknek szovetspecifikus hordozokra (receptorokra) kell
tamaszkodniuk. A lipofil kationok a mitokondriumokban a  mitokondrialis
membranpotencialtél (-150-180 mV) fiiggben t6bb szdzszoros koncentracidt és
felhalmozodast érhetnek el. A rdkos sejtek mitokondridlis membranpotencialja (A¥m)
magasabb a citoszoljukhoz ¢és a nem rékos sejtekhez képest, ezért szelektiv célzas érhetd el.
Az utobbi idében a rakos sejtek bioenergetikdja egyre nagyobb érdeklddésre tart szamot a
teriilet kutatdi korében. Az emldrakos sejtek jelentds bioenergetikai, szovettani és genetikai
kiilonbségeket mutatnak a normal sejtekhez képest. Mivel a tripla-negativ emldérak (TNBC) az
esetek 15-20%-at teszi ki, és rossz prognodzissal és korlatozott terapias lehetdségekkel jar, 0j
terapias eszkozok kifejlesztésére van sziikség. Az anyagcesere €s a mitokondriumok
megcélzasa hasznos terdpids megkozelités lehet a TNBC esetében, mivel a mitokondriumok
kulcsfontossagi szerepet jatszanak a TNBC korai relapszusdban ¢és metasztatikus
terjedésében. Korabbi kutatasok azt is kimutattdk, hogy a glikolizis célzott kezelése nem
segédrezerveket szelektiven kell blokkolni.

A  Mito-CP, egy TPP-konjugalt szuperoxid-dizmutdz mimetikum, volt az els6
mitokondriumokra irdnyuld nitroxidvegyiilet. A mitokondridlis szuperoxid rakos sejtek
tulajdonsagokat mutatott kiilonb6zd rakos sejtekben, koztilk emlérdkos sejtekben, anélkiil,
hogy a nem réakos sejteket jelentdsen befolydsolta volna. Nemrégiben szintetizaltdk a Mito-CP

egy Uj komponens-szarmazékat, egy pirrolin-nitroxidhoz kotott difenilfoszfin vegyiiletet, a



HO-5114-et, amely a TNBC ¢és hormonreceptor pozitiv. human emlérdk (HR+BC)
sejtvonalakkal szemben a Mito-CP-nél jelentdsen nagyobb citotoxicitast (sejtpusztitd hatast)
mutatott.

2. CELKITUZESEK

Munkank kiilonb6z6 tipust emldrakos sejtvonalak valaszat vizsgaltuk:

-A hagyomanyos kemoterapids szer és a szintetikus letalitdson alapuld terapias vegyiilet
kombinaciodjara, kiegészitve Akt-gatloszerrel, hogy megel6zziikk az utdbbi nemkivanatos
citoprotektiv hatasait. Az MDA-MB-231 TNBC sejtvonalat és az MCF7 0sztrogén- ¢és
progeszteronreceptor-pozitiv sejtvonalat hasznaltuk, ¢és ezeket a harmadik generacids
platinavegyiilet oxaliplatinnal, a PARP-gatld olaparibal és a PI3K-gatlo LY294002-vel
kezeltiik. Ezek harmas kombinaciéjat indokolt in vitro vizsgalni a kemoterapias stratégiak
tovabbi javitasa érdekében. Ha ebben a kisérletben megfeleld rakellenes hatasok mutathatok
ki, akkor ez megnyitja az utat az in vivo kisérletek felé, hogy 0j human kemoterapias

protokollokat fejlessziink ki az onkologiai terapidk javitasa érdekében.

- A Mito-CP 10j komponens-szarmazéka, egy pirrolin-nitroxidhoz kotott difenilfoszfin
vegyiilet, a HO-5114. Célunk annak vizsgalata volt, hogy a HO-5114 citotoxikus és
antiproliferativ hatdsaiban részt vehetnek-e a mitokondridlis hatdsok. A kisérletekben MDA-
MB-231 és MCF7 sejteket hasznaltunk. A vizsgélat eredményei alapjan in vivo kutatasokkal
lehetne kiegésziteni a HO-5114 in vivo toxicitasanak ¢és antineoplasztikus hatasanak

vizsgalatat.



3. EREDMENYEK | - Olaparib, oxaliplatin, LY294002 és kombinalt kezelésiik
MDA-MB-231 és MCF7 sejteken

3.1 Az olaparib, az oxaliplatin és a LY294002 hatasa a sejtek viabilitasara

Az olaparib, az oxaliplatin és a LY294002 6nmagaban és kombinacioban az MDA-MB-231
¢s MCF7 sejtek ¢letképességére gyakorolt hatdsanak meghatarozasara MTT-tesztet
végeztiink. A PARP-gatlo olaparib 6nmagaban nem csokkentette jelentésen a viabilitast egyik
sejtvonal esetén sem. Az MDA-MB-231 sejtek életképessége tobb mint 90 %-ot ért el, az
MCEF7 sejtek esetében pedig ez az érték meghaladta a 80 %-ot. Az oxaliplatin azonban
jelentdsen, koriilbeliil 60 %-ra csokkentette az MDA-MB-231 TNBC sejtvonal viabilitasat, és
még kifejezettebben az dsztrogén- és progeszteronreceptor-pozitiv, nem TNBC-vonal MCF7-
ét, ahol az életképes sejtek aranya koriilbeliil 40 % volt. Bar szamos cikk utal a PARP-gatlok
¢s a platinavegyiiletek kozotti szinergidra, eredményeink azt mutatjak, hogy az olaparib és az
oxaliplatin az alkalmazott koncentraciokban sem szinergista, sem additiv hatast nem fejtett ki,
mivel kombinacidjuk koriilbeliil ugyanolyan mértékli sejthalalt okozott, mint az oxaliplatin
onmagaban. Az MDA-MB-231 sejtek tobb mint 95 %-a ¢€letképes volt a LY294002 kezelést
kovetden, ami azt jelzi, hogy a TNBC sejtek rezisztensek voltak az Akt-titvonal gatloval
szemben.

Ezzel szemben a LY294002 jelentds mértékii (~50%) sejthalalt okozott az MCEF7
sejtvonalban. Mig az oxaliplatin citotoxikus hatasat a LY294002 mindkét sejtvonalon fokozta,
az olaparib kezelésben ez a hatds nem volt megfigyelhet6. Tovabba a PARP-inhibitor
hozzaadasa az oxaliplatin és a LY294002 egyiittes kezeléséhez nem ndvelte a sejthalalt az

MDA-MB-231 és az MCF7 esetében.

