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1. BEVEZETŐ 

 

A BRAF mutáns szolid daganatok kezelése még számos kihívást tartogat a kutatók és 

klinikusok számára. Bár már léteznek célzott terápiás lehetőségek a V600 BRAF mutációt 

hordozó betegek kezelésére, e gátlószerekkel szembeni rezisztencia gyakori jelenség, így 

a betegek teljes túlélésének jelentős meghosszabbítása számos beteg esetében nem érhető 

el. Továbbá, a nem-V600 BRAF mutációt hordozó betegek kezelésére jelenleg nem 

létezik a klinikumban célzott terápiás megközelítés. PhD munkám során a BRAF mutáns 

szolid tumorok célzott terápia érzékenységét meghatározó molekuláris faktorokat 

tanulmányoztam. Dolgozatomban három vizsgálat eredményeit dolgozom fel részletesen: 

elsőként a V600 BRAF mutáció mellett PTEN mutációt hordozó melanómák egy 

lehetséges, preniláció-gátláson alapuló terápiás lehetőségét mutatom be (Garay és mtsai 

2015). Majd a vemurafenibre (specifikus V600 BRAF mutációt célzó inhibitor) érzékeny 

illetve rezisztens melanóma sejtvonal párokon a rezisztencia kialakulása során fellépő 

molekuláris és fenotípusos változásokat valamint a BRAF-gátló elleni rezisztencia 

lehetséges terápiás megoldásait térképezem fel. Végül nem-V600 BRAF mutációt 

hordozó szolid tumorok - mely daganatok kezelésére jelenleg nem létezik célzott terápia 

- preklinikai modelljein a pan-RAF és a MEK kombinált gátlásának tumor ellenes hatását 

vizsgáló kísérleteink eredményeit ismertetem (Molnar és mtsai 2018). Összeségében 

eredményeink hozzájárulhatnak a BRAF mutáns szolid tumoros betegek terápiájának 

optimalizálásához. 
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1.1 A BRAF mutáció szolid daganatokban 

 

A RAF család tagjai közé tartozó ARAF, BRAF és CRAF homo vagy heterodimerként 

működő szerin/threonin kinázok melyek a RAS/RAF/MEK/ERK jelátviteli pálya (1. 

ábra) fontos elemei (Kim és mtsai 2016). Extracelluláris mitogén szignál jelenléte nélkül 

a RAF proteinek a citoplazmában helyezkednek el, multi-protein komplexben más 

fehérjékkel. Aktiváló szignál jelenlétében a RAS-GTP a plazmamembránhoz toborozza 

a RAF fehérjét, így elősegítve a RAF-kináz domén aktivációs helyeinek foszforilálódását 

(Freeman és mtsai 2013, Kim és mtsai 2016), amelyek így homo vagy heterodimert 

képeznek és aktiválják a downstream elhelyezkedő elemeket a jelpályán (Kim és mtsai 

2016) (1. ábra). A dimerizáció normál jelátvitel esetén leggyakrabban a BRAF+CRAF 

hetero vagy BRAF homodimerizációját jelenti (Freeman és mtsai 2013). Míg az ARAF 

és CRAF fehérjékben mutációk ritkán jelennek meg (Rebocho és mtsai 2013), a BRAF 

mutációja az összes humán rákos megbetegedés mintegy 7-15%-ban van jelen (Garnett 

és mtsai 2005, Turski és mtsai 2016). A BRAF mutáció típusa szerint lehet 

aminosavcserével járó pontmutáció, más génekkel való fúzió (pl.: KIAA1549, 

FAM131B) vagy amplifikáció (Turski és mtsai 2016). Dolgozatomban, a továbbiakban 

kizárólag a BRAF pontmutációkat tárgyalom. A BRAF aminosav cserélődéssel járó 

mutációja számos daganattípusban előfordul. A szolid daganatok közül többek között 

melanóma (40-60%), pajzsmirigy (30-80%), kolorektális (5-15 %), ovárium (10-60%) 

tüdő adenokarcinóma (2-3%) és emlő (1-2%) daganatokban gyakori (Santarpia és mtsai 

2012, Samatar és mtsai 2014, Turski és mtsai 2016). 
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1. ábra A növekedési faktor receptor jelátviteli pálya. Piros színnel a 

RAS/RAF/MEK/ERK jelpálya fontosabb elemei vannak jelölve, melyek a sejtek 

osztódásának, túlélésének és differenciálódásának szabályozásában játszanak szerepet 

(Timar és mtsai 2010). 

 

1.1.1 A BRAF pontmutációk típusai 

 

A BRAF gén összesen 18 exonból áll (2. ábra). Az előforduló mutációk többsége a 11. és 

a 15. exonon található (de Langen és mtsai 2017).  Mind a 11. és 15. exon a kináz 

doménen belül található, így az itt elhelyezkedő aminosavak cseréi a BRAF kináz 

aktivitását jelentősen befolyásolhatják (Wellbrock és mtsai 2004, de Langen és mtsai 

2017). 
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2. ábra A BRAF gén exonjainak sematikus ábrája. A BRAF mutációk főleg a kináz 

doménhez tartozó 11. és 15. exonokon találhatóak (Zheng és mtsai 2015, de Langen és 

mtsai 2017). 

 

A fent említett BRAF mutációk lehetnek kináz aktivitást serkentő vagy csökkentő 

mutációk. A kináz aktivitás szerinti csoportosítás az 1. táblázatban látható. 

 

1. táblázat 

BRAF mutációk kináz aktivitás szerint csoportosítva (Zheng és mtsai 2015, Noeparast és 

mtsai 2017). 

KINÁZ MŰKÖDÉS AKTIVÁLT KINÁZ MŰKÖDÉS CSÖKKENT 

R462I G466V,E,R,V 

I463S G469E 

G464E,R,V Y472C 

G466A K483M 

G469A,S,V D594A,G,E,N,V 

N581S G596C,R 

E586K T599A,I 

F595L S602A 

L597R,S,V  

A598V  

T599E  

V600D,E,K,R  

K601E  

S602D  
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A BRAF mutációi közül (1. táblázat) leggyakrabban a V600E mutáció fordul elő 

daganatokban (Turski és mtsai 2016). A V600E BRAF mutáció a BRAF kináz 

aktivitásának emelkedése révén a downstream effektorok aktiválódását, ezáltal pedig 

onkogén transzformációt indukál a sejtekben (Wan és mtsai 2004, Turski és mtsai 2016). 

A V600E BRAF mutáns fehérjéknek nem szükséges dimerizálódni, monomerként is 

képesek aktiválni a downstream elhelyezkedő jelátviteli elemeket (Freeman és mtsai 

2013, Samatar és mtsai 2014). Azonban paradox módon, a csökkentett kináz aktivitású 

BRAF mutációk jelenléte is a MEK/ERK útvonal aktiválódását okozhatja. Ebben az 

esetben a mutáns BRAF a CRAF-al heterodimerizálódik és a CRAF aktivációja okozza 

az onkogén szignált (Wan és mtsai 2004, Garnett és mtsai 2005, Heidorn és mtsai 2010, 

Freeman és mtsai 2013, Zheng és mtsai 2015). A kináz aktivitást teljesen nélkülöző 

BRAF mutációt hordozó sejtekben a downstream elemek aktivációjához szükséges az 

onkogén RAS társ mutáció jelenléte is (Heidorn és mtsai 2010) (3. ábra). 
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3. ábra A MAPK útvonal aktivációja a különböző kináz aktivitású BRAF mutációt 

hordozó sejtekben. A V600E és a nem-V600 kináz működés aktivált BRAF mutánsokban 

a downstream effektorok aktiválásának a RAF dimerizáció nem feltétele. A csökkent 

kináz aktivitású BRAF-mutáns tumorokban a CRAF-al való heterodimerizáció, míg kináz 

aktivitást nélkülöző BRAF-mutáns tumorokban onkogén RAS (MUT Ras) jelenléte is 

szükséges a downstream elemek aktiválásához (Zheng és mtsai 2015). 

 

1.1.2 A V600 és nem-V600 BRAF mutáció előfordulási gyakorisága különböző szolid 

daganatokban 

 

Annak ellenére, hogy csaknem 80%-ban a V600 BRAF mutáció fordul elő a BRAF-

mutáns daganatokban, bizonyos tumor típusokban a nem-V600 BRAF mutációk 

jelentősége sem elhanyagolható (Carter és mtsai 2015, Kim és mtsai 2016, Tissot és mtsai 

2016, Turski és mtsai 2016). A BRAF-mutáns esetek közül a nem-V600 BRAF mutáció 

gyakoriságát a 2. táblázat foglalja össze (Beadling és mtsai 2011, Carter és mtsai 2015, 

Wong és mtsai 2015, Zheng és mtsai 2015, Tissot és mtsai 2016, Cheng és mtsai 2018). 

A nem-V600 BRAF mutáció közül a leggyakoribbak melanómában a V600K/R/D, 

DOI:10.14753/SE.2019.2253



 13 

L567V, tüdő adenokarcinómában a G469A/V, D594G, kolorektális daganatban a 

D594G/N/E/V, G469A/V/E és G466V/R/E mutációk (Paik és mtsai 2011, Litvak és mtsai 

2014, Jones és mtsai 2017, Cheng és mtsai 2018). Fontos megemlíteni, hogy a nem-V600 

BRAF mutáns tumorok gyakran hordoznak onkogén RAS társ mutációt, amely 

összefüggésben van azzal, hogy a nem-V600 BRAF mutáns tumorokban az onkogén  

RAS mutáció jelenléte szerepet játszhat a CRAF-on keresztüli ERK/MEK jelátvitel 

aktiválásában (3. ábra). Zheng és munkatársai tüdőrákon, kolorektális daganaton és 

melanómán vizsgálták a BRAF mellett előforduló RAS mutációk arányát (Zheng és mtsai 

2015). Eredményeik alapján, míg a V600 BRAF mutáció mellett nem fordult elő RAS 

mutáció, a nem-V600 BRAF mutáció mellett gyakran megfigyelhető: 12 % tüdő 

adenokarcinómában, 8,8 % kolorektális daganat és 4,5 % melanóma esetén. Más 

tanulmányok szerint melanóma, kolorektális és pajzsmirigy daganatban V600 BRAF 

mutáció mellett sem kizárható a RAS mutáció jelenléte (Seth és mtsai 2009, Jovanovic 

és mtsai 2010, Zou és mtsai 2014, Albanell és mtsai 2017, Jones és mtsai 2017). 

 

2. táblázat 

BRAF mutációt gyakran hordozó szolid daganatok BRAF mutáció megoszlása (Beadling 

és mtsai 2011, Carter és mtsai 2015, Wong és mtsai 2015, Zheng és mtsai 2015, Kim és 

mtsai 2016, Tissot és mtsai 2016, Albanell és mtsai 2017, Cheng és mtsai 2018). 

 

DAGANAT TÍPUSA 
BRAF MUTÁCIÓ 

V600 nem-V600 

melanóma 66-93 % 7-34 % 

tüdő adenokarcinóma 14-50 % 50-86 % 

kolorektális 77-92 % 8-23 % 

pajzsmirigy 90-99 % 1-10 % 

ovárium 90 % 10 % 

emlő 34% 66% 
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1.2 A V600 BRAF mutáns szolid tumorok célzott terápiája 

 

A BRAF-ot, mint onkogént 2002-ben azonosították (Davies és mtsai 2002, Davis és mtsai 

2012). A BRAF kristályszerkezete 2004-ben vált elérhetővé, utat nyitva az új, hatékony 

BRAF-gátlók fejlesztésének (Wellbrock és mtsai 2004, Davis és mtsai 2012). Mivel a 

leggyakoribb onkogén BRAF mutáció a V600E, a gyógyszercégek e mutáns ellen kezdték 

el a gátlószer fejlesztéseket. A sorafenib (3. táblázat) nevű gátlószert eredetileg pan-RAF 

(CRAF, vad BRAF, V600E mutáns BRAF) inhibitorként fejlesztették ki, azonban 

későbbi vizsgálatok kimutatták, hogy más kinázokat is gátol (VEGFR, PDGFR, C-KIT, 

FLT-3) (Eisen és mtsai 2006, Gadaleta-Caldarola és mtsai 2015). Azonban klinikai 

fázisvizsgálatokban a sorafenib hatástalannak bizonyult V600E BRAF mutáns melanóma 

kezelésében (Eisen és mtsai 2006). Az első igazolhatóan klinikailag hatékony BRAF 

gátló a Plexxikon cég PLX4032, más néven vemurafenib (3. táblázat) elnevezésű 

vegyülete volt, amely drámai terápiás hatást mutatott V600E BRAF mutációt hordozó 

melanómás betegekben. A kezelést kapott betegek mintegy 80 %-a adott, részleges vagy 

teljes választ a gátlószerre (Flaherty és mtsai 2010). Az amerikai Food and Drug 

Administration (FDA) 2011-ben engedélyezte a vemurafenib terápiát előrehaladott, 

V600E BRAF mutációt hordozó melanómás betegek kezelésében (Davis és mtsai 2012). 

A vemurafenib mellett a dabrafenib nevű vegyület a másik klinikai használatban lévő 

V600E BRAF mutáció specifikus gátlószer, mely 2013-ban került engedélyezésre (Volpe 

és mtsai 2017). Fontos megemlíteni, hogy a V600E mutáció mellett V600K mutációt 

hordozó áttétes melanómás betegekben is engedélyezték e két szer használatát (Wood és 

mtsai 2016). 

Mivel a BRAF V600 mutáns tumorokban a downstream elhelyezkedő MEK is aktivált 

állapotba kerül, felmerült a MEK-gátlók használatának terápiás lehetősége is (Volpe és 

mtsai 2017). A MEK-inhibitorok közül a trametinib és cobimetinib van jelenleg klinikai 

használatban, míg a selumetinib és binimetinib még klinikai fázisvizsgálatok alatt állnak 

(Volpe és mtsai 2017). A trametinib kezelés habár nagyobb terápiás választ mutatott a 

hagyományos kemoterápiás kezelésnél, a BRAF-gátlókat nem sikerült túlszárnyalnia 

(Welsh és mtsai 2016).  A MEK-gátló monoterápa mellett a BRAF és MEK kombinált 

gátlásának terápiás hatását is vizsgálták a V600 BRAF mutáns melanómás betegek 

esetében. A vemurafenib és cobimetinib valamint a dabrafenib és trametinib kombinált 
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terápia alkalmazása mutatott nagyobb túlélést, mint a monoterápia, így ezen kombinációk 

klinikai használatát már engedélyezték (Volpe és mtsai 2017). 

A melanóma mellett más V600 BRAF mutáns tumorokban is vizsgálták a BRAF és 

MEK-gátlók hatásosságát. V600E BRAF mutáns tüdőrákban is folynak klinikai 

fázisvizsgálatok BRAF és MEK-gátlókkal valamint kombinációs alkalmazásban is, az 

eredmények alapján ebben a betegségben is elérhető terápiás válasz a betegekben (Hyman 

és mtsai 2015, Planchard és mtsai 2016, Planchard és mtsai 2016, Baik és mtsai 2017). A 

dabrafenib és trametinib kombinált kezelés jelentős tumor ellenes hatást mutatott a 

V600E BRAF mutáns tüdőrákban, így az FDA 2017-ben engedélyezte klinikai 

használatát (Myall és mtsai 2016, Planchard és mtsai 2016, Planchard és mtsai 2016, 

Pervere és mtsai 2017). 

V600E BRAF mutáns kolorektális daganatos betegekben a BRAF-gátló alkalmazása 

sikertelen volt (Corcoran és mtsai 2015, Hyman és mtsai 2015). A sikertelenség 

magyarázata lehet, hogy kolorektális daganat esetén a BRAF-gátlóval történő kezelés az 

EGFR aktivációját okozza, visszakapcsolási mechanizmuson keresztül (Prahallad és 

mtsai 2012). Ennek megfelelően az EGFR-gátló és BRAF-gátló vegyületek kombinációja 

hatékony megközelítés lehet a V600E BRAF mutáns kolorektális daganat kezelésében 

(Hyman és mtsai 2015, Cohen és mtsai 2017). 

Pajzsmirigy-daganatokban, ahol szintén nagy számban fordul elő V600E BRAF mutáció 

szintén vizsgálták a BRAF-gátlók hatékonyságát (Brose és mtsai 2016, Prager és mtsai 

2016, Shah és mtsai 2017, White és mtsai 2017). Mind a vemurafenib monoterápia, mind 

a dabrafenib és trametinib kombinált kezelés klinikailag igazolható tumor ellenes hatást 

mutatott a betegekben (Brose és mtsai 2016, Shah és mtsai 2017). 

