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1. BEVEZETO

A BRAF mutans szolid daganatok kezelése még szamos kihivast tartogat a kutatok és
klinikusok szamdra. Bar mar 1éteznek célzott terapids lehetéségek a V600 BRAF mutéciot
hordoz6 betegek kezelésére, e gatloszerekkel szembeni rezisztencia gyakori jelenség, igy
a betegek teljes talélésének jelentds meghosszabbitasa Szamos beteg esetében nem érhetd
el. Tovabba, a nem-V600 BRAF mutaciot hordozo betegek kezelésére jelenleg nem
létezik a klinikumban célzott terapias megkozelités. PhD munkam soran a BRAF mutéans
szolid tumorok célzott terapia érzékenységét meghatarozd molekularis faktorokat
tanulmanyoztam. Dolgozatomban harom vizsgalat eredményeit dolgozom fel részletesen:
elséként a V600 BRAF mutdcid6 mellett PTEN mutdciot hordozé melanomak egy
lehetséges, prenilacio-gatlason alapuld terapids lehetdségét mutatom be (Garay és mtsai
2015). Majd a vemurafenibre (specifikus V600 BRAF mutaciot célzo inhibitor) érzékeny
illetve rezisztens melandma sejtvonal parokon a rezisztencia kialakulasa soran fellépd
molekularis és fenotipusos valtozasokat valamint a BRAF-gatlo elleni rezisztencia
lehetséges terapias megoldasait térképezem fel. Végiil nem-V600 BRAF mutaciot
hordoz6 szolid tumorok - mely daganatok kezelésére jelenleg nem létezik célzott terapia
- preklinikai modelljein a pan-RAF és a MEK kombinalt gatlasanak tumor ellenes hatasat
vizsgalo kisérleteink eredményeit ismertetem (Molnar és mtsai 2018). Osszeségében

crer

optimalizalasidhoz.
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1.1 A BRAF mutacio szolid daganatokban

A RAF csalad tagjai koz¢é tartozo ARAF, BRAF és CRAF homo vagy heterodimerként
mikodé szerin/threonin kinazok melyek a RAS/RAF/MEK/ERK jelatviteli palya (1.
abra) fontos elemei (Kim és mtsai 2016). Extracellularis mitogén szignal jelenléte nélkiil
a RAF proteinek a citoplazmaban helyezkednek el, multi-protein komplexben mas
fehérjékkel. Aktivalo szignal jelenlétében a RAS-GTP a plazmamembranhoz toborozza
a RAF fehérjét, igy eldsegitve a RAF-kindz domén aktivécios helyeinek foszforilalodasat
(Freeman ¢és mtsai 2013, Kim és mtsai 2016), amelyek igy homo vagy heterodimert
képeznek ¢s aktivaljak a downstream elhelyezkedd elemeket a jelpalyan (Kim és mtsai
2016) (1. abra). A dimerizacié normal jelatvitel esetén leggyakrabban a BRAF+CRAF
hetero vagy BRAF homodimerizacidjat jelenti (Freeman és mtsai 2013). Mig az ARAF
¢s CRAF fehérjékben mutaciok ritkan jelennek meg (Rebocho és mtsai 2013), a BRAF
mutacioja az 6sszes human rakos megbetegedés mintegy 7-15%-ban van jelen (Garnett
és mtsai 2005, Turski és mtsai 2016). A BRAF mutacidé tipusa szerint lehet
aminosavcserével jardo pontmutacio, mas génekkel vald fuzid (pl.: KIAA1549,
FAM131B) vagy amplifikacio (Turski és mtsai 2016). Dolgozatomban, a tovabbiakban
kizarolag a BRAF pontmutaciokat targyalom. A BRAF aminosav cserélddéssel jaro
mutacidja szamos daganattipusban eléfordul. A szolid daganatok koziil tobbek kozott
melanoéma (40-60%), pajzsmirigy (30-80%), kolorektalis (5-15 %), ovarium (10-60%)
tiid6 adenokarcinéma (2-3%) és eml6 (1-2%) daganatokban gyakori (Santarpia és mtsai
2012, Samatar és mtsai 2014, Turski és mtsai 2016).
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1. abra A novekedési faktor receptor jelatviteli palya. Piros szinnel a
RAS/RAF/MEK/ERK jelpdlya fontosabb elemei vannak jeldlve, melyek a sejtek
osztddasanak, tulélésének és differencidlodasanak szabalyozasdban jatszanak szerepet

(Timar és mtsai 2010).