3.2 Az olaparib, az oxaliplatin és a LY294002 hatasa a sejthalal folyamataira

Aramlasi citometridval vizsgaltuk, hogy az olaparib, az oxaliplatin és a LY294002 milyen
tipusu sejthalalt idézett el6. Az dramlési citometriai méréseket a kezelt sejtek fluoreszcensen
jelolt Annexin V-vel és propidium-jodiddal torténd kettds festése utan végeztik el, az
apoptozis, illetve a nekrozis kimutatdsara. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt vegyliletek altal
okozott sejthalal kevesebb, mint 5%-a volt nekrotikus, és az elhalo sejtek tobbsége az altalunk
alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a korai apoptotikus stddiumban volt. Az olaparib
kezelés nem okozott apoptozist az emlérakos sejtvonalakban, mivel az €16 sejtek aranya
mindkét sejtben megkozelitdleg 82% volt. Az oxaliplatin szignifikdnsan ndvelte a korai

apoptozist mindkét sejtvonalban, a késdi apoptdzis az MDA-MB-231 és az MCF7 sejtekben is



nott, szignifikansan az MCF7 sejtekben. A LY294002 onmagaban koriilbeliil ugyanolyan
mértékli apoptdzist okozott mindkét sejtvonalban, mint az olaparib. Masrészt a sejtek
LY294002-vel vald kezelése olaparabbal, oxaliplatinnal vagy ezek kombinaciojaval egyiitt
nem valtoztatta meg jelentdsen a sejtek eloszlasat az €16, korai és késdi apoptotikus

populéciok kozott egyik sejtvonalban sem.

3.3 Az olaparib, az oxaliplatin és az Akt-uitvonal inhibitor hatiasa a ROS termelésre

Az olaparib, az oxaliplatin és a LY294002 ROS termelé képességét karboxi-H2DCFDA-
méréssel mértiik. A ROS oxidalhatja a nem fluoreszcens festéket, igy annak fluoreszcens
forméja keletkezik, amelynek intenzitasa mérhetd. Az MDA-MB-231 és MCF7 sejtek kozott
markans kiilonbségeket talaltunk a kezelt csoportok esetén. Az olaparib novelte a ROS
termelést az MCF7 sejtekben, bar a hatas nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet.
Ezzel szemben a szer nem indukalt ROS termelést az MDA-MB-231 sejtekben. Az oxaliplatin
jelentds ROS termelddést okozott a tripla-negativ emldraksejtekben, amelyet az olaparib
egylittes kezelése fokozott, bar az olaparib fokozd hatdsa nem érte el a statisztikailag
szignifikans szintet. Az Akt-utvonal inhibitor sem Onmagaban, sem az olaparib és az
oxaliplatin kombinéacidjaban nem befolyasolta a ROS termelést. Masrészt az oxaliplatin nem
befolyasolta az MCF7 sejtek ROS termelését, és mérsékelte az olaparib, a LY294002 vagy
ezek kombinacidja altal kivaltott ROS termelédést. Az oxaliplatin e negativ hatasai azonban
nem érték el a statisztikailag szignifikans szintet. Az Akt-ttvonal gatld dnmagaban hasonld
szintli ROS termelést indukalt az MCF7 sejtekben, mint az olaparib éltal okozott (6nmagéaban

alkalmazva).

3.4 Az olaparib, az oxaliplatin és az Akt-uitvonal inhibitor hatasa a sejtciklusra

Aramlasi citometridval hataroztuk meg, hogy az olaparib, az oxaliplatin és a LY294002
kiilonb6zé kombinacidival torténd kezelés utan a sejtek melyik sejtciklus-fazist érték el. A
kontroll MDA-MB-231 sejtek G1, S és G2/M fazisok kozotti megoszlasa 55,57%, 22,8% és
21,63% volt, amit a PARP-gatlo olaparib, az Akt-titvonal gatldo 1.Y294002, illetve ezek
kombinacioja nem befolyasolt. Ezzel szemben az oxaliplatin kezelés a sejteket a ciklusuk S
fazisdban allitotta meg, amit az olaparib egyiittes kezelése nem befolyasolt. A LY294002
egylittes kezelése azonban mérsékelte az oxaliplatin sejtciklus leallité hatasat, amely tovabb

csokkent, amikor az olaparibot is bevontuk a kombinacios kezelésbe.



A kontroll MCF7 sejtek sejtciklus-fazis eloszlasa kissé kiilonbozott az MDA-MB-231
sejtekétol. A kontroll sejtek kortilbeliil 51,26%-a G1, 28,64%-a S és 20,1%-a G2/M fazisban
volt. Az MDA-MB-231 sejtvonalhoz hasonloan az oxaliplatin az MCF7 sejteket a ciklusuk S
fazisaban allitotta le, és az olaparib tarskezelésnek nem volt tovabbi hatasa. A PARP-gatlo
azonban ndvelte a G2/M fazisu sejtek szamat az S fazis rovasara, bar ez a hatds nem érte el a
statisztikailag szignifikans szintet. Emellett a LY294002 szignifikdnsan novelte a G1-fazist
sejtek szamat az S- és G2/M-fézisu sejtek rovasara. Ezt a hatdst nem befolyésolta az olaparib

egylittes kezelése, de az oxaliplatin jelentdsen ellensulyozta.

3.5 Az olaparib, az oxaliplatin és az Akt-iitvonal inhibitor hatasa a koléniaképzodésre

A sejtek proliferacios képességének értékelésére koloniaképzddési vizsgalatot végeztiink. Az
olaparib €s az oxaliplatin szignifikansan csokkentette mindkét sejtvonal koloniaszamat, bar a
nem TNBC, MCF7 sejtvonal érzékenyebb volt a citosztatikumokra, mint a TNBC MDA-MB-
231. Tovéabba az oxaliplatin sokkal nagyobb mértékben csokkentette a koloniaképzddést, mint
az olaparib. Az olaparib és az oxaliplatin kombinécidja hasonldé mértékii koloniaképzddés-
csOkkenést okozott, mint az oxaliplatin 6nmagaban, ami a két hatébanyag kozotti szinergia, sot
additivitds hianyara utal. A LY294002 oOnmagaban korilbeliill ugyanolyan mértékben
csokkentette a koloniaképz6dést, mint az olaparib az MDA-MB-231 sejtekben. Az MCF7
sejtek esetében az LY294002 még nagyobb koloniaszdm-csokkenést okozott, mint az
olaparib-kezelés. A PARP-gatld és nagyobb mértékben az oxaliplatin is fokozta az Akt-
utvonal inhibitor koloniaképzddésre gyakorolt hatdsat. Az olaparib és az oxaliplatin

kombinacidja ugyanolyan hatast fejtett ki, mint az utébbi Snmagéban.