Alacsony grádusú, szerózus V600E BRAF mutációt hordozó petefészek daganatban 

néhány esetbemutatás található az irodalomban, melyek igazolják, hogy a vemurafenibbel 

való kezelés részleges választ eredményezett (Combe és mtsai 2015, Hyman és mtsai 

2015).  
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3. táblázat 

Néhány általunk is alkalmazott, klinikai vizsgálat alatt lévő BRAF gátló szerkezete és 

célpontjainak IC50 értéke. (Yeh és mtsai 2007, Montagut és mtsai 2008, Rahman és mtsai 

2014, Garnock-Jones 2015) *Sorafenib, multikináz inhibitor egyéb célpontjai: RET (47 

nM), c-KIT (68 nM), FLT-3 (33 nM), VEGFR1 (26 nM).  

 

VEGYÜLET 

NEVE 
SZERKEZET 

CÉLPONT (IC50) 

BRAFWT BRAFV600E CRAF 

Sorafenib* 

  

 

25 nM  38 nM 6 nM 

Dabrafenib 

 

 

3,2 nM 0,8 nM 5 nM 

Vemurafenib 

 

 

100 nM 31 nM 48 nM 

AZ628 

 

 

100 nM 30 nM 30 nM 
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4. táblázat 

Néhány klinikai vizsgálat alatt lévő MEK gátló szerkezete és IC50 értéke (Yeh és mtsai 

2007, Garnock-Jones 2015). 

 

VEGYÜLET NEVE SZERKEZET 
CÉLPONT (IC50) 

MEK 1 

Selumetinib 

 

14 nM 

Cobimetinib 

 

0,9 nM 

Trametinib 

 

0,9 nM 

 

1.2.1 Mellékhatások 

 

A BRAF inhibitorok használata során a kezdeti kedvező terápiás hatás mellett 

mellékhatásokkal is számolni kell. A gyakran előforduló mellékhatások között 

szerepelnek a különböző bőrt érintő elváltozások, mint kiütések, viszketés, 

fényérzékenység, hiperkeratózis, valamint izületi fájdalmak, máj toxicitás és szívritmus 

zavarok. A mellékhatások megjelenése, súlyosságuktól függően az inhibitor dózisának 

csökkentését vagy a kezelés felfüggesztését jelenthetik (Hagen és mtsai 2014).  

Fontos kiemelni, hogy a „BRAF inhibitor paradoxon” hatás miatt a kezelés hatására 

másodlagosan laphám karcinómák jelenhetnek meg a betegeken (Hagen és mtsai 2014, 

Merat 2017). A BRAF gátlók okozta paradox onkogén hatást a pan-RAF inhibitorok 
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(sorafenib) esetében írták le először, azonban a specifikus BRAF mutáció gátlók 

(vemurafenib, dabrafenib) esetében még hangsúlyosabban megjelenhet (Merat 2017). A 

paradox onkogén hatás szerint a V600E BRAF-ra specifikus gátlószer a vad típusú 

BRAF-ot és mutáns RAS-t hordozó sejtekben az ERK hiperaktivációját okozza 

(Weeraratna 2012, Holderfield és mtsai 2014, Hantschel 2015, Merat 2017). A jelenség 

hátterében a BRAF és a CRAF heterodimerizációja és így a CRAF-on keresztül 

végbemenő aktiváció állhat (Weeraratna 2012, Hantschel 2015). A paradox hatás 

kiküszöbölésre fejlesztés alatt állnak olyan BRAF-gátlók (PLX7904 és PLX8394), 

melyek a paradox onkogén hatást nem mutatják, így ígéretes másodgenerációs BRAF-

gátlóknak tekinthetőek (Zhang 2015). A PLX8394 elnevezésű vegyület BRAF mutáns 

melanóma, tüdő és kolorektális daganatok preklinikiai modelljeiben hatékony 

gátlószernek bizonyult (Okimoto és mtsai , Zhang 2015, Okimoto és mtsai 2016, Tutuka 

és mtsai 2017). 

Emellett megfigyelték, hogy a több mint két évig tartó BRAF inhibitorral való kezelés 

után a vastagbél adenómák előfordulási gyakorisága is nagymértékben megnövekszik, 

amely szintén a BRAF inhibitor paradox hatással hozható összefüggésbe (Amaravadi és 

mtsai 2015, Kelleher és mtsai 2017).  

 

1.2.2 A BRAF V600 inhibitorok elleni rezisztencia melanómában 

 

A célzott terápiás kezelés jellemzője, hogy a kezdeti gyors tumor ellenes hatás után 

drámai visszaesés következik be a kezelés hatékonyságában, melynek oka a célzott 

gátlószer ellen megjelenő rezisztencia (Hughes és mtsai 2016). 

A célzott terápiás gátlószerek ellenei rezisztencia egyik leggyakoribb formája az ún. gate-

keeper mutációk megjelenése a célzott molekulában, azonban a BRAF-gátlókkal 

kapcsolatosan ez a mechanizmus nem játszik szerepet (Sullivan és mtsai 2013). A V600 

BRAF inhibitorok elleni rezisztencia lehet eredendően jelenlévő és a kezelés közben 

fellépő (Sullivan és mtsai 2013). Az eredendően jelenlévő rezisztencia nagyjából a 

betegek 10%-át érinti (Lim és mtsai 2017). Hátterében, a sejtekben a BRAF V600 

mutáció melletti egyéb mutációk jelenléte illetve a sztróma által szekretált aktiváló 

faktorok állhatnak (Fedorenko és mtsai 2011, Sullivan és mtsai 2013). A szerzett 

rezisztencia oka leggyakrabban a MAPK-útvonal újraaktiválódása, de előfordulhat a 

DOI:10.14753/SE.2019.2253



 19 

MAPK útvonaltól független menekülési stratégia is a BRAF-gátlás hatása alól (Sullivan 

és mtsai 2013, Rizos és mtsai 2014). Ugyanakkor a betegek 25-40%-ban ismeretlen a 

rezisztencia mechanizmus (Lim és mtsai 2017). Fontos kiemelni, hogy komoly problémát 

jelent a rezisztencia leküzdésében a tumorok heterogenitása, az egy betegből származó, 

de különböző helyekről vett biopsziákban sokféle rezisztencia mechanizmus volt 

igazolható mind az egyes tumorokon belül mind a tumorok között (Lim és mtsai 2017).  

Mivel PhD munkám során a V600 BRAF mutáns tumorok közül kizárólag melanóma 

sejtvonalakkal végeztem kutatást, így a továbbiakban a melanómában előforduló BRAF-

gátló rezisztencia mechanizmusokat ismertetem részletesebben (5. táblázat). 

 

5. táblázat 

BRAF-gátló rezisztenciát okozó mutációk összefoglalása. (Glitza és mtsai 2014). 

GÉN NEVE MUTÁCIÓ TÍPUSA 

BRAF Amplifikáció, splice variánsok 

RAS Pontmutáció 

NF1 Pontmutáció 

MEK Pontmutáció 

PI3K Pontmutáció 

PTEN Deléció 

AKT Pontmutáció 

IGF1R Növekedett expresszió és aktiváció 

EGFR Növekedett expresszió és aktiváció 

PDGFR Növekedett expresszió és aktiváció 

Ciklin D Kópiaszám növekedés 

CDK 4/6 Pontmutáció 

CDKN2A Pontmutáció 

RAC1 Pontmutáció 

p53 Pontmutáció 

TERT Promóter pontmutáció 

MITF Expresszió szint változás 
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1.2.2.1 RAS és NF1 

A MAPK útvonal újraaktiválódásának egyik gyakori oka a RAS mutációk megjelenése a 

sejtekben. Mind a vizsgálatot megelőzően BRAF-gátló kezelést kapott, és nem kapott 

betegekben vizsgálták a RAS mutáció jelenlétét. A BRAF-gátló kezelést kapott 

betegekben az NRAS mutáció megjelenése gyakori esemény, az esetek mintegy 8-37%-

ban fordul elő. Az NRAS mellett a KRAS mutációja is előfordulhat (7%) (Rizos és mtsai 

2014, Shi és mtsai 2014). Azonban BRAF-gátló kezelést nem kapott melanómás 

betegekben Zheng és munkatársai megállapították, hogy V600E BRAF mutáció mellett 

nem fordult elő RAS mutáció. Ezzel ellentétben Jovanovic és munkatársai leírtak 3 olyan 

melanómás esetet, ahol NRAS Q61 mutáció mellett V600E BRAF mutáció volt 

megtalálható (Jovanovic és mtsai 2010). Fontos kiemelni, döntő fontosságú annak 

bizonyítása, hogy a RAS és BRAF mutáció valóban egyazon sejtben volt jelen. Míg 

Zheng és munkatársai mutáns allél-frekvencia vizsgálattal bizonyították ezt, addig 

Jovanovic és munkatársai ilyen jellegű vizsgálatokat nem végeztek.  

A RAS mutáció miatt megjelenő rezisztencia megszüntetésére több preklinikai 

vizsgálatot is végeztek (Nazarian és mtsai 2010, Greger és mtsai 2012). Kimutatták, hogy 

RAF vagy MEK és PI3K/AKT gátlók kombinált alkalmazásával ezen rezisztens 

sejtekben is terápiás válasz érhető el (Greger és mtsai 2012).  

Fontos még megemlíteni, hogy a RAS mellett a RAS aktiválódását gátló, így  

tumorszuppresszorként működő NF1 funkcióvesztése szintén hozzájárulhat a MAPK 

útvonal reaktiválódásán keresztül a BRAF vagy MEK-gátló rezisztencia kialakulásához 

(Whittaker és mtsai 2013). 

 

1.2.2.2 MEK1 és aktivátorai 

A MEK1-ben megjelenő mutációk szintén a MAPK útvonal reaktiválódásán keresztüli a 

BRAF-gátlókkal szembeni rezisztenciához vezetnek (Greger és mtsai 2012). A MEK1 

mutáció megjelenése a rezisztens esetek körülbelül  három százalékában fordul elő (Shi 

és mtsai 2014). A MEK1 mutációk közül a P124S és C121S mutáció mutatott 

összefüggést a BRAF-gátló terápia hatékonyságával (Wagle és mtsai 2011). BRAF-

gátlóval kezelt P124S MEK1 és V600E BRAF kettős mutáns betegek rövidebb 

progressziómentes túlélési idővel bírtak, mint a csak V600E BRAF mutáns betegek 

(Carlino és mtsai 2015). Sejtvonalakon végzett vizsgálatokban kimutatták, hogy a BRAF-
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gátló rezisztenciát okozó MEK1 mutánsok esetében a BRAF és MEK vagy ERK-gátló 

kombinált alkalmazása csökkentette a rezisztens klónok megjelenését (Emery és mtsai 

2009, Carlino és mtsai 2015). A MEK aktivátor COT fehérje aktiválódása szintén 

összefüggésbe hozható a BRAF-gátlókkal szembeni rezisztenciával (Arozarena és mtsai 

2017). 

 

1.2.2.3 RAF amplifikáció és splice variánsok 

Habár BRAF specifikus gátlószer hatására másodlagos mutációk nem jelennek meg a 

BRAF-ban, a BRAF vagy CRAF fehérje szintű amplifikációja és BRAF splice variánsok 

megjelenése állhat a BRAF-gátló rezisztencia hátterében (Montagut és mtsai 2008, 

Corcoran és mtsai 2011, Wagle és mtsai 2014). Poulikos és munkatársai kimutatták, hogy 

a RAS-kötő domént nélkülöző BRAF splice-variánsok képesek a RAS közreműködése 

nélkül is dimerizálódni és aktiválni a MEK/ERK jelpályát (Poulikakos és mtsai 2011). 

Egy BRAF+MEK-gátló kezelést kapott melanómás betegeket vizsgáló kohortban az 

esetek 40%-ban állapítottak meg BRAF amplifikációt és 20-30%-ban BRAF splice 

variánsok megjelenését (Poulikakos és mtsai 2011, Long és mtsai 2014, Wagle és mtsai 

2014). 

 

1.2.2.4 Tirozin kináz receptorok (RTK) 

Az RTK közül az EGFR, IGF1R és a PDGFRß hozható összefüggésbe a BRAF-gátló 

rezisztenciával (Nazarian és mtsai 2010, Villanueva és mtsai 2010, Girotti és mtsai 2013). 

A PDGFRß amplifikációja BRAF-gátló rezisztenciát okozott sejtvonalakon végzett 

vizsgálatban (Nazarian és mtsai 2010). Az IGFR fehérje szint megemelkedésének BRAF-

gátló rezisztenciában játszott szerepét preklinikai vizsgálatokban is bizonyították 

valamint megfigyelték BRAF-gátlóval kezelt melanómás betegek relapszusaiban is 

(Villanueva és mtsai 2010). Az EGFR emelkedett szintjét és aktivációját szintén igazolták 

BRAF-gátlóra rezisztens melanóma sejtvonalakon (Girotti és mtsai 2013). Továbbá 

kimutatták, hogy a BRAF-gátló rezisztens melanómákban az EGFR expressziója 

epigenetikai változások miatt növekedett meg és a PI3K/AKT útvonal aktivációját okozta 

(Wang és mtsai 2015). 
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1.2.2.5 PI3K/AKT és PTEN 

A PI3K/AKT útvonal (1. ábra) párhuzamos onkogén aktivációja is előfordulhat BRAF 

mutáns tumorokban. Mind BRAF-gátló kezelést nem kapott betegek mintáiban, mind 

kezelés utáni rezisztens tumor mintákban a PI3K és az AKT társ mutáció előfordulási 

gyakorisága 3-4,5 % körülinek adódott (Shi és mtsai 2014, Manca és mtsai 2015, Zheng 

és mtsai 2015). Az AKT mutáció közül a Q79K és E17K, a PI3K mutáció közül a D350G 

és az E545G/K mutatott BRAF-gátló rezisztenciával összefüggést egy melanóma 

sejtvonalakon végzett kutatásban (Shi és mtsai 2014).  

A PTEN tumorszuppreszor funkcióvesztéses mutációja is vezethet a PI3K/AKT útvonal 

aktivációjához. Melanóma esetében a V600E BRAF mutáció mellett megjelenő PTEN 

funkcióvesztéses mutáció hozzájárulhat a metasztatikus melanóma kialakulásához és 

progressziójához, valamint szignifikánsan rosszabb túlélést mutat és gyorsabb agyi 

áttétképződéshez vezet (Dankort és mtsai 2009, Bucheit és mtsai 2014). PTEN 

funkcióvesztéses mutáció V600E BRAF mutáció mellett gyakran, mintegy 31%-os 

gyakorisággal fordult elő BRAF-gátló kezelést nem kapott betegek mintáiban (Bucheit 

és mtsai 2014). Catalonotti és munkatársai vizsgálatai azt mutatták, hogy a PTEN 

mutációja, habár nem minden esetben, de szignifikánsan rontotta a teljes túlélést 

(Catalanotti és mtsai 2017). Egy másik tanulmány szerint a progressziómentes túlélés 

csaknem felére csökkent a PTEN társ mutációt is hordozó csoportban (Nathanson és mtsai 

2013). Melanóma sejtvonalakon végzett vizsgálatok is alátámasztották, hogy a PTEN társ 

mutációt hordozó BRAF mutáns tumorok kevésbé érzékenyek a BRAF gátlószerekre 

(Paraiso és mtsai 2011). BRAF mutáns és PTEN funkcióvesztéses melanóma 

sejtvonalakban a BRAF-gátló kezelés AKT aktiváció emelkedését és apoptózis 

csökkenést okozott (Paraiso és mtsai 2011). A PTEN vad típusú melanómákhoz képest a 

PTEN funkcióvesztéses mutáció magasabb AKT alap aktivációs és integrin expressziós 

szintet okozott, valamint ezen sejtvonalak a BRAF-gátlásra a citotoxikus válasz 

elkerülését mutatták (Fedorenko és mtsai 2016). Preklinikai vizsgálatokban kimutatták, 

hogy a BRAF+PTEN kettős mutáns melanómákban a panPI3K+IGFR+BRAF 

kombinációs gátlás hatékonyabb lehet, mint a BRAF monoterápia (Herkert és mtsai 

2016).  