1.1.1 A BRAF pontmutaciok tipusai

A BRAF gén 6sszesen 18 exonbdl all (2. abra). Az el6fordulé mutaciok tobbsége a 11. és
a 15. exonon talalhato (de Langen és mtsai 2017). Mind a 11. és 15. exon a kinaz
doménen beliil talalhatod, igy az itt elhelyezkedd aminosavak cseréi a BRAF kinaz
aktivitasat jelentOsen befolyasolhatjak (Wellbrock és mtsai 2004, de Langen és mtsai

2017).
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2. abra A BRAF gén exonjainak sematikus abraja. A BRAF mutéciok féleg a kinaz

doménhez tartoz6 11. és 15. exonokon talalhatdak (Zheng és mtsai 2015, de Langen és

mtsai 2017).

A fent emlitett BRAF mutaciok lehetnek kindz aktivitast serkentd vagy csokkentd

mutaciok. A kindz aktivitds szerinti csoportositas az 1. tablazatban lathato.

1. tablazat

BRAF mutaciok kindz aktivitas szerint csoportositva (Zheng és mtsai 2015, Noeparast és

mtsai 2017).

KINAZ MUKODES AKTIVALT

R462I
1463S
G464E,R\V
G466A
G469A,S,V
N581S
E586K
F595L
L597R,S,V
A598V
TS99E
V600D,E,K,R
K601E

S602D

10

KINAZ MUKODES CSOKKENT

G466V ,E,RV
G469E
Y472C
K483M

D594A,G,ENV
G596C,R
T599A1

S602A
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A BRAF mutécioi koziil (1. tadblazat) leggyakrabban a V600E mutacié fordul eld
daganatokban (Turski és mtsai 2016). A V600E BRAF mutici6 a BRAF kinaz
aktivitdsanak emelkedése révén a downstream effektorok aktivalodasat, ezaltal pedig
onkogén transzformaciot indukal a sejtekben (Wan és mtsai 2004, Turski és mtsai 2016).
A VG600E BRAF mutans fehérjéknek nem sziikséges dimerizalodni, monomerként is
képesek aktivalni a downstream elhelyezkedd jelatviteli elemeket (Freeman és mtsai
2013, Samatar és mtsai 2014). Azonban paradox moédon, a csokkentett kinaz aktivitast
BRAF mutaciok jelenléte is a MEK/ERK utvonal aktivalodasat okozhatja. Ebben az
esetben a mutans BRAF a CRAF-al heterodimerizalodik és a CRAF aktivacidja okozza
az onkogén szignalt (Wan és mtsai 2004, Garnett ¢s mtsai 2005, Heidorn és mtsai 2010,
Freeman ¢és mtsai 2013, Zheng és mtsai 2015). A kinaz aktivitast teljesen nélkiil6z6
BRAF mutaciét hordozo sejtekben a downstream elemek aktivacidjahoz sziikséges az

onkogén RAS tars mutacio jelenléte is (Heidorn és mtsai 2010) (3. abra).

11
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3. abra A MAPK utvonal aktivacidja a kiilonb6z6 kindz aktivitdisi BRAF mutaciot
hordozo sejtekben. A V60OE és a nem-V600 kindz miikodés aktivalt BRAF mutansokban
a downstream effektorok aktivalasanak a RAF dimerizacidé nem feltétele. A csokkent
kinaz aktivitasi BRAF-mutans tumorokban a CRAF-al val6 heterodimerizacié, mig kinaz
aktivitast nélkiil6z6 BRAF-mutans tumorokban onkogén RAS (MUT Ras) jelenléte is

sziikséges a downstream elemek aktivalasahoz (Zheng és mtsai 2015).

1.1.2 A V600 és nem-V600 BRAF mutéci6 eléfordulési gyakorisaga kiilonb6zd szolid

daganatokban

Annak ellenére, hogy csaknem 80%-ban a V600 BRAF mutacio fordul elé6 a BRAF-
mutans daganatokban, bizonyos tumor tipusokban a nem-V600 BRAF mutaciok
jelentdsége sem elhanyagolhato (Carter és mtsai 2015, Kim és mtsai 2016, Tissot és mtsai
2016, Turski és mtsai 2016). A BRAF-mutans esetek koziil a nem-V600 BRAF mutacio
gyakorisagat a 2. tablazat foglalja 6ssze (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 mutacio koziil a leggyakoribbak melanomaban a V600K/R/D,