3.6 Az olaparib és oxaliplatin hatasa az invaziv novekedésre

A sejtvonalak invaziv novekedését az xCelligence Real-Time Cell Analysis (RTCA)
rendszerrel értékeltiik. A koloniaképzddési kisérletekhez hasonloan az olaparib és - sokkal
nagyobb mértékben - az oxaliplatin mindkét sejtvonalban csokkentette az invaziv novekedést.
Az MCF7 sejtvonal ismét érzékenyebb volt a PARP-gatlora és a citosztatikus szerre, mint az
MDA-MB-231, és a két szer kombinacidja koriilbeliil ugyanolyan hatast fejtett ki, mint az

oxaliplatin 6nmagaban.



3.7 Az olaparib, az oxaliplatin és az Akt-utvonal inhibitor hatasa az invaziv novekedésre

Az Akt-utvonal gatloja csokkentette az invaziv novekedést, és az MCF7 sejtekre gyakorolt
hatasa kifejezettebb volt, mint az MDA-MB-231 sejtekre. Mind az olaparib, mind az
oxaliplatin kezelés fokozta a LY294002 hatasat, az invaziv ndvekedést a kimutatasi hatarig

csokkentve.

4. DISZKUSSZIO ES KONKLUZIO |

Szamos tanulmany szamolt be a PARP-gatlok és a kemoterapids platina szerek szinergista
hatasardl kiillonbozé daganatokban. Az olaparib és a karboplatin szerény hatékonysagot
mutatott sporadikus tripla negativ melltumoros betegségben szenvedd egyéneknél. A PJ34
PARP-gatld és a ciszplatin antineoplasztikus szer kombindcidja citotoxikus szinergiat
mutatott az A549 nem kissejtes tlidorakvonalon. Tovabba a PJ34 fokozta a ciszplatin
proliferaciot gatlo hatasat a HepG2 majrakos sejtvonalon. Kiemelték a PI3K/Akt tvonal
jelentdségét a terapias rezisztencidban, bizonyitva, hogy aktivalasa csokkent érzékenységet
eredményez a kemoterapias szerekkel szemben. Tovabba ismert, hogy a PI3K/Akt-utvonal
inhibitorai kedvezObb kimenetelt mutatnak, ha a szokasos rakellenes szerekkel egylittesen
alkalmazzdk oket. A TNBC-ben alkalmazott kombinacios terdpia logikdjanak kisérleti
alatamasztasara Zhao és munkatarsai az olaparib, a karboplatin és a buparlisib, egy PI3K-
gatld kiilonb6z6 kombindcioit vizsgaltdk két human TNBC-vonalon és egy HR+ emldrakos
sejtvonalon. A median-hatas egyenleten alapuld szamitassal a TNBC-vonalakon a
kombinaciods terapia szinergista citosztatikus hatasat talaltak, de a HR+ sejtvonalakon ez nem
volt kimutathaté. A szinergia kérdését gyakorlati szempontbol kozelitettiik meg. A dozis-
hatds meghatarozdsa helyett az egyes szerek egyszeri, terapidsan relevans koncentracidit
hasznaltuk, és ezeket egyenként és minden lehetséges kombinacidban alkalmaztuk az
¢letképességre, a sejthaldl tipusdra, a ROS termelésre, a sejtciklus-fazisra, a
koloniaképzddeésre €s az invaziv novekedésre vonatkozo kisérletekben.

Megallapitottuk, hogy 72 6ras olaparib kezelés sokkal nagyobb mértékben csokkentette az
MCF7 sejtek életképességét, mint az MDA-MB-231 sejtekét. Emelkedett PARP-1
expressziordl szamoltak be szdmos humén rdkbetegségben, beleértve az emlérakot is, és
kiilonosen magas PARP-1 expressziot taldltak a TNBC-ben, ami magyardzhatja
eredményeinket. Tovabba, adatainkkal teljes Osszhangban mas tanulméanyok az oxaliplatin
citotoxikus hatasat nagyobbnak taldltdk az MCF7 sejtekben, mint a TNBC sejtekben. Szdmos

tanulmany szdmolt be a PARP-gatlok és platina szerek szinergista citosztatikus hatasarol, egy



tanulmany pedig az olaparibot, karboplatint és a PI3K-gatlo buparlisibot tartalmazé kombinalt
terapia szinergizmusarol szamolt be TNBC vonalakban, de HR+ emlérak vonalon nem. Ezzel
szemben a mi kisérleti koriilményeink kozott az olaparib nem fokozta az oxaliplatin
citotoxikus tulajdonsagait, és nem tudtunk szinergizmust, de még additiv hatast sem kimutatni
a két szer kozott. A PI3K-gatld LY294002 csokkentette a TNBC, de nem a HR+ sejtvonal
viabilitasat, ha olaparibbal, oxaliplatinnal vagy mindkettével kombinaltuk. Ezek a hatasok
azonban nem érték el a statisztikailag szignifikans szintet. Ezek az adatok meggydzden jelzik,
hogy terapiasan relevans koncentracidkban a platinavegyiilet citotoxicitasa dominalt a PARP-
gatld és a PI3K-gatloé felett. Alacsonyabb platinavegyiilet és magasabb PARP- ¢és PI3K-
koncentracioknal valdszinlileg szinergista hatds jelentkezik, és egy regresszid alapti modell
altalanos szinergiat jelezhet, ami magyarazatot adhat a mi eredményeink és masok
eredményei kozotti ellentmondas feloldasara. Tovabba a platinavegyiiletek ROS termelést
indukdlnak, a PARP-gatlok pedig koztudottan védenek az oxidativ stresszel szemben, ami
megmagyarazhatja a PARP-gatlo és a platina szer altalunk megfigyelt szinergia hianyat.
Ennek megfelelden a PI3K/Akt Gitvonal blokkolasa a PI3K-inhibitor LY294002-vel novelte az
olaparib és az oxaliplatin egyiittes kezelésének citotoxicitdsat, bar a hatds nem érte el a
statisztikailag szignifikans szintet.

Megallapitottuk, hogy az olaparib és az oxaliplatin az MDA-MB-231 és MCF7 sejteket
elsdsorban apoptdzis Utjadn pusztitotta el. A két sejtvonal apoptozis-rezisztenciaja eltérd. Az
MDA-MB-231 vonalban magas a mutans p53 szintje, mig az MCF7 vonalban vad tipust p53
van. Emellett a TNBC sejtek 10-szer nagyobb foszfolipaz D (PLD) aktivitassal rendelkeznek,
mint az MCF7 sejtek. A mutans p53 és az emelkedett PLD-aktivitas jelentés szerepet jatszik a
rakos sejtek talélésében, és hozzajarulhat az apoptodzis elnyomdsahoz. Mindazonaltal a
kiilonboz6 kezelések hatasa az €16, korai és késdi apoptotikus populaciok kozotti megoszlasra
hasonlo6 volt mindkét sejtvonalban. Ebben a tekintetben érdemes megjegyezni, hogy a festési
eljaras elotti és utani mosasi 1épések eltavolitjak a legtobb nem tapado sejtet, €s a sejthalal
tipusanak meghatarozasara hasznalt aramlasi citometriai modszer csak a festett sejteket
elemzi, fliggetleniil az eredeti sejtszamtol és a kiilonb6zd kezelésekre valo érzékenységiiktol.
Mas mechanizmusok mellett a ROS-kozvetitett folyamatok kiemelkedd szerepet jatszanak az
apoptozisnak ellenalld, fokozott metasztatikus tulajdonsdgokkal rendelkezd rakfenotipusok
atalakitasaban. A szolid tumorokban a hipoxia €s az ebbdl eredd hipoxia-indukélhat6 faktor
(HIF)-1a altal kozvetitett metabolikus plaszticitas kulcsfontossagu szerepet jatszik a
rosszindulati atalakuldsban. A sejttenyésztési koriilmények kozott azonban az egyenletes