A PTEN funkcióvesztéses mutációt hordozó melanómákban felmerülhet a PI3K/AKT 

útvonal gátlásának más terápiás megközelítése is. A Rheb kis GTP-áz fehérje 
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farnezilálódása szükséges ahhoz, hogy az mTORC1-et aktiválja, így a PI3K/AKT útvonal 

aktiválódjon, így felmerülhet a farneziláció gátlás lehetősége a PI3K/AKT útvonal 

gátlására (1. ábra). A PTEN funkcióvesztéses mutációt hordozó limfómákban a 

farnezilációt gátló szerek tumor ellenes hatását már igazolták (Mavrakis és mtsai 2008). 

A biszfoszfonátok közé tartozó zoledronsav a farnezildifoszfonát-szintázt gátolja és 

számos tumortípusban igazolták proliferációt gátló és apoptózis indukáló hatását (Zekri 

és mtsai 2014). Továbbá emlő és húgyhólyag tumorok esetében igazolták, hogy a 

zoledronsav tumor növekedést gátló hatása a PTEN/AKT útvonalon keresztül érvényesül 

(Li és mtsai 2011, Fragni és mtsai 2016). A fentiek alapján a V600E BRAF mutáns + 

PTEN funkcióvesztéses tumorok esetében is felmerülhet a zoledronsav tumor ellenes 

hatásának lehetősége. 

 

1.2.2.6 p53 

A p53 mutációja a leggyakoribb előforduló mutáció humán daganatokban, az esetek 

mintegy felében megjelenhet (Yu és mtsai 2009, Muller és mtsai 2014). A p53 fehérje a 

genom őrzője, a DNS károsodása esetén szabályozza, hogy DNS-javítás vagy az sejthalál 

folyamata menjen végbe a sejtben (Bond és mtsai 2012). A p53 mutációi közül 

előfordulhat funkció-nyeréses és funkció vesztéses mutáció is (Muller és mtsai 2014). A 

p53 pontmutációja általában agresszívebb tumor fenotípushoz vezet, mint a vad típusú 

vagy funkcióvesztéses p53 mutációt hordozó tumorok (Muller és mtsai 2014). 

Melanómában a betegek mindössze 10-18 %-a hordoz p53 pontmutációt (Box és mtsai 

2014, Kim és mtsai 2016). Továbbá a V600E BRAF és p53 kettős mutáns esetek 12 – 22 

%-ban fordulnak elő. Jelenleg klinikai vizsgálat alatt van dabrafenib+trametinib valamint 

mdm2-p53 kapcsolódást gátló (AMG232) kombinációs terápiája (Eroglu és mtsai 2016). 

 

1.2.2.7 TERT 

Humán tumorokban a telomeráz reverz transkriptáz (TERT) promóter mutációjának 

előfordulása gyakori esemény és a mutáció már a tumorgenezis első lépéseiben 

megjelenik (Bell és mtsai 2016). A leggyakoribb pontmutációk 124 (C228T) és 146 

(C250T) bázispárral a transzlációs start kodon előtt helyezkednek el (Bell és mtsai 2016). 

TERT mutáció BRAF mutáns melanómában 21%-os gyakorisággal fordul elő (Macerola 

és mtsai 2015, Vuong és mtsai 2017). Kimutatták, hogy melanóma esetében a BRAF és 
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TERT kettős mutáns tumorok agresszívabb fenotípussal és rosszabb túléléssel járnak, 

mint csak az egyik mutációt hordozó tumorok (Xing és mtsai 2014, Macerola és mtsai 

2015, Liu és mtsai 2016). 

TERT és BRAF kettős mutáns melanómában a RAS-ERK jelátvitel onkogén aktivációja 

központi szerepet játszik az aktív kromatin regulációjában és az RNS polimeráz II mutáns 

TERT promóterhez való kapcsolódásában (Li és mtsai 2016). A TERT mutáció 

megjelenése a BRAF mutáció mellett hozzájárulhat a benignus naevusból való malignus 

melanóma kialakulásához (Li és mtsai 2016). A fentiek alapján felvetődik a lehetőség 

BRAF és TERT promóter gátlók kombinált alkalmazásának terápiás előnyeiről a BRAF 

és TERT kettős mutáns melanómákban (Li és mtsai 2016). 

 

1.2.2.8 Ciklin D1/CDK4/6/CDKN2A 

A sejtciklus szabályozásában fontos szerepet betöltő p16-ciklinD1-CDK4/6 útvonal 

gyakran sérült melanómában (Yadav és mtsai 2015, Yoshida és mtsai 2016). 

Leggyakrabban a CDKN2A vagy CDK4 mutációja valamint a ciklinD1 amplifikáció 

okozza a sejtciklus szabályozás zavarait. Ezek a mutációk a V600E BRAF mutáns esetek 

mintegy felében fordulhatnak elő (Yadav és mtsai 2015). Sejtvonalakon végzett 

vizsgálatok is alátámasztották, hogy a ciklinD1 amplifikáció BRAF-gátló rezisztenciát 

okoz (Smalley és mtsai 2008). Betegmintákon végzett vizsgálatokban a ciklinD1 

amplifikáció és CDKN2A deléció rosszabb progressziómentes túléléssel társult, mint az 

ezeket a társ mutációkat nem hordozó csoportban (Nathanson és mtsai 2013). Mivel a 

ciklinD1 amplifikáció érzékenyíti a tumorokat a CDK4/6-gátlókra, felmerülhet a 

CDK4/6-gátlók használata a BRAF-gátló rezisztens melanómákban (Yadav és mtsai 

2015). Preklinikai vizsgálatokban kimutatták, hogy a BRAF-gátlóra rezisztens vonalak 

CDK4/6-gátló kezelésre szenzitívek maradtak (Yoshida és mtsai 2016). Továbbá BRAF 

és CDK4/6-gátlók kombinált alkalmazására klinikai vizsgálatok vannak folyamatban 

(Yadav és mtsai 2015). 

 

1.2.2.9 RAC1 

A RAC1 fehérje a Rho kis GTP-ázok közé tartozik és a tumorgenezis és metasztázis 

folyamataiban vesz részt (Watson és mtsai 2014). A RAC1 P29S mutációja a betegek 4-

7%-ában található meg és vemurafenib rezisztencia kialakulásához vezethet (Watson és 
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mtsai 2014, Halaban 2015). Egy nemrég megjelent közlemény szerint a p21 aktivált kináz 

(PAK) elleni gátlószerek hatékonyak lehetnek a RAC1 mutáns melanómák kezelésében 

(Araiza-Olivera és mtsai 2018). 

 

1.2.2.10 MITF 

A MITF transzkripciós faktor a melanociták fejlődésének központi szabályozója és a 

melanóma progressziójában is fontos szabályozó funkcióval bír (Levy és mtsai 2006). A 

MITF expressziójára szükség van a melanóma sejtek túléléséhez, valamint expressziós 

szintje befolyásolja a melanóma sejtek proliferációs, inváziós és túlélési képességét. 

(Wellbrock és mtsai 2008, Wellbrock és mtsai 2015). Az onkogén BRAF mutáció 

közvetlen hatással van a MITF fehérje expressziójára, szabályozza az optimális MITF 

expressziós szintet a tumor sejtek túléléséhez (Wellbrock és mtsai 2015). Egyre több 

bizonyíték van arra, hogy a MITF a BRAF-gátló elleni rezisztenciát jelző fehérje. Az 

eddigi vizsgálatok eredményei ellentmondásosak, mind a növekedett, mind a hiányzó 

MITF expresszió összefüggésbe volt hozható a rezisztencia kialakulásával (Wellbrock és 

mtsai 2015). Egy tanulmányban kimutatták, hogy a BRAF-gátlóval való kezelés kezdeti 

szakaszában a MITF expressziója fokozatosan növekszik és hozzájárul a rezisztens 

klónok kiválogatodásához (Smith és mtsai 2016). Továbbá Van Allen és munkatársai 

BRAF-gátló rezisztens betegek mintáiban MITF gén amplifikációját mutatták ki (Van 

Allen és mtsai 2014). Ugyanakkor a MITF hiányzó expressziója együtt jár az 

AXL/WNT5 emelkedett szintjével, ami egy agresszív, rezisztens melanóma populációt 

eredményez (Muller és mtsai 2014). Egy funkcionális vizsgálatban megállapították, hogy 

a MITF depléciója az EGFR jelátvitel aktivációjához és rezisztens fenotípus 

megjelenéséhez vezet, míg a MITF magas expressziója BRAF és MEK-gátló 

érzékenységet okoz (Ji és mtsai 2015). 

 

1.3 A melanóma immun checkpoint fehérjék gátlásán alapuló terápiája 

 

A melanóma alapvetően immunogén daganat, így az immunsejtek működésének 

befolyásolása hatással lehet a daganat progressziójára. Ezt bizonyítja az a két 

megfigyelés, mely szerint az elsődleges daganat eltávolítása és az áttétek kialakulása 
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között gyakran hosszú idő telik el, valamint néhány esetben megfigyelték a melanóma 

spontán gyógyulását is (Sullivan és mtsai 2013).  

Jelenleg a PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) és CTLA-4 (ipilimumab) T-sejtes 

immunválaszt gátló receptorok gátlásán alapuló immunterápiák elfogadottak 

melanómában (Hughes és mtsai 2016). Mivel a BRAF-gátlók használata megnövelheti 

az immunsejtek aktivitását és az antigén bemutatást, a BRAF V600 mutációt hordozó 

melanómákban klinikai fázisvizsgálatok vannak a V600 BRAF specifikus inhibitorok és 

immunterápiák kombinálásának hatékonyságának tesztelésére (Hughes és mtsai 2016). 

Az első eredmények alapján a vemurafenib és ipilimumab kombinációs alkalmazása 

bíztató eredményeket hozott és a kezelés mellékhatásai jól tolerálhatónak bizonyultak 

(Hassel és mtsai 2016). Azonban vannak olyan tanulmányok is, amelyek a 

mellékhatásként megjelenő, súlyos májtoxicitás miatt nem ajánlják a két szer kombinált 

alkalmazását (Park és mtsai 2013). Felmerült a lehetősége a BRAF-gátlók és 

immunterápia egymás után történő alkalmazásának is. Egy nemrég megjelent tanulmány 

szerint a korábban BRAF-gátlót kapott betegek közül, akik több mint 6 hónapig reagáltak 

a kezelésre, utána jobban reagáltak a másodvonalbeli anti-PD-1 terápiára, mint akik 

gyorsan progrediáltak a BRAF-gátló kezelésre (Johnson és mtsai 2017). 

 

1.4 A BRAF-gátló rezisztencia hatása a melanóma sejtek fenotípusára 

 

Több tanulmány kimutatta, hogy a BRAF-gátlóra rezisztens sejtek invazívabb 

fenotípussal bírnak, mint a BRAF-gátlóra érzékeny sejtek (Li és mtsai 2015, Wang és 

mtsai 2015, Cordaro és mtsai 2017). Az invazív fenotípus kialakulásának folyamata az 

epitéliális – mezenhimális átmenet (EMT) (Tulchinsky és mtsai 2014). Az EMT során az 

eredetileg epitél jellegű sejtek elveszítik apikális-bazális polarizáltságukat valamint a 

környező sejtekhez és a bazális membránhoz való kapcsolódásukat. Ugyanakkor a 

mezenhimális sejtekhez hasonló fehérjéket kezdenek el termelni (Pearlman és mtsai 

2017). A melanómára jellemző EMT során fellépő fehérje expressziós szint változásokat 

a 6. táblázat tartalmazza.  

Melanómában az EMT folyamatát több útvonal (RAS/RAF/MEK/ERK, 

PI3K/AKT/mTOR, Wnt/ß-catenin, TGF-ß) is szabályozza az EMT-transzkripciós 

faktorokon (Zeb, Snail, Twist) keresztül (Pearlman és mtsai 2017). Előrehaladott 
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melanómában a BRAF vagy NRAS aktiválódása szabályozhatja az EMT folyamatát, a 

MEK/ERK/FRA-1 útvonalon keresztüli ZEB-1 és TWIST-1 transzkripciós faktor 

aktiválással. (Tulchinsky és mtsai 2014, Paluncic és mtsai 2016). A FRA-1 transzkripciós 

faktor a RAS jelpálya egyik effektora (Tulchinsky és mtsai 2014). A FRA-1 a ZEB-1 és 

TWIST-1 expresszióját növeli, míg a ZEB-2 és SNAIL-2 expresszióját csökkenti 

(Dhillon és mtsai 2015). Az EMT folyamatának fontos markere az E-cadherin 

expressziójának elvesztése és az N-cadherin expressziójának növekedése. A V600E 

BRAF mutáns melanóma sejtekben az E-cadherin expressziójának elvesztése figyelhető 

meg, amely összefüggésbe hozható a sejtek metasztatikus aktivitásának növekedésével 

(Boyd és mtsai 2013). Továbbá az N-cadherin szintjének növekedése mellett a vimentin 

intermedier filamentum expressziója is megnő, így segítve elő a sejtek invazív 

fenotípusának kialakulását (Paluncic és mtsai 2016). A mátrix metalloproteázok 

aktiválódása is elősegíti a sejtek invázióját: a BRAF mutáns melanómában a mutáns 

BRAF a MEK/ERK/TWIST-1 útvonalon keresztül aktiválja az MMP-1-et (Weiss és 

mtsai 2012). Az invazív fenotípus kialakulásának másik központi kapcsolója a MITF 

transzkripciós faktor. Az EMT folyamata során a MITF szintje fokozatosan csökken 

(Tulchinsky és mtsai 2014). A MITF alacsony expressziója invazív fenotípus, míg magas 

expressziója differenciációhoz és proliferatív fenotípus megjelenéséhez vezet (Hartman 

és mtsai 2015).  
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6. táblázat 

Fehérje expressziós szint változások az EMT során melanómában (Tulchinsky és mtsai 

2014, Pearlman és mtsai 2017). 

 

FEHÉRJE 

EXPRESSZIÓ 

CSÖKKENÉS (   )  

NÖVEKEDÉS (   ) 

ZEB-1  

ZEB-2  

SNAIL-1  

SNAI-2 (SLUG)  

TWIST-1  

TWIST-2  

MITF  

FRA-1  

E-CADHERIN  

N-CADHERIN  

VIMENTIN  

FIBRONEKTIN  

MÁTRIX 

METALLOPROTEÁZOK (MMP) 
 

 

1.5 A nem-V600 BRAF mutáns szolid tumorok célzott terápiája 

 

 Az elmúlt években a BRAF-ot célzó gyógyszerfejlesztések a V600E mutációra 

fókuszáltak, főként a melanómában gyakran előforduló V600E BRAF mutáns esetek 

miatt. Azonban az új generációs szekvenálási módszerek széles körben való 

elterjedésével és a 600-as kodonon kívül eső szekvenciák (főként az 11. és 15. exonban 

elhelyezkedők) vizsgálatával, a nem-V600E esetek száma növekedést mutat (Richtig és 

mtsai 2017). 

Mivel a nem-V600 BRAF mutáns tumorokban is aktivált állapotba kerül a 

RAF/MEK/ERK jelpálya (lásd: 1.1.1 fejezet), a BRAF és/vagy MEK gátlók használata 

ebben a molekuláris altípusban is felmerülhet. Nem-V600 BRAF mutáns áttétes 
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melanómás betegekben a V600E BRAF specifikus gátlószerek (vemurafenib, dabrafenib) 

nem értek el terápiás hatást, a daganatok progrediáltak (Kim és mtsai 2016). Ebben a 

daganattípusban egy esettanulmány bemutatta, hogy egy L597S BRAF mutáns beteg 

részleges választ adott MEK-gátló kezelésre (Dahlman és mtsai 2012). Nem-V600 BRAF 

mutáns tüdőrák esetén a vemurafenib terápiára 6-ból 1 beteg adott részleges választ 

(Gautschi és mtsai 2015) és néhány esettanulmány létezik, ahol a pan-RAF gátló 

sorafenib hatására betegek részleges terápiás választ mutattak (Gautschi és mtsai 2015, 

Sereno és mtsai 2015, Casadei Gardini és mtsai 2016). Valamint egy preklinikai 

tanulmányban kimutatták, hogy a dabrafenib és trametinib kombinált terápia gátolhatja a 

növekedést és apoptózist indukálhat nem-V600 BRAF mutáns tüdőrák sejtvonalakon 

(Noeparast és mtsai 2017). 

A nem-V600 BRAF mutáció prognosztikus értéke eltérő a különböző daganatokban. A 

nem-V600 BRAF mutáció jelenléte melanómában és kolorektális daganatban jobb teljes 

túlélést mutat, mint az ilyen mutációt nem hordozó daganatok (Kim és mtsai 2016, Jones 

és mtsai 2017). Melanómában IV. stádiumú betegeknél a nem-V600 BRAF mutáns 

betegek teljes túlélése 17.9 hónap, míg a V600E BRAF mutánsoké 16.1 hónap volt (Kim 

és mtsai 2016). Kolorektális daganatos betegek esetében egy több mint 9000 IV. stádiumú 

beteget vizsgáló tanulmány kimutatta, hogy a nem-V600 BRAF mutáns betegek túlélése 

(60.7 hónap) szignifikánsan magasabb volt, mint a V600E BRAF mutáns (11.4 hónap) és 

BRAF vad típusú (43 hónap) betegeké (Jones és mtsai 2017). Tüdőrákban a nem-V600 

BRAF mutáció jelenléte azonban rosszabb teljes túlélési adatokat mutat mint a V600E 

BRAF mutáció (Litvak és mtsai 2014, Gautschi és mtsai 2015). Első vonalban 

kemoterápiát kapott BRAF mutáns tüdőrákos betegeknél a teljes túlélés a V600E BRAF 

mutáció esetén 25.3 hónapnak, míg nem-V600 BRAF mutáció esetén 11.8 hónapnak 

adódott (Gautschi és mtsai 2015). 

Összességében azonban elmondható, hogy a nem-V600 BRAF mutáns betegek célzott 

terápiás kezelése jelenleg nem megoldott, így új terápiás megközelítésekre sürgető 

szükség van.  
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

 

Munkánk során a BRAF mutáns szolid tumorok célzott terápia érzékenységét 

meghatározó molekuláris faktorokat vizsgáltuk. A következő célkitűzéseket fogalmaztuk 

meg. 

1. V600E BRAF mutáns és PTEN-t expresszáló és V600E BRAF mutáns és PTEN 

fehérjét nem vagy csak kis mértékben expresszáló melanóma sejtvonalakon a 

biszfoszfonátok közé tartozó zoledronsav tumor ellenes hatásának összehasonlítása. 

  

2. V600E BRAF mutációt hordozó melanóma sejtvonalakon a hosszú távú vemurafenib 

kezelés során fellépő fenotípusos és molekuláris változások feltérképezése: 

- a sejtvonal párok proliferációs és migrációs képességének vizsgálata 

- a fenotípusos változások hátterében álló molekuláris folyamatok vizsgálata különböző 

faktorok  mRNS és fehérje expressziós szintjének meghatározásával 

- a fellépő rezisztencia mechanizmusok alapján, a rezisztenciát okozó fehérjék elleni 

gátlószerek hatékonyságának tesztelése. 

 

3. A nem-V600 BRAF mutációt hordozó szolid daganatok (melanóma, tüdő, emlő 

sejtvonalak) preklinikai modelljein a pan-RAF (sorafenib, AZ628) és a MEK 

(selumetinib) kombinációs gátlás tumor ellenes hatásának vizsgálata. 
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3. MÓDSZEREK 

 

3.1. Sejtvonalak 

A kísérletek során használt sejtvonalak szövettani eredete és elérhetősége a 7. táblázatban 

olvasható. 

7. táblázat 

A kísérletekben felhasznált sejtvonalak listája. 

 

SEJTVONAL TUMOR TÍPUSA 
EREDET 

(Katalógus szám) 

4.1 fejezet 

A375 melanóma ATCC CRL-1619 

A2058 melanóma ATCC CRL-11147 

LOX melanóma 
(Fodstad és mtsai 

1988) 

HT168-M1; 

M1 
melanóma 

(Ladanyi és mtsai 

1990) 

HT199 melanóma 
(Ladanyi és mtsai 

1995) 

WM239 melanóma WISTAR  

WM35 melanóma WISTAR  

4.2 fejezet 

Mel KD melanóma (Lai és mtsai 2012) 

Mel JL melanóma (Lai és mtsai 2012) 

Mel JR melanóma (Lai és mtsai 2012) 

MM90906 melanóma Marco Donia 

MM90911 melanóma 
(Donia és mtsai 

2017) 

MM040111 melanóma Marco Donia 

DOI:10.14753/SE.2019.2253



 32 

4.3 fejezet 

A375 melanóma ATCC CRL-1619 

CRL5885 tüdő ATCC NCI-H1666 

CRL5922 tüdő ATCC NCI-H2087 

WM3629 melanóma WISTAR  

WM3670 melanóma WISTAR  

MDAMB231 emlő ATCC HTB-26 

 

 

A sejteket 5% CO2 tartalom mellett 37 oC fokon tenyésztettük termosztátban. A sejteket 

10% FBS-el (Life Technologies, Carlsbad, CA) és antibiotikumokkal (penicillin-

sztreptomicin, amfotericin B) (Lonza, Basel, Switzerland) kiegészített 4,5%-os glükóz 

tartalmú DMEM médiumban (Lonza) tenyésztettük. 

A hosszú távú vemurafenib kezelés hatásait vizsgáló kísérleteinket 3 pár vemurafenib 

kezelés előtti (pre) és közbeni – 4-6 héttel első kezelés után - (post) betegekből izolált 

sejtvonalakon (Mel KD, Mel JL, Mel JR), illetve 3 pár in vitro 14 hétig tartó, emelkedő 

koncentrációjú vemurafenib (0,001 µM-10 µM) kezelésnek alávetett sejtvonalakkal 

(MM90906, MM90911, MM040111) végeztük. A sejtvonalak eredetét és a betegek 

információt a 8. táblázat tartalmazza. A Mel KD, Mel JL, és Mel JR sejtvonal párokat 

Karianne Risberg és Oystein Fodstadt (Institute for Cancer Research Oslo University 

Hospital), az MM90906, MM909011 és MM040111 sejtvonal-párokat Marco Donia 

(University of Copenhagen Herlev Hospital) adományozta laborunknak további 

vizsgálatokra. 

A nem-V600 BRAF mutáns sejtvonalak BRAF/RAS mutációs státuszát a 9. táblázatban 

ismertetem. 
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8. táblázat 

A hosszú távú vemurafenib kezelés hatásait vizsgáló kísérleteinkben felhasznált 

sejtvonalakra vonatkozó klinikai adatok. A Mel sejtvonalak eredetének információ Lai, 

2012 cikke alapján vannak megadva (Lai és mtsai 2012) (1. beteg=Mel KD, 3. beteg= 

Mel JR, 4. beteg= Mel JL). Az MM sejtvonalak eredetének információit Marco Donia 

bocsátotta rendelkezésünkre. Minden sejtvonal V600E BRAF mutációt tartalmazott. (F – 

férfi, N- nő, DTIC – dekarbazin, IL-2 – interleukin-2, IFN-a –interferon alfa) 

 

SEJTVONAL NEM KOR 

KEZELÉS 

VEMURAFENIB 

KEZELÉS 

ELŐTT 

VEMURAFENIB 

KEZELÉST 

KAPOTT A 

BETEG? 

VÁLASZ 

VEMURA-

FENIB 

KEZELÉSRE 

Mel KD F 35 DTIC Igen, 11 hétig 
Részleges 

válasz 

Mel JL N 53 Taxol Igen, 15 hétig 
Részleges 

válasz 

Mel JR N 54 DTIC Igen, 15 hétig 
Részleges 

válasz 

MM90906 F 36 IL-2/IFN-a Nem - 

MM90911 F 41 

IL-2/IFN-a, anti-

CTLA4 

(ipilimumab), 

Dendritikus sejt 

vakcina (klinikai 

vizsgálat) 

Nem - 

MM040111 N 78 Nem kapott Nem - 
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9. táblázat 

A nem-V600 BRAF mutáns pan-RAF + MEK gátlásra adott válaszának vizsgálatához 

használt sejtvonalak BRAF/RAS mutációi. 

 

SEJTVONAL BRAF 
BRAF KINÁZ 

AKTIVÁLTSÁGA 

RAS 

(N/K) 
REFERENCIA 

A375 

melanóma 
V600E   magas wt 

(Hoeflich és 

mtsai 2009) 

CRL5885 

tüdő 
G466V alacsony wt 

(Guo és mtsai 

2008) 

WM3629 

melanóma 
D594G alacsony G12D (N) 

(Lin és mtsai 

2008) 

WM3670 

melanóma 
G469E alacsony G12D (N) 

(Lin és mtsai 

2008) 

MDAMB231 

emlő 
G464V közepes G13D (K) 

(Holderfield és 

mtsai 2013) 

CRL5922 

tüdő 
L597V közepes Q61K (N) 

(Davies és mtsai 

2002) 

 

3.2 Gátlószerek 

 

A kísérletek során a következő gátlószereket használtuk fel: preniláció-gátló: zoledronsav 

(Selleck Chemicals, Houston, TX), V600E BRAF specifikus gátlószer: vemurafenib 

(Selleck Chemicals), MEK-gátló: selumetinib (Selleck Chemicals), pan-RAF-gátló: 

sorafenib (LC Laboratories, Woburn, MA) és AZ628 (Sigma-Aldrich), PI3K/mTOR 

kettős-gátló: BEZ235 (Selleck Chemicals), EGFR-gátló: erlotinib (Selleck Chemicals) 

(3. 4. és 10. táblázat). A zoledronsav kivételével, melyet fiziológiás sóoldatban oldottunk 

fel 4 mg/ml koncentrációban, a gátlószereket 100%-os DMSO-ban (Sigma-Aldrich, 
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Saint-Luis, Missouri, USA) oldottuk fel 10 mM-os vagy 100 µM-os (BEZ235) 

törzskoncentrációban és felhasználásig -80 oC-on tároltunk. 

 

10. táblázat 

Kísérleteink során felhasznált inhibitorok szerkezete és célpontjai. 

VEGYÜLET 

NEVE 
SZERKEZET CÉLPONT (IC50) 

Zoledronsav 

 

kis GTP-ázok preniláció-

gátlása: 

10-100 µM 

Erlotinib 

 

EGFR: 2 nM 

BEZ235 

 

PI3K-p110α/β/γ/δ: 4/5/7/75 

nM 

mTOR:6 nM 

 

 

3.3 Életképességi tesztek 

3.3.1 SRB esszé 

 

A sejtek fehérje mennyiségének meghatározásán alapuló SRB esszé segítségével 

analizáltuk a sejtek életképességét. A sejteket 96 lyukú edény középső 60 lyukába (5000 

sejt/lyuk; 500 sejt/lyuk), vagy 24 lyukú sejttenyésztő edénybe (1000 sejt/lyuk) tettük, 

majd egy éjszakán keresztül hagytuk letapadni. Rövidtávon 72 óráig vagy hosszútávon 6 

illetve 10 napig kezeltük a sejteket az adott gátlószerekkel. A proliferációs képességet 

vizsgáló kísérletekben 1000 sejtet tettünk 96 lyukú sejttenyésztő edénybe, majd a 

kiültetés utáni 1. 3. 5. és 7. napon lefixálva a sejteket megállapítottuk, hányszorosára nőtt 
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a sejtek száma az adott napon az 1. naphoz képest. A kezelés idő letelte után 10%-os 

triklórecetsavval (TCA) oldattal fixáltuk a sejteket, majd csapvizes mosás következett. A 

fixálás után 0,4%-os SRB oldattal festettük meg a fixált sejteket. A megkötött festéket 10 

mM-os Tris pufferben (pH=8) oldottuk fel és fotometráltuk 570 nm-en (EL800, BioTec 

Instruments, Winooski, VT). A kísérleteket minimum háromszor, egymástól függetlenül 

elvégeztük. A módszert a 4.1.2, 4.2.1, 4.2.2, 4.2.6 fejezeteknél alkalmaztuk. 

3.3.2 Klonogenitási esszé 

 

A sejtek fehérje mennyiségének meghatározásán alapuló klonogenitási esszé segítségével 

jellemeztük a sejtek klónképző képességét. A sejteket 6 lyukú sejttenyésztő edénybe 

(1000 sejt/lyuk) helyeztük és egy éjszakán át hagytuk letapadni. A sejteket 10 napig 

kezeltük az adott gátlószerekkel. A kezelés idő letelte után 3:1 arányú metanol: ecetsav 

oldattal fixáltuk a sejteket, majd csapvizes mosás következett. A fixálás után 0,1 w/v%-

os kristályibolya oldattal festettük meg a fixált sejteket. A megkötött festéket 2%-os SDS-

ben oldottuk fel és fotometráltuk 570 nm-en (EL800, BioTec Instruments, Winooski, 

VT). A gátlószerek hatását a kontroll, tehát kezelést nem kapott csoport értékéhez 

normalizáltuk (relatív viabilitás, relatív klonogenitás). A kíséreleteket legalább 

háromszor, egymástól függetlenül elvégeztük. A módszert a 4.1.2 és 4.2.7 fejezeteknél 

alkalmaztuk. 

3.3.3 Kombinációs index (CI) számítása 

 

Két inhibitor gátló hatása közti szinergia meglétét kombinációs index segítségével 

állapítottuk meg. A kombinációs indexet a Chou-Talalay módszerrel, a CompuSyn 

program (Ting Chao Chou and Nick Martin, Paramus, NJ, 2005) segítségével számoltuk 

ki (Chou 2010). Összesen 36 különböző inhibitor koncentrációnál állapítottuk meg a 

kombinációs indexet. Ha CI<1, szinergista, ha CI=1 additív, ha CI>1 antagonista hatás 

áll fent a két inhibitor között. A módszert a 4.2.6 és 4.3.1 fejezeteknél alkalmaztuk. 
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3.4 Videomikroszkópos mérések 

A videomikroszkópos méréseket az alábbi cikk alapján végeztük el (Hegedűs és mtsai 

2004) . Röviden a sejteket 24 lyukú sejttenyésztő edény középső 12 lyukába tettük és egy 

éjszakán át hagytuk letapadni. (Corning Incorporated, Corning, NY). Másnap a médiumot 

kicseréltük CO2 independens médiumra (Life Technologies, Carlsbad, CA), amely 10 % 

FBS-el és 4 mM glutaminnal egészítettünk ki. A külső lyukakat PBS-el (Lonza) töltöttük 

fel a párolgásból adódó veszteség kiküszöbölésére. Ezután a sejteket inverz fázis-

kontraszt mikroszkóppal kiegészített 37oC-os inkubátorba helyeztük (World Precision 

Instruments, Sarasota, FL). A mérés során 10 percenként készült felvétel 3 szomszédos 

látótérről, a kezelés után minimum 72 óráig. A felvételekről látóterenként minimum 6 sejt 

mozgását követtük. A kísérleteket legalább háromszor, egymástól függetlenül 

elvégeztük. Az eredmények kiértékelést egyes sejtek követésével manuálisan végeztük 

el, majd megállapítottuk sejtek adott időegység alatti elmozdulását. A módszert a 4.2.3 

és 4.3.4 fejezeteknél alkalmaztuk. 

3.5 TUNEL esszé 

Az apoptotikus sejtek detektálásáhaz a sejteket 24 lyukú sejttenyésztő edénybe tettük és 

egy éjszakán át hagytuk letapadni. A kezelés után a sejteket fixáltuk 4%-os PFA-val és a 

gyártó protokollja szerint elvégeztük az apoptotikus sejtek jelölését (Kat.szám:11684795, 

Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). A sejtmagokat DAPI festékkel jelöltük. A 

kiértékeléshez megszámoltuk a TUNEL pozitív sejtek arányát legalább három 20x 

nagyítású látótérben. A módszert a 4.1.3 és 4.3.5 fejezeteknél alkalmaztuk. 

3.6 Immunblot 

 

A vizsgált sejteket 6 lyukú sejttenyésztő edénybe tettük és egy éjszakán át hagytuk 

letapadni. A kezelés után a sejteket 6%-os TCA-val fixáltuk, majd módosított Laemmli 

pufferben (90 mM Tris-HCl, pH 7.9, 2% SDS, 10% glicerol, 5 mM EDTA, 125 mg/ml 

urea, 100 mM dithiothreitol, 0.02% brómfenol-kék) oldottuk fel a pelletet. A teljes 

fehérjekoncentrációt Qubit 3 (Thermo Scientific, Waltham, MA) készülékkel mértük 

meg. A fehérjéket elektroforézis módszerrel választottuk el méret szerint 10%-os SDS-
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PAGE (BioRad, Hercules, CA) segítségével, majd a fehérjéket PVDF membránra 

(Thermo Scientific) transzferáltuk. Az immunblot analízis során a következő 

ellenanyagokat használtuk elsődleges antitestként 1:1000 higításban egy éjszakán át 4 oC-

on történő inkubációval: anti PARP/cleaved-PARP (Merck Millipore, Billerica, MA 

AM30, Cell Signaling, Danvers, MA #9541), anti p-Erk/Erk, p-Akt/Akt, p-S6/S6, p-

CRAF/CRAF, PTEN, EGFR (CellSignaling; #9101, #9102,  #4058, #9272 #2215, #2217, 

#9427, #9422, #9188, #4267). A foszforilált kinázok foszforiláltsági helyei: p-CRAF 

(Ser338), p-Erk (Thr202/Tyr204), p-S6 (Ser240/244), p-Akt (Ser473). Kontrollként anti 

β-tubulin vagy β-aktint (Cell Signaling #2128 és #4970) használtunk. Másodlagos 

antitestként HRP-jelölt anti-nyúl vagy anti-egér (Jackson ImmunoResearch, West Grove, 

PA) - 1:10000 higítás, 1 óra, szobahő - használtunk. A vizualizáció Pierce™ ECL 

Western Blotting Substrate kittel (Thermo Scientific) történt. A módszert a 4.1.3, 4.2.5 

és 4.3.3 és 4.3.5 fejezeteknél alkalmaztuk. 