oxigén parcidlis nyomas ¢és a gyakorlatilag kimerithetetlen extracellularis tapanyagellatas



elhomalyositja ezeket a folyamatokat. Ennek megfelelden vizsgaltuk a ROS termelést, amely
tiikr6zi a metabolikus plaszticitast, és 0sszeegyeztethetd a sejttenyésztési koriilményekkel. A
platinavegyiiletek altal megnovekedett ROS termelés DNS toréseket indukalhat, amelyek a
PARP gatlasa esetén felhalmozddhatnak, ami a sejtek halalahoz vezethet. Egy ilyen
mechanizmus magyarazhatja a platinavegyiiletek és a PARP-gatlok kozott megfigyelt
szinergizmust. Az irodalommal teljes 0sszhangban azt talaltuk, hogy az oxaliplatin-, de nem
az olaparib vagy az Akt-ttvonal inhibitor LY294002- indukalta a ROS képzddést a TNBC
MDA-MB-231 vonalban és az LY294002 fokozta, de az olaparib nem fokozta az oxaliplatin
hatasat. Ezzel szemben a kezelések Onmagukban vagy kombinacidban nem indukaltak
jelentés ROS termelédést a nem TNBC MCEF7 sejtvonalon. Az MCF7 sejtek fokozott
érzékenysége a kezelésekkel szemben azonban az MDA-MB-231 sejtekhez képest halalozasi
aranyt eredményezett, igy kevesebb tuléld sejt maradt ROS termelésre. Tovabba az MCF7
sejtek kevesebb ROS-t termelhettek, mivel a TNBC MDA-MB-231 sejtvonalhoz képest a
metabolikus atalakulas korabbi szakaszat képviselik. Ezeknek ¢és esetleg mas tényezoknek a
kombindcidja magyarazhatja a sejtvonalak kozott megfigyelt kiilonbséget.

A sejtciklus S fazisdban bekovetkezd centroszoma amplifikdciorol ismert, hogy kiilonb6zo
szOvettipusokban rosszindulata atalakulassal jar egyiitt. A centroszoma amplifikaciot az
agresszivitas markerének tekintik, még az invaziv emld- €s prosztatardk esetében is. Ennek
megfeleléen azt vartuk, hogy az MDA-MB-231sejtek nagyobb aranyban vannak a ciklusuk S
fazisdban, mint az MCF7 sejtek. Azonban a két sejtvonalban megfigyelt ellentétes tendencia
azt jelzi, hogy mas tényezdk, valdszinlileg a sejtciklusok szinkronizaldsa a tenyésztés soran
torténd passzazsok miatt domindlt a centroszoma amplifikacidé a sejtciklus-fazisok
eloszlasanak meghatarozasaban ebben a két emldérdkos sejtvonalban. Mindkét sejtvonalban,
bar eltérd mértékben, az oxaliplatin a sejtek tobbségét az S fazisban allitotta le, és ezt az
olaparib tarskezelés nem befolyasolta. Ezek az adatok 0sszhangban vannak a platinavegyiilet
DNS-keresztkotd hatasaval, amely megakadalyozza, hogy a sejtek atlépjék a G2
ellendrzépontot.

Az MDA-MB-231 TNBC sejtvonal agresszivebb, apoptdzis- és terapiarezisztens fenotipust
képvisel, mint a nem TNBC MCF7 vonal. Ennek az agresszivitdsnak a mérdszamaként a
koloniaképzddést és az invaziv novekedést vizsgaltuk. Ezek az adatok teljes mértékben
Osszhangban voltak az viabilitasra vonatkoz6 eredményekkel, az irodalmi adatokkal és a két
sejtvonal agresszivitasara vonatkozé, fent emlitett nézettel. Két tovabbi kisérleti bizonyitékot

szolgaltatnak az olaparib és az oxaliplatin kdzotti szinergia hidnyara. Tovabba arra utalnak,



hogy az Akt-ttvonal gatlasa elényos lehet a PARP-gatlokkal kombinalt terapiaban, mivel
blokkolja azok Akt altal kdzvetitett citoprotektiv hatasat.

Osszefoglalva, kisérleti bizonyitékot szolgéltattunk az olaparib, a rakterapiaban széles kdrben
alkalmazott PARP-gatlo és az oxaliplatin, egy harmadik generacios platinavegylilet kozotti
szinergia hianyara. Ezek az eredmények ellentétben allnak masok eredményeivel,
valosziniileg azért, mert terdpidsan redlis koncentrdcidban a platinavegyiilet citosztatikus
hatasa dominal a PARP-gatloé felett. Azt is kimutattuk, hogy egy Akt-ttvonal inhibitor
alkalmazasa eldny0s a platinavegyiilet citosztatikus tulajdonsagainak fokozasara és/vagy a
PARP-gatlas citoprotektiv hatdsainak megeldzésére. Tovabba kimutattuk az MDA-MB-231
TNBC vonal terapiarezisztenciajat az MCF7 0Osztrogén- és progeszteronreceptor-pozitiv
vonallal szemben, bar nem sikeriilt tovabbfejleszteniink a kiilonb6z6é tipusi emldrakok

kemoterapidra valo érzékenységének kiilonbségeivel kapcsolatos ismereteinket.