 

3.7 Sejtciklus vizsgálatok 

 

A sejtciklus vizsgálatokhoz a sejteket 6 lyukú sejttenyésztő edénybe tettük és egy 

éjszakán át hagytuk letapadni. A kezelést követően a sejteket tripszinizáltuk, majd DAPI-

val festettük 5 percig 37°C-on. A stabilizáló puffer hozzáadása után a mintákat 8 lyukú 

NucleoCounter lemezekre tettük. NucleoCounter NC-3000™ (Chemometec, Allerod, 

Denmark) készülék segítségével elemeztük a fluoreszcens jelet. Az egyedi sejtekhez 

rendelhető DAPI fluoreszcens jel intenzitásából számítodik ki az adott sejt DNS tartalma 

és így az adott sejtciklus fázisban lévő sejtek százalékos aránya. A módszert a 4.3.2 

fejezetnél alkalmaztuk. 

 

3.8 Kvantitatív PCR 

 

A vizsgált sejteket 6 lyukú sejttenyésztő edénybe tettük és egy éjszakán át hagytuk 

letapadni. A sejttenyészetből PBS oldattal történő mosás után saját készítésű TRIZOL 

reagenssel (0,9 M guanidin-tiocianát, 0,45 M ammónium-tiocianát, 0,12 M nátrium-

acetát, 6% glicerol, 40 % fenol) izoláltunk RNS-t. 1 ml TRIZOL reagenst adtunk a 

sejtekhez lyukanként és inkubáltuk 5 percig. A lizátumot Eppendorf-csőbe helyeztük és 
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0,2 ml kloroformot adtunk hozzá, majd centrifugáltuk (12000 g, 15 perc). A felső fázist 

egy új Eppendorf csőbe helyeztük át, majd 0,5 ml izopropanolt adtunk hozzá és 30 percig 

-20 oC-on inkubáltuk. Centrifugálás (13000g, 10 perc) után a felülúszót elöntöttük és 1 

ml 75%-os etanolt adunk hozzá. Centrifugálás (13000g, 5 perc) után a felülúszót 

elöntöttük és az RNS pelletet kiszárítottuk, majd 10 ul RN-áz mentes vízben oldottuk fel 

és -80 oC-on tároltuk a mintákat. Az izolált RNS mennyiségét és minőségét a Nanodrop 

ND-1000 spektrofotométerrel ellenőriztük és a megfelelő mennyiségű és tisztaságú RNS-

t használtuk a PCR reakciók során. Revert Aid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) 

használtunk a reverz transzkripcióhoz, a használati útmutatónak megfelelően. A primerek 

tervezését a Clone Manager szoftverrel (Sci-Ed Software, Cary, NC, USA) végeztük el. 

A legtöbb vizsgálathoz a PCR reakciókat 12 μl térfogatban, Maxima SYBR/ROX 

mastermixet (Thermo Scientific) használva 50 ng kiindulási cDNS-ből, 0,5 μM-os primer 

koncentráció mellett végeztük. A mérések során ABI Prism 7000 SDS Thermocycler 

(Applied Biosystems) készüléket használtunk. TaqMan valós idejű PCR segítségével 

mértük az EGFR gén expresszióját. A primer szekvenciákat a 11. táblázat foglalja össze. 

Minden mintát minden génre kétszeres ismétlésben mértünk. GAPDH és β-aktin 

háztartási gének expresszióját használtuk kontrollként és a relatív expressziót a delta CT 

módszerrel számítottuk ki. Az mRNS expresszió változást a kezelés utáni sejtekben a 

deltadelta CT módszerrel határoztuk meg (fold change, FC). Az mRNS expresszió 

növekedését vagy csökkenését hőtérképen ábrázoltuk MatLab szoftver (Natick, MA) 

segítségével. A módszert a 4.1.4 fejezetnél alkalmaztuk. 

 

11. táblázat A qPCR során használt primerek szekvenciái 

 

PRIMER NEVE SZEKVENCIA 

SNAIL FOR TAT GCT GCC TTC CCA GGC TTG 

SNAIL REV ATG TGC ATC TTG AGG GCA CCC 

ZEB-1 FOR CCA GTG GTC ATG ATG AAA ATG GAA 

CAC C 

ZEB-1 REV CAG ACT GCG TCA CAT GTC TTT GAT 

CTC 

VIMENTIN FOR GGC TCA GAT TCA GGA ACA GC 
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VIMENTIN REV CTG AAT CTC ATC CTG CAG GC 

N-CADHERIN FOR  GCA TCA TCA TCC TGC TTA TCC 

N-CADHERIN REV  TTC TCC TCC ACC TTC TTC ATC 

E-CADHERIN FOR CAG AGC CTC TGG ATA GAG AAC GCA 

E-CADHERIN REV GGC ATT GTA GGT GTT CAC ATC ATC 

GTC 

MMP1 FOR TAC ATG CGC ACA AAT CCC 

MMP1 REV ACA GCC CAG TAC TTA TTC CC 

MMP3 FOR TGG GCC AGG GAT TAA TGG AG 

MMP3 REV GGG AGT GGC CAA TTT CAT GAG 

FRA-1 FOR ACA CCC TCC CTA ACT CCT TTC 

FRA-1 REV TGC TGC TAC TCT TGC GAT G 

MITF FOR AGA CAT GCG CTG GAA CAA GG 

MITF REV GAG CAA CAA ATG CCG GTT GG 

EGFR TAQMAN HS01076078_M1 

PDL-1 FOR  GCC GAA GTC ATC TGG ACA A 

PDL-1 REV  TTG GTG GTG GTG GTC TTA C 

PDL-2 FOR CAA TGT GAC CCT GGA ATG  

PDL-2 REV GGC TGT TAT TGC TCC AAG 

PD-1 FOR AGC CTG GTG CTG CTA GTC TG 

PD-1 REV TGC GCC TGG CTC CTA TTG TC 

B7-1 FOR CCT GGG CCA TTA CCT TAA TC 

B7-1 REV AGT AGG TCA GGC AGC ATA TC 

GAPDH FOR CTGGCGTCTTCACCACCAT 

GAPDH REV GCCTGCTTCACCACCTTCT 

AKTIN FOR CGG CCA GGT CAT CAC CAT TG 

AKTIN REV CTC CAT GCC CAG GAA GGA AG 
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3.9 In vivo kísérletek 

 

Az állatkísérleteket az Országos Onkológiai Intézet Kísérletes Farmakológia Osztályán 

végeztük, az Országos Onkológiai Intézet Állatkísérleti Bizottságának követelményei 

szerint (engedély szám: PEI/001/2574-6/2015). MDAMB231 sejteket (2x106 50 μl 

szérum mentes DMEM-ben) oltottunk 10 hetes nőstény NSG egerek emlőjébe (10 egér/ 

csoport). Az oltás után számított második héten az egereket 25 mg/tkg sorafenibbel 

és/vagy 10 mg/tkg selumetinibbel kezeltük naponta, intraperitoneálisan 18 napig. A 

kontrol csoport ezeknek megfelelő mennyiségű DMSO-t kapott. A tumorokat kaliperrel 

hetente kétszer mértük meg és a tumor térfogatát a következő képlettel számoltuk ki 

(hosszúság x szélesség2 x (4π/3). A kapott értékeket relatív értékre (V) transzformáltuk a 

következő képlet segítségével: V = Vt/V0, ahol a V0 a kezelés 1. napján mért tumor 

térfogat,a Vt az adott napon mért tumor térfogat. A kezelés utáni 18. napon az állatokat 

elaltattuk, majd a tumorokat eltávolítottuk és a tömegüket lemértük. A módszert a 4.3.6 

fejezetnél alkalmaztuk. 

 

3.10 Statisztika 

 

Több csoport közti statisztikailag szignifikáns különbségek megállapítására ANOVA-

tesztet használtunk Tukey vagy Dunnett's post hoc teszttel. Két csoport esetén párosítatlan 

t-tesztet használtunk. A korreláció számításnál Spearman korrelációt alkalmaztunk. A 

statisztikai analíziseket a GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA) 

segítségével végeztük. Az ábrákon minden esetben az átlag és a standard hiba (SEM) 

értéke van feltüntetve. Az eredmények értékelésekor p <0,05 változást tekintettünk 

statisztikailag szignifikáns különbségnek. 
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4. EREDMÉNYEK 

 

4.1 A zoledronsav hatása a V600E BRAF mutáns melanóma sejtek 

életképességére és apoptózis indukciójára PTEN fehérje expressziós 

szintjének függvényében 

 

4.1.1 A vizsgált melanóma sejtek PTEN státuszának meghatározása 

 

A vizsgálat során felhasznált hét V600E BRAF mutáns melanóma sejtvonal PTEN 

expresszióját immunblot módszerrel elemeztük (4. ábra). A WM35, LOX és A375 

vonalak PTEN fehérjét kifejezik, míg az M1, A2058, WM239 és HT199 vonalak a PTEN 

fehérjét nem vagy csak nagyon kis mértékben termelik. 

 

 

 

4. ábra A vizsgált melanóma sejtek PTEN státuszának meghatározása immunblot 

módszerrel. 

 

 

4.1.2 A vemurafenib és zoledronsav kezelés hatása az életképességre 

 

Az életképességi teszteket mind rövid (72 óra), mind hosszú távon (10 nap) elvégeztük. 

A rövid távú életképességi tesztek eredményei azt mutatták, hogy a vemurafenib esetében 

a csak BRAF mutációt hordozó sejtek (világos kék), a zoledronsav kezeléskor pedig (a 

LOX sejtvonal kivételével) a BRAF mutáns és PTEN fehérjét csökkentve expresszáló 

sejtek (sötét kék) voltak érzékenyebbek (5. ábra). A hosszú távú életképességi esszék 

eredményei is megerősítették a rövid távú esszék eredményeit (6. ábra). A LOX, az egyik 
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csak BRAF mutáns sejtvonal, a rövid távú életképességi tesztben a zoledronsavra 

érzékenynek bizonyult (5/B. ábra), addig a hosszútávú életképességi esszében már 

rezisztensnek bizonyult a zoledronsav kezelésre (6/B. ábra). 

 

 

 

5. ábra A vizsgált 7 BRAF mutáns melanóma sejtvonal (A) vemurafenib és (B) 

zoledronsav érzékenységének meghatározása életképességi esszé segítségével. 72 órás 

kezelés. 

B 

A 
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6. ábra A vizsgált 7 BRAF mutáns melanóma sejtvonal (A) vemurafenib és (B) 

zoledronsav érzékenységének meghatározása életképességi esszé segítségével. A 

vemurafenib kezelés koncentráció 3 μM, a zoledronsav kezelési koncentráció 5 μM volt, 

10 napos kezelés (*p ≤ 0.05, * * p ≤ 0.01, * * * p ≤ 0.001). 

A 

B 
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4.1.3 A zoledronsav apoptózis indukáló hatásának vizsgálata 

 

A sejteken apoptózis vizsgálatot is végeztünk TUNEL és hasított PARP immunblot esszé 

segítségével (7. ábra). A zoledronsav kezelésre a csak BRAF mutációt hordozó sejtekben 

nem jelent meg a hasított PARP és negatívak voltak a TUNEL festésre, míg a BRAF 

mutáns és PTEN fehérjét nem vagy kis mértékben expresszáló sejtekben a WM239 

kivételével a hasított PARP megjelent és a sejtek nagy arányban TUNEL pozitivitást 

mutattak. Az eredmények alapján elmondhatjuk, hogy a zoledronsav kezelés a BRAF 

mutáns és PTEN fehérjét nem vagy kis mértékben expresszáló sejtekben apoptózist 

indukálhat. 

 

 

 

 

 

7. ábra A vizsgált hét BRAF mutáns melanóma sejtvonal apoptózis vizsgálata 

zoledronsav (Z) kezelés hatására. (A) TUNEL esszé és (B) hasított PARP esszé vizsgálat 

K=kontrol, Z= zoledronsav. 48 órás kezelés. 
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4.2 A hosszú távú vemurafenib kezelés hatásának feltérképezése V600E 

BRAF mutáns melanóma sejtvonal párokon  

 

A vizsgálat során célunk volt a hosszú távú vemurafenib kezelés hatására bekövetkező 

molekuláris és fenotípusos változások feltérképezése hat V600E BRAF mutáns 

melanóma sejtvonal páron (8. táblázat). A kezelés előtti sejtvonal a „pre”, míg a kezelés 

utáni sejtvonal a „post” nevet kapta. Első lépésben megvizsgáltuk a sejtek vemurafenib 

IC50 értékét, valamint a kezelés proliferációra és migrációra gyakorolt hatását. Majd 

molekuláris szinten vizsgáltuk különböző EMT markerek, transzkripciós faktorok, 

immunfaktorok és növekedési faktor receptorok mRNS expressziós szintjének és néhány 

EGFR/MAPK és PI3K/mTOR/Akt jelátviteli útvonal tag aktivációjának változásait. 

 

4.2.1 A sejtvonal párok vemurafenib IC50 értékének meghatározása 

 

A sejtvonal párok vemurafenib IC50 értékét 72 órás SRB esszé segítségével határoztuk 

meg (12. táblázat). Az eredményekből látszik, hogy a hat sejtvonal párból kettőben (Mel 

JL és MM90906) már a kezelés előtt is magas volt a vemurafenib IC50 érték, ami nem 

nőtt tovább jelentősen a kezelés után, míg a többi négy sejtvonal párban jelentősen 

megnövekedett az IC50 érték a kezelés hatására. 
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12. táblázat 

A vizsgált BRAF mutáns melanóma sejtvonal párok vemurafenib kezelés előtti (pre) és 

utáni (post) vemurafenib érzékenysége. 72 órás kezelés. 

 

SEJTVONAL 

VEMURAFENIB 

KEZELÉS 

ELŐTTI (PRE) 

IC50 [µM] 

VEMURAFENIB 

KEZELÉS 

UTÁNI (POST) 

IC50 [µM] 

Mel KD 3,0 11,8 

Mel JL 19,3 22,9 

Mel JR 0,6 9,1 

MM90906 8,4 12,5 

MM90911 0,9 >>25 

MM040111 0,4 1,5 

 

4.2.2 A sejtvonal párok proliferációs képességének vizsgálata 

 

A sejtvonal párok proliferációs képességét a sejtek számának SRB esszé segítségével 

történő mérésével jellemeztük a kiültetést követő 1, 3, 5 és 7 napokon. Az eredmények a 

8. ábrán láthatók. A hat sejtvonal párból négyben a kezelés után csökkent (Mel KD, Mel 

JL, MM90911, MM040111), míg két párnál (Mel JR, MM90906) nőtt a proliferáció.   
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8. ábra A vizsgált BRAF mutáns melanóma sejtvonal párok proliferációja 

(*p ≤ 0.05, * * p ≤ 0.01, * * * p ≤ 0.001). 

 

4.2.3 A sejtvonal párok migrációs képességének vizsgálata 

 

A sejtvonal párok migrációs képességét videomikroszkópos módszerrel vizsgáltuk. A 20 

óra alatt megtett elmozdulás értékeket a 9. ábra szemlélteti. Az MM90906 sejtvonal pár 

kivételével minden esetben szignifikánsan megnőtt a kezelés után a migrációs képesség. 
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9. ábra A vizsgált BRAF mutáns melanóma sejtvonal párok migrációs aktivitása 

 (*p ≤ 0.05, * * p ≤ 0.01, * * * p ≤ 0.001). 

 

4.2.4 A hosszú távú vemurafenib kezelés hatására bekövetkező molekuláris változások 

feltérképezése  

 

Mivel a fenotípusos változások vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy szinte minden 

sejtvonal pár migrációs képessége nőtt a hosszú távú kezelés hatására, így ennek 

molekuláris hátterét szerettük volna következő lépésben felderíteni. Kvantitatív PCR 
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segítségével vizsgáltuk különböző klasszikus EMT markerek (SNAIL, ZEB-1, MMP-3, 

MMP-1, vimentin, N-cadherin, E-cadherin), egyes transzkripciós faktorok (MITF, FRA-

1), az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) és az immun checkpoint fehérjék 

(PDL-1, PD-1, PDL-2, B7-1) mRNS szintjének változásait a sejtvonal párokban. Az 

eredményeket a 10. ábra szemlélteti. 

Az egyes sejtvonal párok nem mutattak egységes mintázatot a vizsgált faktorok 

expressziós szint változásában. Mivel minden sejtvonal pár esetén nőtt a migrációs 

képesség a hosszú távú kezelés hatására, az E-cadherin kivételével a vizsgált EMT 

markerek esetében növekedést vártunk. E-cadherin mRNS expressziót nem találtunk 

egyik sejtben sem. A többi EMT marker esetében mind növekedés (MM90906, Mel KD, 

Mel JL), mind csökkenés (Mel JR, MM90911, MM040111) előfordult a kezelés hatására. 

Egyedül a vimentin mutatott egységesen emelkedést a sejtvonal párokban, a Mel JR 

sejtvonal kivételével. A migrációs képességet és az EMT folyamatát szabályozó 

transzkripciós faktorok közül a MITF szintjének csökkenését és a FRA-1 szintjének 

növekedését vártuk, azonban ezen faktorok esetében is heterogén képet kaptunk a 

sejtvonalak között. A növekedési faktorok közül az EGFR szintjét vizsgáltuk, a Mel JR 

sejtvonal kivételével mRNS szintjük növekedését tapasztaltuk. Az immun markerek 

közül a PDL-1 mRNS szintje növekedett, nem változott vagy csökkent, míg a PDL-2 

mRNS szintjének csökkenése vagy növekedése volt megfigyelhető a sejtvonal párokban. 
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10. ábra. A kvantitatív PCR alapú kifejeződés változása a hosszútávú vemurafenib 

kezelés során. Az ábrán a kezelés utáni mRNS expresszió változás van ábrázolva. 

Színkód: piros - expresszió növekedés, zöld - expresszió csökkenés. 

 

A következőkben a vizsgált faktorok mRNS expressziós szintjeit hasonlítottuk össze a 

migrációs és proliferációs képességgel (11. ábra). A migrációs képességgel a MITF 

transzkripciós faktor (majdnem szignifikáns), míg a proliferációs képességgel a FRA-1 

transzkripciós faktor mutatott negatív korrelációt. Az EGFR mRNS expresszió a MITF 

mRNS expressziójával negatív, míg a FRA-1 mRNS expresszióval pozitív korrelációt 

mutatott. Továbbá negatív korrelációt találtunk a MITF és a FRA-1 mRNS expressziója 

között.  
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11. ábra. Korrelációk a (A) migráció és MITF mRNS (B) proliferáció és FRA-1 mRNS 

(C) EGFR és MITF mRNS (D) EGFR és FRA-1 mRNS (E) és MITF és FRA-1 mRNS 

között. A feltüntetett paraméterek a Spearman-korreláció számítás során kapott értékek. 

 

4.2.5 A jelátviteli útvonalak aktiválódása a sejtvonalpárokban 

 

A MAPK útvonal aktivációját Erk, míg a PI3K/AKT útvonal aktivációját az Akt és S6 

fehérjék aktivációjával jellemeztük. Ezen kívül – a korábbi vizsgálataink eredményeinek 

megfelelően - vizsgáltuk még a sejtek PTEN és EGFR expressziós státuszát is (12/A. 
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ábra). A legtöbb párban nem találtunk szignifikáns eltérést az Erk és S6 aktivációban. 

Kivételt a Mel JL és a Mel JR pár képezett, itt egyik esetben csökkent, míg a másik 

esetben növekedett az Erk aktivációja (12/B. ábra). Ezzel szemben az Akt aktiváció 

majdnem minden sejtben megváltozott, a Mel KD és Mel JR párokban jelentősen 

lecsökkent, míg a Mel JL, MM9096 és MM90911 párokban jelentősen növekedett (12/B. 

ábra).  
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12. ábra. Immunblot eredmények. (A) Reprezentatív immunblot a sejtvonal párok Erk, 

Akt, S6 totál és foszforilált valamint a PTEN fehérje expressziójáról. (B)  A hosszú távú 

vemurafenib kezelésre bekövetkező Erk, Akt és S6 aktiváció változások. Szürke: nem 

változott, Fehér: szignifikáns csökkenés Fekete: szignifikáns növekedés. 

A 

B 
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Megvizsgáltuk az Akt aktiváció és a PTEN expresszió, valamint az Erk aktiváció és 

EGFR expresszió közti összefüggést is (13/A,B. ábra). A PTEN tumorszuppresszor 

funkciójának megfelelően azt találtuk, hogy a PTEN fehérjét csökkentve expresszáló 

sejtekben (Mel KD pre, Mel KD post, Mel JL post MM90911 pre és MM90911 post) az 

Akt aktiváció szignifikánsan nagyobb, mint a PTEN-t expresszáló sejtekben (Mel JL post, 

Mel JR pre, Mel JR post, MM90906pre, MM90906 post, MM040111 pre, MM040111 

post) (13/A ábra). Továbbá az EGFR-t csökkent mértékben expresszáló sejtekben (Mel 

JL pre, Mel JR pre, Mel JR post, MM909011 pre, MM040111 pre, MM040111 post) az 

Erk aktiváció szignifikánsan kisebb, mint  az EGFR-t nagy mértékben expresszáló 

sejtekben (Mel KD pre, Mel KD post, Mel JL post, MM90906 pre, MM90906 post, 

MM90911 pre) (13/B ábra).  

Az EGFR fehérje expresszióját a sejtek IC50 értékének függvényében is megvizsgáltuk. 

A vemurafenibre szenzitív sejtek (IC50<3 µM) alacsony, míg a rezisztens sejtek (IC50>3 

µM) többnyire magas szinten expresszálták az EGFR-t (13/C ábra). 
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13. ábra (A) A PTEN fehérje expresszió hatása az Akt aktivációra. (B) Az EGFR fehérje 

expresszió hatása az Erk aktivációra. (C) Az EGFR fehérje magasabb expressziója a 

vemurafenib rezisztens sejtekben jellemző. 

 

4.2.6 EGFR és PI3K/mTOR inhibitorok hatásának vizsgálata a sejtek életképességére 

 

Mivel az EGFR expressziója az Erk aktivációval pozitív, a PTEN expresszió az Akt 

aktivációval negatív korrelációt mutatott, teszteltük az EGFR inhibitor erlotinib és 

PI3K/mTOR kettős inhibitor BEZ235 hatását a sejtvonal párokon. Azt az eredményt 

kaptuk, hogy az EGFR-t kis mértékben expresszáló vonalak (EGFR negatív) mutattak 

általánosságban nagyobb érzékenységet az erlotinibre, míg a PTEN expresszió nem 

mutatott jelentős összefüggést a BEZ235 érzékenységgel, mindegyik sejtvonal 

érzékenynek bizonyult a kezelésre (14/A,B ábra).  
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14. ábra. A sejtvonal párok (A) erlotinib (B) BEZ235 érzékenységének meghatározása 

életképességi esszé segítségével. 6 napos kezelés. 
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A BEZ235 és erlotinib kombinációs kezelés hatását is megvizsgáltuk a sejtvonalakon. 

Compusyn program segítségével számoltuk ki a kombinációs index (CI) értékeket. A CI 

értékek alapján elmondhatjuk, hogy a legtöbb kezelési koncentrációban szinergista vagy 

additív hatást mutatott a két szer kombinációs alkalmazása (15. ábra). 
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15. ábra. Kombinációs index (CI) értékek meghatározása erlotinib és BEZ235 kezelésre. 

A CI értékek jelenése: CI>1 antagonista, CI=1 additív és CI<1 szinergista gátló hatás. 

 

4.2.7 A sejtvonal párok zoledronsav érzékenységének vizsgálata PTEN expressziós 

státuszuk függvényében 

 

A 4.1 fejezetben leírt megfigyelést, miszerint a BRAF mutáns és a PTEN fehérjét nem 

vagy kis mértékben expresszáló sejtek a zoledronsav kezelésre nagyobb érzékenységet 

mutatnak, a sejtvonal párokon is teszteltük. Ezen sejtvonalak esetében is igazoltuk, hogy 

PTEN-t nem vagy csak kis mértékben expresszáló sejtvonalak érzékenyebbek a 

zoledronsav kezelésre, mint a PTEN fehérjét expresszáló sejtek (16. ábra).   
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16. ábra A vizsgált melanóma sejtvonal párok zoledronsav érzékenységének 

meghatározása hosszú távú (10 nap) életképességi esszé segítségével. Világos kékkel a 

PTEN fehérjét expresszáló, sötét kék színnel a PTEN fehérjét nem vagy csak kis 

mértékben expresszáló sejtek vannak feltüntetve (*p ≤ 0.05, * * p ≤ 0.01, * * * p ≤ 0.001). 

 

4.3 Nem-V600 BRAF mutációt hordozó szolid tumoros sejtvonalak pan-

RAF és MEK kombinált gátlásra adott válasza 

 

Vizsgálataink során öt nem-V600 BRAF mutáns és egy V600E BRAF mutáns 

sejtvonalon (9. táblázat) elemeztük a pan-RAF és MEK kombinált gátlásának hatását. 

Pan-RAF inhibitorként sorafenibet, MEK-inhibitorként selumetinibet használtunk. Mivel 

a sorafenib pan-RAF gátló hatása mellett más kinázokat is gátolhat (3. táblázat), ezért egy 
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specifikus pan-RAF inhibitorral, az AZ628-al is elvégeztük az életképességi és apoptózis 

indukciót vizsgáló kísérleteket.  

 

4.3.1 Életképességi vizsgálatok és a kombinációs index meghatározása a pan-RAF és 

MEK gátlószerekkel 

 

Az életképességet vizsgáló kísérletekben az egyes kezelésekre a selumetinib esetén az 

A375, a sorafenib esetén a WM3670, míg az AZ628 esetén a WM3670 és MDAMB231 

sejtvonal bizonyult a legérzékenyebbnek (17. ábra). A szinergista gátló hatás 

vizsgálatához a sejteket selumetinib és sorafenib/AZ628 kombinációjával kezeltük, majd 

Compusyn program segítségével számoltuk ki a kombinációs index (CI) értékeket. Azt 

tapasztaltuk, hogy minden sejtvonal esetén kisebb CI értéket kaptunk, mint 1, tehát a pan-

RAF és MEK-gátlószer között szinergista hatás áll fent a vizsgált nem-V600 BRAF 

mutáns sejtvonalak esetében (18. és 19. ábra).  
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17. ábra A vizsgált 6 BRAF mutáns sejtvonal (A) selumetinib (B) sorafenib és (C) AZ628 

érzékenységének meghatározása SRB esszé segítségével.  
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18. ábra Kombinációs index (CI) értékek a selumetinib és sorafenib kezelésre. A CI 

értékek jelenése: CI>1 antagonista, CI=1 additív és CI<1 szinergista gátló hatás. 
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19. ábra Kombinációs index (CI) értékek a selumetinib és AZ628 kezelésre. A CI értékek 

jelenése: CI>1 antagonista, CI=1 additív és CI<1 szinergista gátló hatás. 

 

4.3.2. A kezelések hatása a sejtciklus eloszlásra 

 

A sejtciklus analízis során kimutattuk, hogy a sejtek a G0/G1 fázisban rekednek meg a 

selumetinib és sorafenib kombinációs kezelés hatására. Továbbá a CRL5885 és 

MDAMB231 sejtekben a szubG1 fázisban lévő apoptotikus sejtek számának emelkedését 

is tapasztaltuk a kombinációs kezelés hatására (20. ábra).  

 

DOI:10.14753/SE.2019.2253



 65 

 

20. ábra A selumetinib (Se) és/vagy sorafenib (So) kezelés hatása a sejtciklus eloszlásra. 

48 órás kezelés. 

 

4.3.3 A kombinációs kezelés jelátvitelre gyakorolt hatásának vizsgálata 

 

A selumetinib és sorafenib kombinációs gátlás hatását a CRAF, Erk1/2, Akt és S6 

expressziójára és aktivációra immunblot esszével vizsgáltuk (21. ábra). Az Erk1/2 

aktiváció mind selumetinib, mind sorafenib kezelésre csökkent. A kombinációs kezelés 

az egyes kezelésekhez képest tovább csökkentette a p-Erk1/2 szintet, kivéve az A375 

sejtvonalban, ahol a selumetinib kezelés teljes Erk1/2 deaktiválást okozott. 

Eredményeink arra utalnak, hogy a kombinációs kezelés hatékonyabban tudja gátolni a 
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MAPK útvonalat a nem-V600 BRAF mutáns sejtekben. A selumetinib és sorafenib 

kombinált kezelés hatását az Akt/mTOR útvonal elemein is vizsgáltuk. A kombinált 

kezelés hatása nem volt egyforma a sejtvonalakon. A WM3629 és CRL5922 

sejtvonalakban a p-Akt szint megemelkedett, míg a többi sejtvonalban csökkent vagy nem 

változott a kontrollhoz képest. Hasonló módon a p-S6 szint csökkent vagy nem változott 

a kontrollhoz képest kombinált kezelésre a sejtvonalakban.  Érdekes módon a WM3629 

és WM3670 melanóma vonalakban az egyes selumetinib kezelés az Akt aktivációjának 

emelkedését okozta. Továbbá az egyes vagy kombinált kezelések a nem-V600 BRAF 

mutáns sejtekben a CRAF expresszió emelkedést indukálhattak. A CRAF aktiváció a 

CRL5885, WM3629, WM3670 és MDAMB231 sejtekben emelkedett meg a kezelések 

hatására. 

 

 

21. ábra A vizsgált  BRAF mutáns sejtvonalakon a selumetinib és/vagy sorafenib kezelés 

jelátviteli fehérjékre (CRAF, Erk, Akt, S6: totál és foszforilált) gyakorolt hatásának 

meghatározása immunblot módszerrel.  4 órás kezelés. 
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4.3.4 A kombinációs kezelés hatása a sejtek migrációs képességére 

 

A selumetinib és sorafenib kombinációs kezelés hatását vizsgáltuk a sejtek migrációs 

képességére is (22. ábra). Az egyes selumetinib vagy sorafenib kezelések hatására a 

legtöbb sejtvonal esetében csökkent a migrációs képesség. Érdekes módon a WM3629 

melanóma sejt migrációs képessége megemelkedett az egyes selumetinib kezelés 

hatására. A kombinációs kezelés nem okozott szignifikánsan nagyobb hatást a sejtek 

migrációs képességének csökkentésében, mint az egyes kezelések. Azonban a WM3629 

és MDAMB231 vonalakban csak a kombinációs kezelés okozott szignifikánsan csökkent 

migrációt a kontrollhoz képest. 

 

 

22. ábra A selumetinib és/vagy sorafenib kezelés migrációra gyakorolt hatásának 

vizsgálata video mikroszkópos módszerrel. Kezelés utáni 48-72 óra (*p ≤ 0.05, * * p ≤ 

0.01, * * * p ≤ 0.001). 
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4.3.5. Apoptózis indukció a kombinációs kezelések során 

 

A sejteken további két apoptózis vizsgálatot is végeztünk TUNEL és hasított PARP 

immunblot esszé segítségével (23. és 24. ábra). A selumetinib vagy sorafenib/AZ628 

kezelésre nem vagy csak minimális szinten jelent meg a hasított PARP, míg a 

kombinációs kezelés a sejtekben megnövelte a hasított PARP megjelenését (23/A,B 

ábra). A WM3629 vonalban a selumetinib és AZ628 kombinációs kezelésre a totál PARP 

szint lecsökkent, a hasított PARP nem jelent meg. A selumetinib és sorafenib 

kombinációs kezelés esetében a TUNEL esszét is elvégeztünk, ami megerősítette a 

hasított PARP immunblot esszé eredményeit (24/A,B ábra). Az eredményeink alapján 

elmondhatjuk, hogy a pan-RAF és MEK kombinált gátlása növeli az apoptotikus sejtek 

arányát az egyes kezelésekhez képest.   