5. EREDMENYEK |l - Az MDA-MB-231 és MCF7 sejtek kezelése mitokondrium-
célzott pirrolin-nitroxid HO-5114 vegyiilettel

5.1 A HO-5114 hatasa a sejtek viabilitasara

Az antineoplasztikus potencidl értékeléséhez a TNBC MDA-MB-231 ¢és HR+BC MCF7
sejteket 1, 2,5, 5 vagy 10 uM HO-5114 vegyiilettel kezeltiik 24 és 48 oran keresztiil, majd
szulforhodamin B (SRB) teszttel hataroztuk meg viabilitisukat. Az SRB teszt a
fehérjetartalmat méri, amelyet aranyosabbnak tartanak a sejtszdmmal, mint a metabolikus
aktivitast, amely alul- vagy feliilbecsiilheti a sejtszdmot, ha a vizsgalt anyag gatolja a
mitokondridlis oxidativ foszforilaciot. A HO-5114 mindkét emlérakvonalban koncentracio- €s
1do6fliggd modon csokkentette az életképességet, €s mindkét sejtvonalon szignifikans
kiilonbség volt megfigyelhetd a 24 és 48 ords kezelés kozott, kivéve a 10 uM-os kezelést,
ahol az életképesség 24 ora utdn 10 % alatt volt. Osszhangban azzal a nézettel, hogy a TNBC
kemoterapidval szemben ellendllobb, mint a HR+BC, az MDA-MB-231 sejtek ellenallobbak
voltak a HO-5114 kezeléssel szemben, mint az MCF7 sejtek.

5.2 A HO-5114 altal kivaltott sejthalal tipusanak meghatirozasa

A HO-5114 altal kivaltott sejthalal tipusat aramlasi citometridval hataroztuk meg. A sejteket
pontosan ugy kezeltiik, mint a viabilitismérésnél 24 6ran keresztiil, majd kétszeresen festettiik

meg Oket fluoreszcein-izotiocianat (FITC) konjugalt Annexin V-vel és propidium-jodiddal



(PI). Ez utébbi akkor jut be a sejtbe, ha a plazmamembran megbomlik, kotédik a kettds szalt
DNS-hez, és intenziven fluoreszkal, jelezve a nekrozist. Az eldbbi a foszfatidil-szerinhez, egy
apoptozis markerhez kotddik, ha a plazmamembran kiilsé rétegén van. A kettds pozitivitds
késdi apoptotikus/halott sejteket jelez. Az MCF7 sejtekben a HO-5114 kezelés a teljes
vizsgalt koncentracidtartomanyban koncentraciofiiggdé modon novelte a korai - és sokkal
nagyobb mértékben a kés6éi apoptotikus/halott sejtek aranyat az €16 sejtek rovasara. Ezzel
szemben a HO-5114 <5 uM-os koncentraciéi nem voltak jelent6s hatassal az MDA-MB-231
sejtekre; a 10 uM HO-5114 azonban kifejezett hatast fejtett ki. Az €16 sejtek ardnyat 25%-ra
csokkentette, mikozben a korai és késoi apoptotikus/halott sejtek aranyat 10%-ra, illetve 65%-

ra novelte.

5.3 A HO-5114 hatasa a ROS termelésre

Sok esetben a daganatellenes szerek ROS termelést indukalnak a rakos sejtekben. Ennek
megfeleléen a HO-5114 altal indukalt ROS termelést vizsgaltuk human emlérakvonalakban a
dihidrorodamin 123 assay segitségével 4 oras kezelést kovetéen. 10 uM-os koncentracioban,
amely mindkét human sejtvonal életképességét 10% ala csokkentette, a HO-5114 a kontroll
kb. 1,7-szeresének, illetve 2-szeresének megfeleld mértékit ROS termelést okozott a TNBC és
a HR+BC sejtekben. A HO-5114 alacsonyabb koncentracidival térténd kezelés, amely még
mindig massziv csokkenést idézett el6 mindkét sejtvonal életképességében, nem, vagy csak
csekély mértékit ROS termelddést okozott, ami arra utal, hogy az oxidativ stressz indukcioja
valosziniileg nem szerepel a HO-5114 citotoxicitdsanak mechanizmusai kozott. A HO-5114
ROS termelést, ami azt jelzi, hogy a ROS termelés valoszintileg messze volt a telitési szinttol
ilyen koriilmények kozott.

Az oxidativ stressz indukcidjanak a HO-5114 antineoplasztikus hatasaban jatszott szerepének
vizsgalata érdekében megvizsgaltuk, hogy egy antioxidans hogyan befolyasolja a HO-5114
citotoxicitasat BC sejtekben. Ebbdl a célbol az MCF7 és MDA-MB-231 sejteket 1, 2,5, 5
vagy 10 uM HO-5114 szerrel kezeltik 24 oran keresztil 1 mM N-acetilcisztein (NAC)
jelenlétében vagy hidnyéaban, majd az életképességet SRB-teszttel mértiik. Az MCF7 HR+BC
vonal esetében nem tudtuk megfigyelni a NAC hatasat a HO-5114 citotoxicitasara. Ezzel
szemben az MDA-MB-231 TNBC vonalban a NAC szignifikansan novelte a kontroll sejtek,
valamint az 5 uM HO-5114-gyel kezelt sejtek életképességét; 10 pM HO-5114



koncentracional azonban nem volt kiilonbség az életképességben a NAC jelenlétében és

hidnyéaban kezelt sejtek kozott.

5.4 HO-5114 hatasa a mitkondrialis membranpotencialra (A¥m)

A HO-5114 a mitokondriumokat célozza meg a difenilfoszfonium komponensének
kdszonhetden. Ezért a JC-1 fluoreszcencia mérésével vizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a A¥Ym-
t. Kationos tulajdonsagai alapjan a JC-1-et a mitokondriumok A¥Wm-fiiggd médon veszik fel.
Egészséges mitokondriumokban vords fluoreszcens J-aggregatumokat képez. A
mitokondriumok kérosodasa a A¥Ym csokkenését eredményezi, ami a JC-1 zdld fluoreszcens
monomerek formdajaban torténd kisebb felhalmozddasahoz vezet, mig a fluoreszcencia
eltlinik, amikor a AWm teljesen feloszlik. Csupéan 1 oras kezelést kovetéen a HO-5114 1 uM
koncentracioban az MCF7 sejtek mitokondridlis membranpotencialjanak jelentds csokkenését
veszteséget eredményezett, amit a JC-1 vords fluoreszcencidjanak szinte teljes eltlinése
jelzett. Az MDA-MB-231 vonal ellenallobb volt a HO-5114 szerrel szemben; ugyanazok a
koncentraciok lényegében ugyanazokat a AWm-valtozasokat valtottak ki, mint az MCF7

sejteknél, de ehhez 2,5 oras kezelésre volt sziikség, nem pedig csak 1 érasra.