 

 

23. ábra A vizsgált 6 BRAF mutáns sejtvonal apoptózis vizsgálata selumetinib és/vagy 

sorafenib/AZ628 kezelés hatására. (A) Hasított PARP immunblot esszé selumetinib 

és/vagy sorafenib kezeléssel. (B) Hasított PARP immunblot esszé selumetinib és/vagy 

AZ628 kezeléssel. 
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24. ábra A vizsgált 6 BRAF mutáns sejtvonal apoptózis vizsgálata selumetinib és/vagy 

sorafenib kezelés hatására. (A) TUNEL pozitív sejtek aránya selumetinib és/vagy 

sorafenib kezelésre. (B) Reprezentatív képek a WM3670 sejtvonal TUNEL esszé 

eredményéről kék – DAPI sejtmag; zöld – TUNEL pozitív sejtmagok. 48 órás kezelés 

(*p ≤ 0.05, * * p ≤ 0.01, * * * p ≤ 0.001). 
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4.3.6. A kombinációs kezelés hatása MDAMB231 xenograftokon 

 

Meghatároztuk a selumetinib és sorafenib kombinációs kezelés hatását 14 hetes NSG 

egerek MDAMB231 sejvonallal oltott ortotopikus modelljében is. Az MDAMB231 

sejteket nőstény egerek emlőmirigyébe injekcióztuk, majd a tapintható tumorméret 

elérése után az állatokat véletlenszerűen négy csoportra osztottuk. A kontroll csoportban 

DMSO-t, a selumetinib csoportban 10 mg/tkg selumetinibet, a sorafenib csoportban 25 

mg/tkg sorafenibet, míg a kombinációs csoportban selumetinibet és sorafenibet kaptak az 

állatok naponta, intraperitoneális injekció formájában. A 18. kezelési napon a kezelést 

leállítottuk és az állatokat eutanizáltuk. Az eredmények azt mutatták, hogy bár mind a 

sorafenib mind a selumetinib csökkentette a tumor növekedést a kombinációs kezelés érte 

el a legnagyobb tumor csökkentő hatást (25/A, C, D ábra). A nagyobb tumorcsökkentő 

hatás a DMSO kontroll és a sorafenib csoporthoz viszonyítva szignifikáns volt a 

kombinációs csoportban, míg a selumetinib csoporthoz viszonyítva a különbség nem 

adódott szignifikánsnak (25/C,D ábra). A kezelések toxicitását is monitoroztuk a kísérlet 

során. Az állatok testsúlya nem változott szignifikánsan a kísérlet során és a kezelési 

csoportok testsúly vesztesége között sem találtunk szignifikáns eltérést (25/B ábra).  
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25. ábra Az MDAMB231 emlő sejtvonal xenograft növekedése NSG egérmodellben. (A) 

A relatív tumor méret az idő függvényében. (B) Az egerek testsúlyának csökkenése (%) 

az 1. kezelési naphoz képest. (C) A relatív tumor térfogatok a 18. kezelési napon. (D) A 

tumor tömegek (g) a 18. kezelési napon (*p ≤ 0.05, * * p ≤ 0.01, * * * p ≤ 0.001). 
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5. MEGBESZÉLÉS 

 

5.1 A PTEN tumorszupresszor hatása a V600E BRAF mutáns melanóma 

sejtek terápiás érzékenységére 

 

A V600 BRAF mutáns szolid daganatok terápiájának tovább fejlesztésére sürgető 

szükség van. A betegek nagy részének teljes túlélésének jelentős javítása nem érhető el a 

jelenlegi célzott terápiás eszközökkel a gátlószerekkel szemben fellépő rezisztencia 

mechanizmusok miatt. Dolgozatomban V600E BRAF mutáns melanóma sejtvonalakon 

vizsgáltam a vemurafenib elleni rezisztencia mechanizmusait és a lehetséges kezelési 

megoldásokat. 

 A PTEN mutáció a V600E mutáció mellett 30-40%-os gyakorisággal fordul elő és a 

melanóma sejtek BRAF-gátló rezisztenciáját okozza (Paraiso és mtsai 2011, Bucheit és 

mtsai 2014, Herkert és mtsai 2016). Paraiso és munkatársai kimutatták, hogy a PTEN 

fehérje elvesztése nem a BRAF-gátlók sejtnövekedést gátló hatását, hanem az apoptózis 

indukcióját csökkenti a BIM proapoptotikus fehérje gátlásán keresztül (Paraiso és mtsai 

2011). Míg a vemurafenib apoptózis indukcióját mi nem vizsgáltuk, azonban kimutattuk, 

hogy a vemurafenib a hosszú távú életképességi esszében nagyobb mértékben gátolta a 

PTEN-t expresszáló sejteket, mint a PTEN negatív sejteket (6/A ábra). Továbbá a PTEN 

negatív melanómákban magasabb Akt alapaktiváció mutatható ki, mint a PTEN pozitív 

melanómákban (Fedorenko és mtsai 2016). Ezt a megfigyelést az általunk vizsgált 

melanómákban is kimutattunk (13/A. ábra).  A PTEN funkcióvesztéses melanómák 

terápiájára többféle megoldási javaslat született az irodalomban. Felmerült a BRAF és 

PI3K gátlók kombinált alkalmazása valamint a panPI3K, IGF1R és MAPK gátlók 

kombinációja is (Fedorenko és mtsai 2016, Herkert és mtsai 2016). Munkánk során 

alternatív megoldásként a preniláció-gátló zoledronsavat teszteltük V600E BRAF mutáns 

és PTEN pozitív és negatív melanóma sejtvonalakon. A zoledronsav az oszteoklasztokat 

gátolja, csontmetasztázisok esetén a csonttörések megakadályozására már alkalmazásban 

lévő gyógyszer. Továbbá tumor ellenes hatását már számos preklinikai tesztben 

kimutatták (Zekri és mtsai 2014).  Eredményeink alapján a zoledronsav kezelés a BRAF 

mutáns és PTEN fehérjét nem vagy kis mértékben expresszáló sejtek növekedését gátolta 

valamint bennük apoptózist indukálhat (6/B, 7. és 16. ábra). Feltételezésünk szerint az 
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egyik lehetőség a jelenség magyarázatára a zoledronsav Rheb fehérje farnezilációját gátló 

hatása lehet (Zekri és mtsai 2014). A Rheb, amely egy kis GTP-áz fehérje, farnezilálódása 

szükséges ahhoz, hogy az mTORC1-et aktiválja, így a PI3K/AKT útvonal aktiválódjon 

(Buerger és mtsai 2006). Habár feltételezésünket kísérletesen egyelőre nem igazoltuk, 

több tumor típus (emlő, húgyhólyag) estében már igazolták, hogy a farneziláció-gátlás az 

PTEN/Akt útvonalon keresztül fejti ki hatását (Li és mtsai 2011, Fragni és mtsai 2016). 

Mivel a hosszú távon vemurafenib kezelt melanóma sejtvonal párokon igazoltuk, hogy a 

PTEN funkcióvesztés az Akt magasabb aktivációját okozza (13/A ábra), így 

feltételezhetjük, hogy a Rheb fehérje gátlása révén a zoledronsav növekedés gátlást és 

apoptózist indukálhat ezekben a sejtekben.  A melanóma sejtvonalpárokon vizsgáltuk a 

BEZ235 PI3K/mTOR kettős inhibitor hatását PTEN expresszió függvényében. Nem 

találtunk jelentős különbséget a sejtvonalak között az érzékenységében, minden sejtvonal 

érzékenynek bizonyult a gátlószerre (13/B ábra). Korábbi tanulmányok leírták, hogy a 

BEZ235 hatékony lehet BRAF-gátlóra rezisztens melanómákban (Dugo és mtsai 2015). 

Ugyanakkor egy másik munkacsoport azt mutatta ki, hogy a BRAF-gátlás elleni 

rezisztencia kereszt rezisztenciát okoz MEK és PI3K/mTOR gátlókra is (Penna és mtsai 

2016).  

 

5.2 Az EGFR fehérje szerepe a vemurafenib-rezisztens BRAF mutáns 

melanóma sejtekben  

 

A hosszú távú vemurafenib kezelésnek alávetett melanóma sejtvonal párok rezisztencia 

mechanizmusait vizsgálva, azt találtuk, hogy az EGFR fehérje magasabb expressziója a 

vemurafenib rezisztens sejtekben jellemzőbb, valamint az EGFR-t magasabb szinten 

expresszáló sejtekben magasabb az Erk aktiváció (13/B, C ábra). Először BRAF-gátlókra 

rezisztens V600 BRAF mutáns kolorektális daganatokban írták le az EGFR aktivációját, 

mint lehetséges rezisztencia mechanizmust, valamint felvetették az EGFR és BRAF-

gátlók kombinált alkalmazásának lehetőségét (Prahallad és mtsai 2012). Később az 

EGFR-SFK-STAT3 útvonal aktiválódását azonosították BRAF-inhibitor rezisztens 

melanómában is (Girotti és mtsai 2013). Ezekben a tumorokban magasabb a proliferációs 

és inváziós aktivitás, mint az EGFR-SFK-STAT3 útvonal nem aktivált sejtekben. 

Továbbá kimutatták, hogy az EGFR és BRAF-gátlók kombinált alkalmazása is hatékony 
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lehet ezekben a sejtekben (Girotti és mtsai 2013). Sun és munkatársai az EGFR 

expressziójának növekedését írták le BRAF-gátló rezisztens melanómákban és 

azonosítottak egy olyan EGFR pozitív alcsoportot, amelyben hatékony lehet 

BRAF+MEK inhibitorok adagolásának megvonása majd újra-adagolása (Sun és mtsai 

2014). Gross és munkatársai is vizsgálták az EGFR és a vemurafenib rezisztencia 

összefüggéseit több melanóma sejtvonalon és azt az eredményt kapták, hogy EGFR-t 

magas szinten expresszáló sejtekben a fehérje inaktív lehet, valamint az EGFR aktivációja 

prediktálhatja a vemurafenib rezisztenciát (Gross és mtsai 2015).  Egy másik 

munkacsoport rávilágított arra, hogy az EGFR aktiválódása epigenetikai változások 

következményeként jön létre, valamint a PI3K/Akt útvonal aktiválódását okozza (Wang 

és mtsai 2015). Továbbá úgy találták, hogy az EGFR-inhibitorok hatástalanok voltak 

ezekben a tumorokban (Wang és mtsai 2015). Mi is teszteltük az EGFR-gátló erlotinib 

hatását a hosszú távon vemurafenib kezelt melanóma sejtvonal párokon. Az erlotinibet 

jelenleg EGFR-mutáns tüdő daganatok első vonalbeli kezelésében használják (Girard 

2018). Eredményeink szerint az EGFR-t magas szinten expresszáló V600E BRAF mutáns 

melanóma vonalak rezisztensebbnek bizonyultak az erlotinib kezelésre (14/A ábra). Ezt 

a megfigyelést már több tanulmányban alátámasztották (Dugo és mtsai 2015, Wang és 

mtsai 2015). 

Mivel a BRAF-gátlásnak ellenálló, EGFR fehérjét magas szinten termelő vonalakban az 

erlotinib egyes kezelés hatástalannak bizonyult, így megvizsgáltuk az erlotinib és 

PI3K/mTOR kettős gátló BEZ235 kombinált hatását a sejtvonal párokon. A BEZ235 

preklinikai tesztekben hatékony tumor ellenes választ mutatott számos daganat esetében, 

azonban a klinikai fázisvizsgálatok eddig elbuktak a magas toxicitása miatt (Carlo és 

mtsai 2016). Kísérleteink alapján a BEZ235 hatékony gátlószernek bizonyult minden 

általunk vizsgált sejtvonal esetében (14/B ábra) és az erlotinib hozzáadása 

szinergista/additív módon növelte a növekedés gátló hatást (15. ábra). Az EGFR és 

PI3K/mTOR kombinált gátlásának hatékonyságát már több tumor esetében leírták. 

EGFR-gátló rezisztens emlő valamint fej-nyak tumorsejtvonalakon kimutatták, hogy a 

kombinált EGFR és PI3K/mTOR gátlás alkalmazására hatékony lehet (Brünner-Kubath 

és mtsai 2011, D'Amato és mtsai 2014). Továbbá hasnyálmirigy sejtvonalakon az mTOR 

gátlás okozta EGFR aktiváció kivédhető erlotinib és mTOR-gátló kombinációjával (Wei 

és mtsai 2015). Az erlotinib és BEZ235 kombináció tüdő sejtvonalak esetében is nagyobb 
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növekedés gátló hatással bírt, mint az egyes kezelések (Zito és mtsai 2012). 

Eredményeink alapján a BRAF és EGFR-gátló rezisztens melanómákban az EGFR és 

PI3K/mTOR kombinált gátlása hatékony tumor ellenes választ adhat. 

 

5.3 A mutáns BRAF gátlásának hatása melanóma sejtek immun checkpoint 

fehérjéinek kifejeződésére 

 

Mivel az immunterápiák, köztük a PD-gátlók alkalmazása egyre nagyobb teret kap az 

onkológiában és a melanóma kezelésében, megvizsgáltuk, hogy a melanóma 

sejtvonalakon hogyan változott a PD-L1 és PD-L2 mRNS expressziója a hosszú távú 

vemurafenib kezelés hatására. Eredményeink azt mutatták, hogy a hosszú távú 

vemurafenib kezelés hatására minden esetben növekedett vagy a PD-L1 vagy a PD-L2 

mRNS expressziója, alátámasztva az eddigi irodalmi eredményeket (10. ábra). Auditro és 

munkatársai arra az eredményre jutottak, hogy a BRAF és MEK-gátló rezisztens 

melanómákban magasabb a PD-L1 expressziója, valamint BRAF-gátlóval kezelt 

betegekben is növekedett PD-L1 expressziót azonosítottak (Audrito és mtsai 2017). A 

PD-L1 és PD-L2 expresszió prediktív értéke még nem teljesen tisztázott melanómában. 

Egy retrospektív vizsgálatban arra jutottak, hogy a PD-L1-et és PD-L2-őt expresszáló 

melanómák jobb prognózissal bírnak (Obeid és mtsai 2016). Továbbá előzetesen 

vemurafenib kezelést kapott betegekben a PD-L1 pozitivitást mutató betegek csoportja 

jobb teljes túlélést mutatott, mint a PD-L1 negatív betegek (Wongchenko és mtsai 2017).  

 

5.4  A vemurafenib rezisztencia kialakulása során bekövetkező 

fenotípusváltás molekuláris háttere melanómában 

 

Munkánk során vizsgáltuk a hosszútávú vemurafenib kezelés hatását a sejtek 

proliferációjára és migrációjára is. Azt találtuk, hogy hosszútávú vemurafenib kezelés 

hatására az esetek többségében (hatból négy esetben) csökkent az alap proliferációs 

aktivitás, viszont minden esetben megnövekedett a sejtek migrációja (8. és 9. ábra). 

Irodalmi adatok alapján a megnövekedett migrációs aktivitás hátterében egy az EMT 

folyamathoz hasonló átalakulás állhat, amely során a sejtek fokozzák a mezenhimális 
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sejtekre jellemző fehérjék termelését, és így növelik a migrációs és inváziós aktivitásukat 

(Pearlman és mtsai 2017). Különböző EMT faktorok (SNAIL, MMP-3, MMP-1, ZEB-1, 

Vimentin, N-Cadherin, E-Cadherin) hírvivő RNS expressziós szintjét elemeztük a 

sejtvonalpárokban (10. ábra). Az E-cadherin elvesztése gyakori a V600E BRAF mutáns 

melanómákban (Boyd és mtsai 2013). Ezt eredményeink is alátámasztották, az E-

cadherin expresszió már a vemurafenib kezelés megkezdése előtt elveszett minden 

sejtvonal pár esetében. Ugyanakkor E-cadherin elvesztése a melanóma sejtekben az EMT 

program bekapcsolódásának egyik jele (Caramel és mtsai 2013). A többi vizsgált EMT 

faktor expressziós szintjének növekedését vártuk az irodalmi adatok alapján (6. táblázat). 