5.5 A HO-5114 hatdsa a mitokondrialis energiatermelésre

Mivel a rédk patomechanizmusai kdzott egyre nagyobb szerepet jatszik az energiaanyagcsere,
a Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit segitségével megvizsgaltuk a HO-5114 hatasat az
MDA-MB-231 és MCF7 vonalak mitokondridlis energiatermelésére. Az eszkoz egyidejlileg
méri a sejtek valos idejii oxigénfogyasztasi sebességét (OCR) €s az extracellularis savasodasi
sebességet (ECAR), a mitokondrialis 1égzés, illetve az aerob glikolizis mutatéit. A sejteket 1
vagy 2,5 uM HO-5114 szerrel kezeltiik 4 6ran keresztiil, mikozben az OCR-t és az ECAR-t a
kezelés utolso 75 percében monitoroztuk. A bazalis 1€gzést 15 percig regisztraltuk, majd FoFq
ATPaz inhibitor oligomicint adtunk az ATP-termelés értékeléséhez. Tovabbi 20 perc
regisztralas utan a mitokondridlis elektrontranszportot és az ATP-szintézist fiiggetlenitettiik
egymastol a maximalis 1€gzés meghatarozasahoz karbonil-cianid 4-
(trifluorometoxi)fenilhidrazon (FCCP) hozzaadasaval. Tovabbi 20 perc felvétel utan a
mitokondrialis 1égzést a mitokondrialis 1égzési lanc 1. és III. komplexének inhibitorai, a
rotenon €s az antimicin A hozzaadéasaval blokkoltuk, hogy meghatarozzuk a protonszivargast

¢€s a nem-mitokondrialis oxigénfogyasztast.



A rogzitett nyers adatokbdl a Seahorse miiszer a sejtek energiaanyagcseréjének tobb
paraméterét generalta, amelyek mindegyike csokkent a HO-5114 kezelés hataséra, kivéve a
protonszivargast, amelyre egyik sejtvonalban sem volt hatassal. Tovabba, a kapcsolasi
hatékonysagot, amely azt jelzi, hogy a légzés mennyire szorosan kapcsolodik az ATP-
szintézishez, nem befolyasolta az MCF7 vonalon, de cs6kkent az MDA-MB-231 sejtvonalon.
A mitokondridlis oxigénfogyasztassal kapcsolatos sejtes energiaanyagcsere paraméterei, mint
példaul az alaplégzés, a maximalis 1€gzés és az ATP-termelés, alacsonyabbak voltak a TNBC
sejtekben, mint a HR+BC sejtekben. Tovabba, 1 ¢és 2,5 uM HO-5114 koriilbeliil azonos
mértékben csokkentette ezeket a paramétereket az utdbbi sejtvonal esetében, mig az elébbi
esetében koncentraciofliggd modon hatott rdjuk. Az ATP-szintaz inhibitor oligomicin
adagolasa csokkentette az OCR-t, ami mindkét sejtvonalban az ECAR emelkedésével jart
egyiitt. A HO-5114 1 és 2,5 pM koncentracioban koriilbeliil ugyanolyan mértékben
csokkentette az ECAR-t az MCF7 vonalban, mig a kontrollhoz képest 1 és 2,5 uM
koncentracioban novelte, illetve csokkentette az ECAR-t.

A viabilitasi vizsgalatokhoz hasonléan megvizsgaltuk a NAC hatasat a kezeletlen és a HO-
5114 szerrel kezelt BC sejtek energiaanyagcseréjére. Ebbol a célbdl a kisérlet soran 1 mM
NAC-ot adtunk a HO-5114-kezelt sejtek egy csoportjahoz. NAC jelenlétében a HO-5114
hatdsa a sejtek energiaanyagcseréjének minden paramétere (kivéve a protonszivargast)
megfordult, mégpedig nagyobb mértékben az MDA-MB-231 sejtvonal esetében, mint az
MCF7 vonal esetében. Az MCF7 sejtekben a HO-5114 csokkentette a protonszivargést, amely
NAC jelenlétében tovabb csokkent. Ezzel szemben a HO-5114 novelte az MDA-MB-231

sejtek protonszivargésat, ami NAC jelenlétében tovabb ndtt.

5.6 A HO-5114 hatasa a koloniaképzédésre

A HO-5114 kiilonb6z6 koncentracidival kezelt MCF7 és MDA-MB-231 sejtek proliferacios
képességének értekelésére koloniaképzési vizsgalatot végeztiink. A sejteket 50, 75, 100 vagy
250 nM HO-5114 jelenlétében tenyésztettilk hét napig, majd a telepeket megfestettiik és
megszamoltuk. A szer mindkét sejtvonalban koncentraciofiiggd modon hatékonyan
csokkentette a koloniaképzédést. Erdekes modon a TNBC vonal érzékenyebb volt a kezelésre,
mint a HR+BC vonal. 250 nM HO-5114 teljesen kiirtotta az MDA-MB-231 sejteket, mig az
MCF7 sejtek esetében koriilbeliil 10 kolonia tulélését tette lehetdvé.



5.7 A HO-5114 hatasa az invaziv novekedésre

A sejtproliferacid, a migracid és az invazid fontos szerepet jatszik a tumor progresszidjanak €s
az attétek kialakulasanak megértésében. Az xCELLigence Real-Time Cell Analysis
modszerrel vizsgaltuk a HO-5114 hatasat az MCF7 és MDA-MB-231 sejtek invaziv
novekedési jellemzodire. A miszer egy mikrotiterlemez also feliiletére olvasztott arany
mikroelektrodak kozott atvitt elektronaramlast mér, elektromosan vezetd tenyésztokozeg
jelenlétében. A lemezekben tenyésztett tapado sejtek megvaltoztatjak a sejtindexnek nevezett
tetszOleges egységekben kifejezett impedanciat, amelynek nagysaga a sejtek szamatol,
morfologidjatol, méretétdl és kotddési tulajdonsagaitol fiigg. A sejteket 75, 100 vagy 250 nM
HO-5114 jelenlétében tenyésztettilk hét napon at, mikdzben a sejtindexet valds idében
kovettiik nyomon. A hatéanyag mindkét sejtvonalon koncentraciofiiggé modon hatékonyan
csOkkentette a sejtindexet. A legmagasabb koncentracioban (250 nM) a HO-5114 mindkét
sejtvonalon a kimutatasi hatar kozelében csokkentette az invaziv ndvekedést. A
koloniaképzddési kisérletekhez hasonloan a TNBC vonal érzékenyebb volt a kezelésre, mint a

HR+BC vonal.

6. DISZKUSSZIO ES KONKLUZIO 11

A TNBC rosszabb prognozissal €és korlatozottabb célzott terapids repertoarral rendelkezik,
mint a HR+ altipus. Emellett a két emldérak altipus energiaanyagcseréje alapvetden
kiilonbozik, amit a ,,mitokondridlis mentés” ellentétes hatdsa jelez a glikolitikusan gatolt
HR+BC ¢és TNBC sejtekre; az eldbbi esetében negativ, az utdbbi esetében pozitiv. Ennek
megfelelden a mitokondriumokat célzd, a mitokondrialis energiatermelés csokkenését kivalto

ey

csokkenti a sejtek ATP-szintjét, gatolja a mitokondrialis oxigénfogyasztast, befolyasolja a
mitokondriumok morfologiajat és szétzildla a AW¥m-t. A Mito-CP komponens-
szarmazékaként a HO-5114 vérhatéan hasonlé mitokondridlis hatdsokkal rendelkezik. A
hatéanyag feliilmulta ezeket a varakozasokat, mivel 10 uM HO-5114 kériilbeliil ugyanolyan
mértékben csokkentette a viabilitast, mint 50 uM Mito-CP 24 6ras expozicidé soran. Ezekkel a
korabbi eredményekkel teljes 0sszhangban a jelen vizsgalatban azt talaltuk, hogy mar 1 pM
HO-5114 is tobb mint 35%-kal csokkentette mindkét human emlérakvonal életképességét,
mig 10 uM-os koncentracidban szinte teljesen elnyomta azt. Hosszabb expozicids id6 (48 6ra)

esetén a hatdanyag antiproliferativ hatasa kifejezettebbé valt mind a HR+, mind a TNBC

vonalak esetében.



A mitokondriumok legalabb harom {6 mechanizmuson keresztiil befolyasoljak a rakos sejtek
tulélését: energiatermelés, az intrinzik apoptotikus utvonal és a ROS termelés. Ez a harom
utvonal Osszefiigg egymassal, mivel az apoptozis energiafiiggd folyamat, mig az energiahiany
¢s az ebbdl ered6 A¥Ym csokkenés pro-apoptotikus intermembran fehérjék, példaul a citokrom
c, egy apoptozist indukalo faktor és az endonukleaz G felszabaduldsahoz vezet. A ROS
kéarositja a mitokondridlis elektrontranszportlancot és ezaltal az ATP-termelést, mig a
kéarosodott elektrontranszportlanc tobb ROS-t termel. A ROS a makromolekuldk karositasan
¢€s a pro-apoptotikus jelatviteli utvonalak megzavarasan keresztiil aktivalja az apoptdzist. Ez
magyarazza, hogy miért volt megfigyelheté az apoptozis jelentds indukcidja a 10 uM HO-
koncentracioi hatastalanok voltak ebbdl a szempontbol. Ezzel szemben, és teljes 6sszhangban
azzal a széles korben elfogadott nézettel, hogy a TNBC apoptozis-rezisztensebb, mint a
HR+BC, mar 1 uM HO-5114 is massziv apoptdzist indukalt az MCF7 vonalban.

A ROS részt vesz a rak fenotipusanak atalakitdsaban, amely apoptoézis-rezisztenciaban ¢és
fokozott metasztatikus tulajdonsdgokban nyilvanul meg. A szolid tumorokban uralkodo
kronikus hipoxia a HIF1a transzkripcios faktor folyamatos aktivalodasat eredményezi, amely
rosszindulatl atalakuldssal jar6 metabolikus véltozasokat indukal; azonban a HO-5114 altal
kivaltott ROS képzddést nagyon hasonldé mértékiinek talaltuk az MCF7 és az MDA-MB-231
vonalakban, bar az utobbi a metabolikus atalakulas magasabb stadiumat képviseli, mint az
elébbi. A ROS felhalmozodas mérsékelt novekedése a HO-5114 koncentracié 20 pM-ra
torténd novelésére adott valaszként azt is jelezte, hogy a varakozéasokkal ellentétben a ROS
termelés a BC vonalakban érzéketlen volt a HO-5114 kezelésre. A szolid tumorok €s a
sejtkultira kozotti eltérd koriilmények, ahol egyenletes oxigén- és tapanyagellatas biztositott,
magyarazhatjak a vart és a megfigyelt ROS termelés kozotti eltérést. Az emelkedett ROS
termelés a TNBC sejtek in vitro tuléléséhez és novekedéséhez sziikségesnek tekinthetd, ezért
az antioxidansok varhatéoan akadalyozzak a tulélésiiket. Azonban azt taldltuk, hogy az
antioxiddns NAC ndvelte a kontroll MDA-MB-231 sejtek viabilitasat, mig az MCF7 sejtekre
nem volt hatassal, ami arra utal, hogy a magasabb ROS szint akadalyozta az elobbiek
HO-5114 citotoxikus hatasat, 10 pM koncentracional azonban nem tudta ezt megtenni. A
NAC HO-5114 citotoxicitasara gyakorolt hatasanak hidnya a HR+BC vonalban nemcsak a
TNBC vonalhoz képest csokkent kronikus oxidativ stresszre utalt, hanem a két BC-sejtvonal

kozotti metabolikus atprogramozéasban mutatkozo kiilonbségekre is.



Az ATP szintézis hajtoerejét a A¥m biztositja; azonban tovabbi 1ényeges szerepe is van, mint
példaul a nuklearisan kodolt mitokondrialis fehérjék szallitasa, a K', Ca?* és Mg?*
transzportja, a ROS termelés, a mitokondrialis minéségszabalyozas és a pro-apoptotikus
intermembranfehérjék felszabadulasanak szabalyozasa. A sejtek talélése alapvetéen a A¥m
fenntartasan mulik. Ennek megfelelden iszkémias helyzetekben a FoF1 ATPaz képes forditott
iizemmoddban miikddni és ATP-t fogyasztani a AWm fenntartdsdhoz a sejt megmentése
érdekében. Az ATP-t ilyen koriilmények kozott a nem-gliikoz szubsztratok szubsztrat-szintii
foszforilacidja szolgaltatja; figyelembe véve azonban a rendelkezésre alld6 nem-gliikoz
szubsztrat pool mennyiségét, ez a tulélési kisérlet gyakran hidbavald. Szilard daganatokban a
rakos sejteknek a kronikus hipoxidhoz és a részben iszkémids helyzethez kell igazitaniuk
anyagcser¢jilket. A ROS indukcioval ellentétben a HO-5114 kezelésre nagyon érzékeny
valaszt figyeltiink meg a A¥Ym-veszteségre. Mar 1 uM hatéanyag is jelentds valtozasokat
indukalt a AYm-ben olyan révid kezelés alatt, mint 1 6ra az MCF7 vonal esetében és 2,5 ora
az MDA-MB-231 vonal esetében.