Azonban az általunk vizsgált melanóma sejtvonal párokban nem tudtunk megállapítani 

egységes mintázatot az EMT faktorok expressziós szintjének változásában, így további 

vizsgálatok szükségesek ahhoz, hogy a kapott eredményeket megfelelően értékelni tudjuk 

(10. ábra). Az EMT faktorok mellett elemeztük néhány melanómában fontos szerepet 

betöltő transzkripciós faktor (MITF, FRA-1) mRNS szintjének változásait és a lehetséges 

összefüggéseket a proliferációs és migrációs aktivitás között. Azt találtuk, hogy a MITF 

mRNS expresszió a migrációs aktivitással mutatott negatív korrelációt (11/A ábra), 

továbbá a hosszú távú vemurafenib kezelés hatására hatból négy esetben csökkent a MITF 

mRNS szintje (10. ábra). Korábbi tanulmányok már kimutatták, hogy a MITF alacsony 

expressziója invazívabb fenotípus megjelenéséhez vezet (Muller és mtsai 2014, Hartman 

és mtsai 2015). Továbbá a magas szinten MITF-et expresszáló sejtekben a MITF 

expressziójának csendesítése gyorsabb migrációt okozott a sejtekben (Eccles és mtsai 

2013). Egy beteganyag vizsgálat pedig kimutatta, hogy az alacsony MITF expresszió 

rosszabb prognózissal társul (Agnarsdóttir és mtsai 2012). A FRA-1 mRNS expresszió a 

proliferációs aktivitással mutatott negatív korrelációt (11/B ábra). Továbbá azokban a 

melanóma vonalakban, ahol csökkent a proliferációs aktivitás a hosszú távú vemurafenib 

kezelés hatására, a FRA-1 mRNS szint megnőtt (négyből három esetben) (8. és 10. ábra). 

Abban a két vonalban ahol nőtt a proliferációs aktivitás a hosszú távú vemurafenib 

kezelés hatására, a FRA-1 mRNS szint lecsökkent (8. és 10. ábra). Glióma sejtvonalakon 

már kimutatták, hogy a FRA-1 túlexpresszálása a proliferáció gátlását okozza (Shirsat és 

mtsai 2003). Emlő vonalakon végzett vizsgálatok azonban azt mutatták, hogy a FRA-1 

túlexpressziója proliferációs aktivitás növekedését idézi elő (Belguise és mtsai 2005). 

Obenauf és munkatársai melanóma modellen vizsgálták a FRA-1 jelentőségét és azt 
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találták, hogy a BRAF inhibitorra szenzitív sejtekben az inhibitor hatására csökken a 

FRA-1 expresszió és így olyan „terápia indukált szekretom” termelődik, melyek a 

rezisztens sejtek proliferációját és metasztatikus kapacitását növelik a PI3K/Akt 

útvonalon keresztül (Bernards 2015, Obenauf és mtsai 2015). Korábbi kutatásokban már 

kimutatták, hogy a FRA-1 és MITF expresszió negatív korrelációban van egymással, a 

magas MITF expresszió alacsony FRA-1 expresszióval jár együtt (Smith és mtsai 2017). 

Ezt a megfigyelést a mi eredményeink is alátámasztották (11/E ábra). Továbbá azt 

találtuk, hogy az EGFR mRNS expresszió a MITF mRNS expresszióval negatív, míg a 

FRA-1 mRNS expresszióval pozitív korrelációt mutat (11/C,D ábra). Már több 

munkacsoport is kimutatta az EGFR és MITF expresszió közti negatív összefüggést 

melanómában (Sun és mtsai 2014, Dugo és mtsai 2015, Ji és mtsai 2015). Összefoglalva, 

eredményeink arra utalhatnak, hogy az EGFR expresszió meghatározhatja a FRA-1 és 

MITF transzkripciós faktorok expresszióját és ezáltal befolyásolhatja a proliferációs és 

migrációs aktivitást a sejtekben.   

 

5.5 A nem-V600 BRAF mutáns tumorsejtek célzott terápiájának új 

lehetőségei 

 

A nem-V600 BRAF mutáns tumorok célzott terápiája jelenleg nem megoldott. Munkánk 

során a sorafenib/AZ628 pan-RAF inhibitorok és a selumetinib kombinációs terápiáját 

vizsgáltuk nem-V600 BRAF mutáns tumorok preklinikai modelljein. Eredményeink 

alapján a kombinációs terápia nagyobb mértékben csökkentette a sejtek életképességét, 

indukált apoptózist, csökkentette a migrációt és az Erk aktivációt, mint az egyes kezelések 

(18-24. ábra). A sorafenib nem tekinthető szelektív pan-RAF inhibitornak, mivel számos 

egyéb célpontja is van (3. táblázat). Így a kombinációs hatást megvizsgáltuk egy 

specifikusabb és szelektív pan-RAF inhibitorral, az AZ628 vegyülettel is, alátámasztva 

azt a feltételezésünket mi szerint a sorafenib RAF – gátló hatása fontos szerepet játszik. 

Eredményeink alapján mind a sorafenib, mind az AZ628 hasonló hatást mutatott a MEK-

gátló selumetinibbel kombinációban alkalmazva (19. és 23/B ábra). Míg vizsgálatunk az 

első olyan munka, amely a sorafenib/AZ628 és a selumetinib kombinált terápia 

lehetőségeit feltérképezte, vannak olyan tanulmányok, melyek a V600 BRAF mutációra 

szelektív inhibitorok (dabrafenib/vemurafenib) és MEK-inhibitorok kombinációját 
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vizsgálták nem-V600 BRAF mutáns NSCLC-ben és kolorektális daganatban. A nem-

V600 BRAF mutáns H1666 és H1395 NSCLC és a H508 kolorektális sejtvonalakon a 

dabrafenib és trametinib kombinációs kezelés nagyobb mértékben növelte a 

sejtnövekedés gátlást és a kaszpáz aktivációt, mint az egyes kezelések (Noeparast és mtsai 

2017). A H1755 nem-V600 BRAF mutáns NSCLC vonalban a vemurafenib és trametinib 

kezelés egy kis mértékű, de szignifikáns apoptózis növekedést okozott az egyes 

kezelésekkel összehasonlítva (Joshi és mtsai 2015). Azonban fontos kiemelni, hogy a 

klinikai tesztekben a nem-V600 BRAF mutáns betegekben a V600E BRAF specifikus 

inhibitorok elbuktak, így az ezekkel az inhibitorokkal való próbálkozások 

eredménytelenek lehetnek (Kim és mtsai 2016). Továbbá egy nemrég megjelent cikk is 

alátámasztotta, hogy a II-es típusú gátlószerek közé tartozó AZ628/sorafenib nagyobb 

mértékben gátolja az Erk útvonalat, mint az I-es típusú gátlószerek közé tartozó 

vemurafenib és dabrafenib (Noeparast és mtsai 2018). Továbbá, már 2009-ben megjelent 

egy publikáció a sorafenib hatékonyságáról az alacsony kináz aktivitású BRAF mutáns 

melanómákban (Smalley és mtsai 2009). Kimutatták, hogy a sorafenib csökkentette a 

tumor növekedést és apoptózist indukált az alacsony kináz aktivitású nem-V600 BRAF 

mutáns melanómákban (WM3629, WM3670). Azonban ez a hatás nem volt 

megfigyelhető a magas aktivitású BRAF mutánsokban. A mi eredményeink 

alátámasztottak ezt a megfigyelést, azonban mi azt tapasztaltuk, hogy MEK-inhibitor 

hozzáadásával tovább növelhető a sorafenib tumor ellenes hatása. Továbbá kiemelendő 

az a néhány eset bemutatás, ahol nem-V600 BRAF mutáns betegekben a sorafenib terápia 

drámai tumor ellenes hatást mutatott (Gautschi és mtsai 2015, Sereno és mtsai 2015, 

Casadei Gardini és mtsai 2016). Ugyanakkor a célzott terápia okozhat ellentétes hatásokat 

a párhuzamos jelátviteli utakon. Korábbi tanulmányok kimutatták, hogy a sorafenib vagy 

MEK-gátlók használata az Akt aktiváció emelkedését okozhatja KRAS vagy BRAF 

mutáns tumor sejtekben (Fritsche-Guenther és mtsai , Won és mtsai 2012, Yuen és mtsai 

2012, Fritsche-Guenther és mtsai 2016). Munkánk során megvizsgáltuk a pan-RAF és 

MEK kombinált gátlás hatására bekövetkező változásokat a PI3K/Akt útvonalon (21. 

ábra). Azt találtuk, hogy 4 órás kezelés után a két alacsony kináz aktivitású BRAF 

mutációt és NRAS társ mutációt hordozó melanóma vonalban (WM3629, WM3670), a 

selumetinib kezelés az Akt emelkedett aktivációját okozta (21. ábra). Ugyanakkor a 

WM3629 sejtvonalban a selumetinib kezelés megemelte a sejt migrációs képességét is 
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(22. ábra). Eredményeinkből arra következtethetünk, hogy a MEK-gátlók okozhatnak 

tumor serkentő választ a nem-V600 BRAF mutáns sejtekben, azonban ez a hatás 

sorafenib adásával kiküszöbölhető. Megvizsgáltuk a sorafenib és selumetinib kombinált 

gátlásának hatását a nem-V600 BRAF mutáns MDAMB231 emlő sejtvonal in vivo 

xenograft modelljében is (25. ábra). Habár a fokozott tumor növekedést gátló hatás nem 

érte el a statisztikailag szignifikáns szintet a selumetinib és kombinációs kezelési 

csoportok között, a kombinációs kezelési csoportban a szórás szignifikánsan kisebb volt 

(p=0.017, F-teszt) (25/A,C,D ábra). Ez az eredmény arra utalhat, hogy a kombinált 

kezelés csökkentheti a selumetinibre kevésbé reagálók számát. Továbbá egy nemrég 

megjelent tanulmány szerint az MDAMB231 sejtvonal in vivo modelljében a selumetinib 

és sorafenib kombinált kezelés majdnem teljesen meggátolta a tumor növekedést és 

csökkentette a tüdő metasztázisok számát (Nagaria és mtsai 2017). Mivel 

vizsgálatunkban csak egy in vivo modellen teszteltük a pan-RAF és MEK kombinált 

gátlásának tumor ellenes hatását, a jövőben további vizsgálatok szükségesek annak 

igazolására, hogy a kombinált terápia több előnnyel jár, mint a monoterápia. A sorafenib 

és selumetinib biztonságos alkalmazására már folyamatban van egy I. fázisú klinikai 

vizsgálat, amelyben hepatocelluláris karcinómás betegekben vizsgálták a két szer 

alkalmazását. Eredményeik szerint a kombinációs kezelés tolerálható mellékhatásokkal 

jár együtt (Tai és mtsai 2016).  
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 

  

A Célkitűzések fejezetben meghatározott kérdésekre eredményeink alapján az alábbi 

válaszokat adhatjuk: 

 

1.  Tudomásunk szerint először mutattuk be, hogy a V600E BRAF mutáns és PTEN 

fehérjét nem vagy csak kis mértékben expresszáló melanóma sejtekben a zoledronsav 

kezelés növekedés-gátló és apoptózist indukáló hatást vált ki. Ezzel szemben a V600E 

BRAF mutáns és PTEN fehérjét expresszáló sejtek esetében nem tapasztaltunk jelentős 

tumor ellenes hatást a zoledronsav kezelés során. 

 

2. Az általunk vizsgált V600E BRAF mutáns melanóma sejtvonalak kezelés előtti és 

hosszú távú vemurafenib kezelés utáni sejtvonalpárjaiban a sejtek migrációs képessége 

növekedett, míg proliferációjuk mértéke egyes esetekben csökkent más sejtekben pedig 

megnőtt. Eredményeink alapján a fenotípusváltással összefügg az EGFR, FRA-1 és MITF 

fehérjék kifejeződésének változása.  

Számos BRAF-gátló rezisztens melanómában az EGFR és PI3K/mTOR kombinált 

gátlása szinergista tumor ellenes választ adott. 

 

3. Tudomásunk szerint először írtuk le, hogy a nem-V600 BRAF mutációt hordozó szolid 

daganatok (melanóma, tüdő, emlő sejtvonalak) preklinikai modelljein a pan-RAF 

(sorafenib, AZ628) és a MEK (selumetinib) kombinációs gátlás fokozott tumor ellenes 

hatást mutatott az egykomponensű kezelések hatásához képest. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A BRAF mutáns szolid daganatok kezelése még számos kihívást tartogat a kutatók 

számára. Egyrészt a V600E BRAF mutáns daganatok kezelésére már létezik célzott 

terápia, azonban a kezelés során fellépő rezisztencia komoly megoldandó problémát 

jelent. Másrészt a nem-V600E BRAF mutáns daganatokra jelenleg nem érhető el célzott 

terápia.   

Munkánk során BRAF mutáns szolid daganatok preklinikai modelljein tanulmányoztuk 

a vemurafenib rezisztens V600E BRAF mutáns melanómák rezisztencia mechanizmusait 

és a kezelésük lehetséges alternatív megoldásait, valamint feltérképeztük a nem-V600 

BRAF mutáns daganatok kezelésének egy lehetséges pan-RAF és MEK kombinált 

gátlásán alapuló megoldását. 

A V600E BRAF mutáns és PTEN-t nem vagy kismértékben termelő melanóma sejtekben 

a preniláció-gátló zoledronsav nagyobb mértékben gátolta a sejtek osztódását és indukált 

apoptózist, mint a PTEN-t kifejező sejtekben. Továbbá azt találtuk, hogy az 

EGFR+PI3K/mTOR kombinált gátlás hatékony megoldás lehet a BRAF és EGFR-gátló 

rezisztens melanómák kezelésben. Megvizsgáltuk a hosszú távú vemurafenib kezelés 

előtti és utáni V600E BRAF mutáns melanóma sejtvonal párokban a sejtek proliferációját 

és migrációját. A kezelés utáni sejtvonalak nagyobb sejtmozgást mutattak. A migrációs 

képesség a MITF, míg a proliferációs képesség a FRA-1 transzkripciós faktorok mRNS 

szintjével mutatott negatív korrelációt. Továbbá mindkét transzkripciós faktor 

összefüggést mutatott az EGFR mRNS expressziójával. Eredményeink arra utalhatnak, 

hogy az EGFR expresszió meghatározhatja a melanóma sejtek migrációs és proliferációs 

kapacitását a MITF illetve FRA-1 transzkripciós faktorokon keresztül. Végezetül 

eredményeink alapján a nem-V600 BRAF mutáns daganatok preklinikai modelljeiben a 

panRAF+MEK kombinált gátlása sorafenibbel/AZ628-al valamint selumetinibbel, 

nagyobb mértékben csökkentette a sejtek életképességét, indukált apoptózist, 

csökkentette a migrációt és az Erk aktivációt mind az egyes kezelések. 

Összességében a dolgozatban bemutatott eredmények hozzájárulhatnak a BRAF mutáns 

daganatos betegek terápiájának optimalizálásához. 
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8. SUMMARY 

 

Targeting BRAF mutant solid tumors still remains challenging. Targeted therapy for 

V600E BRAF mutant solid tumors already exists but resistance to the treatment is still a 

serious problem to be solved. Moreover, there are currently no approved targeted 

therapeutic options against non-V600E BRAF mutant tumors. 

Here we studied targeted therapy resistance mechanisms of V600E BRAF mutant 

melanoma and also explored potential alternative solutions for their treatment. We also 

investigated effects of combined inhibition of pan-RAF and MEK on preclinical models 

of non-V600 BRAF mutant tumors. 

In V600E BRAF mutant melanoma cells that did not or slightly express PTEN protein, 

prenylation-inhibitor zoledronic acid inhibited cell proliferation and induced apoptosis 

more profoundly than in melanoma cells expressing PTEN. Furthermore, we found that 

in BRAF and EGFR inhibitor resistant melanoma cells EGFR and PI3K/mTOR 

combination inhibition could be a promising approach. We also investigated the 

proliferation and migration of pre- and posttreatment isogeneic human melanoma cell line 

pairs. Posttreatment V600E BRAF mutant melanoma cells showed more invasive 

phenotype. We found that migratory capacity was negatively correlated with MITF 

expression, while proliferation capacity negatively correlated with FRA-1 mRNA level. 

Both transcription factors correlated with EGFR mRNA expression. Our results suggests 

EGFR expression might determine migratory and proliferative capacity of cells via MITF 

and FRA-1 transcription factors, respectively. Finally, in non-V600 BRAF mutant cell 

lines combined inhibition of panRAF and MEK with sorafenib/AZ628 and selumetinib 

significantly stronger inhibited cell growth, cell migration and Erk activation inhibition 

and also increased apoptosis induction compared to single treatments. Altogether, our 

novel findings may contribute to the optimization of targeted therapy of BRAF mutant 

malignancies. 
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