A rakos sejteknek kettds kihivassal kell szembenéznilik: elegendd energiat és elegendd
metabolikus intermediert kell termelnilik a proliferacidhoz egy thlnyomorészt hipoxids és
részben iszkémias kornyezetben. Tobbnyire inkabb a glikolizisre tdmaszkodnak, mint a
mitokondrialis oxidativ foszforilaciora, még akkor is, ha az utdobbihoz elegend6 oxigén all
rendelkezésre. Ennek megfeleléen a fokozott gliikozfelvétel a daganatok egyik jellegzetes
tulajdonsdga, amelyet diagnosztikai  célokra 18F-deZOXigh'ik(')z pozitronemisszios
tomografidval torténd azonositasukra hasznalnak. Masrészt a legtobb rosszindulatl
daganattipus, példaul az attétes daganatsejtek, a terapiarezisztens daganatsejtek €s a rakos
Ossejtek a mitokondrialis ATP szintézisre tdmaszkodnak. Ezeknek a sejteknek a tulélése,
proliferacidja és attétképzése az oxidativ foszforilaciotol fligg, és ez képezi
terapiarezisztenciajuk alapjat. Ennek megfelelden a legtobb rosszindulata raktipus esetében az
oxidativ foszforilacid6 Ujonnan megjelend terapias célpont, €s a tumorsejtek anyagcseréjét
jelentésen befolydsold szerek terapias értékkel birhatnak. Figyelembe véve a humén
emlérakvonalak energiaanyagcseréjére gyakorolt hatasat, a HO-5114 megfelel ennek a
kritériumnak. Az 1 és 2,5 uM-os koncentrdcioban mindkét sejtvonalban jelentdsen
csokkentette az OCR-rel kapcsolatos 0sszes paramétert, kivéve a kapcsolasi hatékonysagot. A
HO-5114 2,5 uM koncentracioban csokkentette az ATP termelést, ami hozzajarulhat a
hatéanyag antimetasztatikus tulajdonsagahoz. A BC sejtvonalak viabilitasara gyakorolt
hatadsaval teljes Osszhangban a NAC ellenstulyozta a HO-5114 gatlo hatasat a sejtek

energiaanyagcseréjének kiilonbozd paramétereire, kivéve a protonszivargast. Ezek az adatok



alatamasztjak azt a kovetkeztetést, hogy a HO-5114 befolyasolja a BC vonalak
energiaanyagcseréjét. A protonszivargds a mitokondridlis 1égzési lanc karosodasat vagy a
mitokondrialis ATP szintézis szabalyozasat jelezheti az uncoupling fehérjék (UCP) révén.
Valoban, az UCP2 szerepét a szubsztrat-szintli €s az oxidativ foszforilacio kozotti egyensuly
szabalyozasaban nemrégiben mutattak ki. Azt talaltuk, hogy mindkét BC-vonal novelte az
ECAR-t, azaz a szubsztrat-szintii foszforilaciot, amikor az oxidativ ATP termelést
oligomycinnel blokkoltuk. Az ECAR az MDA-MB-231 vonalban még akkor is visszatért a
kezdeti értékre, amikor az oxidativ foszforilaciot FCCP-vel leallitottuk, ami azt mutatja, hogy
a két ATP termeld gépezet kozotti egyensuly a TNBC sejtekben érzékenyebb, mint a HR+BC
sejtekben.

A hormonreceptor-statusz meghatarozza az emlérak sejtproliferacios, differencialodasi és
rakprogresszios tulajdonsagait. Ennek megfeleléen az MDA-MB-231 sejtvonal agresszivebb,
apoptozis- és terapiarezisztens fenotipust képvisel, mint a HR+ MCF7 sejtvonal. A fent
emlitett, 1-24 6ras HO-5114-expoziciéval jard kisérletek eredményei 6sszhangban voltak
ezzel a nézettel; a koloniaképzési és invaziv ndvekedési kisérletekben azonban, ahol a sejteket
hét napon keresztiil 50-250 nM koncentracioji hatéoanyagnak tettiik ki, az MDA-MB-231
érzékenyebbnek bizonyult a kezelésre, mint az MCF7 sejtvonal. A HO-5114 kezeléssel
szembeni érzékenységben a rovid és hosszl tavll expozicio kozotti kiilonbség oka a kisérletek
alapjan nem egyértelmd.

Osszefoglalva, az ebben a vizsgalatban szerzett dsszes adat azt jelezte, hogy a HO-5114
erdteljes anti-neoplasztikus hatassal rendelkezik a tenyésztett BC sejtekre. Tovabba a HO-
5114 kezeléssel szembeni rezisztencia nem kiilonbozott jelentdsen a HR+ és a TNBC vonalak
kozott. Az utobbiak még érzékenyebbnek is tlintek a szerre a hossza tava kezeléssel jaro
modellekben; azonban az in vitro sejtkulturds hatdsok rosszul transzlalodnak a humén
terapiara. Ennek megfeleléen a HO-5114 terdpias potencidljanak megallapitasdhoz
allatmodellekben kell nyomon kovetési kisérleteket végezni az in vivo toxicitds és az

antineoplasztikus hatékonysadg meghatarozasara.



7. OSSZEFOGLALO

A mellrdk vilagszerte a ndk egyik f6 haldlozasi oka. A terdpids lehetdségek az elmult
évtizedekben kiszélesedtek, azonban van az emléraknak egy olyan altipusa, amelyre nem
1étezik célzott terapia. A tripla-negativ emlorak agressziv fenotipus, rosszabb prognoézissal.

A tanulmany elsd részében olaparib, oxaliplatin és PI3K-gatlok, valamint ezek kombinéciojat
vizsgaltuk. Az olaparib a BRCA-mutacioval rendelkezé betegeknél gyakran alkalmazott
PARP-g4tl6, mig az oxaliplatin egy harmadik generacios platina szer. Korabbi vizsgalatok a
PARP-gatlok és a platinavegyiiletek szinergiajat mutattak ki, ami arra adott otletet, hogy a két
sejtvonalra gyakorolt hatasukat vizsgaltuk. Ebben a vizsgélatban 0sztrogénreceptor-pozitiv és
progeszteronreceptor-pozitiv. MCF7 sejteket és tripla-negativ. MDA-MB-231 sejteket
hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk a valaszukat egy 1) gydgyszerkombinaciora és egy ) Mito-
CP-szarmazékra. A két vegyiilet kombinaciojat a PI3K-gatldo LY294002-vel fokoztdk az
oxaliplatin citotoxikus hatdsanak fokozdsa ¢és az olaparib citoprotektiv hatdsanak
megakadalyozasa érdekében. Eredményeink azonban azt mutatjdk, hogy nincs szinergia
kozottiik.

Ezért a vizsgalat méasodik részében az 0j Mito-CP-szarmazékot, a HO-5114-et vizsgaltuk.
Egyre nagyobb az érdeklddés a mitokondriumok célba vétele irant, mivel ezek az agressziv,
metasztatikus és kemorezisztens daganatok kezelésének elismert célpontjai. A Mito-CP
citotoxikus tulajdonsidgokat mutatott kiillonbozd rékos sejtekben, tobbek kozott emldrakban.
Vizsgalatunk megerdsitette a HO-5114 jelentds antineoplasztikus hatdsat mindkét
sejtvonalban, érdekes modon a TNBC sejtvonal érzékenyebb volt a hosszu tava kezelésre,

mint a HR+ sejtvonal.
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