12
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L567V, tiidé adenokarcindmaban a G469A/V, D594G, kolorektalis daganatban a
D594G/N/E/V, G469A/V/E és G466V/R/E mutaciok (Paik és mtsai 2011, Litvak és mtsai
2014, Jones és mtsai 2017, Cheng és mtsai 2018). Fontos megemliteni, hogy a nem-V600
BRAF mutans tumorok gyakran hordoznak onkogén RAS tars mutaciot, amely
Osszefliggésben van azzal, hogy a nem-V600 BRAF mutans tumorokban az onkogén
RAS mutacio jelenléte szerepet jatszhat a CRAF-on keresztiili ERK/MEK jelatvitel
aktivalasdban (3. abra). Zheng ¢és munkatarsai tiidérakon, kolorektalis daganaton és
melandman vizsgaltak a BRAF mellett el6forduldo RAS mutaciok aranyat (Zheng és mtsai
2015). Eredményeik alapjan, mig a V600 BRAF mutaci6é mellett nem fordult el6 RAS
mutacid, a nem-V600 BRAF mutacid6 mellett gyakran megfigyelhet6: 12 % tiido
adenokarcinomaban, 8,8 % kolorektalis daganat és 4,5 % melanéma esetén. Mas
tanulmanyok szerint melanoma, kolorektalis és pajzsmirigy daganatban V600 BRAF
mutacié mellett sem kizarhatdo a RAS mutacio jelenléte (Seth és mtsai 2009, Jovanovic

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

2. tablazat

BRAF mutaciot gyakran hordozo szolid daganatok BRAF mutacié megoszlasa (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).

] BRAF MUTACIO
DAGANAT TIPUSA
V600 nem-V600

melanoma 66-93 % 7-34 %
tiidé adenokarcinoma 14-50 % 50-86 %
kolorektalis 77-92 % 8-23 %
pajzsmirigy 90-99 % 1-10 %

ovarium 90 % 10 %

emld 34% 66%

13
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1.2 A V600 BRAF mutans szolid tumorok célzott terapiaja

A BRAF-ot, mint onkogént 2002-ben azonositottak (Davies és mtsai 2002, Davis és mtsai
2012). A BRAF kristalyszerkezete 2004-ben valt elérhet6vé, utat nyitva az 0j, hatékony
BRAF-gatlok fejlesztésének (Wellbrock és mtsai 2004, Davis és mtsai 2012). Mivel a
leggyakoribb onkogén BRAF mutacié a V60OE, a gyogyszercégek e mutans ellen kezdték
el a gatloszer fejlesztéseket. A sorafenib (3. tablazat) nevii gatloszert eredetileg pan-RAF
(CRAF, vad BRAF, V600E mutins BRAF) inhibitorként fejlesztették ki, azonban
késdébbi vizsgalatok kimutattak, hogy mas kinazokat is gatol (VEGFR, PDGFR, C-KIT,
FLT-3) (Eisen és mtsai 2006, Gadaleta-Caldarola és mtsai 2015). Azonban klinikai
fazisvizsgalatokban a sorafenib hatastalannak bizonyult VOOOE BRAF mutans melanéma
kezelésében (Eisen és mtsai 2006). Az els6 igazolhatoan klinikailag hatékony BRAF
gatlo a Plexxikon cég PLX4032, mas néven vemurafenib (3. tablazat) elnevezési
vegyiilete volt, amely dramai terapias hatast mutatott V600E BRAF mutaciot hordozo
melanomas betegekben. A kezelést kapott betegek mintegy 80 %-a adott, részleges vagy
teljes valaszt a gatloszerre (Flaherty és mtsai 2010). Az amerikai Food and Drug
Administration (FDA) 2011-ben engedélyezte a vemurafenib terapiat elérehaladott,
V600E BRAF mutaciét hordozé melandmas betegek kezelésében (Davis és mtsai 2012).
A vemurafenib mellett a dabrafenib nevii vegyiilet a masik klinikai hasznalatban 1évo
V600E BRAF mutacio specifikus gatloszer, mely 2013-ban keriilt engedélyezésre (Volpe
és mtsai 2017). Fontos megemliteni, hogy a V600OE mutacié mellett V600K mutaciot
hordozo attétes melanomas betegekben is engedélyezték e két szer hasznalatat (Wood és
mtsai 2016).

Mivel a BRAF V600 mutans tumorokban a downstream elhelyezkedé MEK is aktivalt
allapotba kertil, felmeriilt a MEK-gatlok hasznalatanak terapias lehetésége is (Volpe és
mtsai 2017). A MEK-inhibitorok koziil a trametinib és cobimetinib van jelenleg klinikai
hasznalatban, mig a selumetinib és binimetinib még klinikai fazisvizsgalatok alatt allnak
(Volpe és mtsai 2017). A trametinib kezelés habar nagyobb terapias valaszt mutatott a
hagyomanyos kemoterapias kezelésnél, a BRAF-gatlokat nem sikeriilt tilszarnyalnia
(Welsh és mtsai 2016). A MEK-gatlé monoterapa mellett a BRAF és MEK kombinalt
gatlasanak terapias hatasat is vizsgaltdk a V600 BRAF mutans melanomas betegek

esetében. A vemurafenib és cobimetinib valamint a dabrafenib és trametinib kombinalt
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terapia alkalmazasa mutatott nagyobb talélést, mint a monoterapia, igy ezen kombinaciok
klinikai hasznalatat mar engedélyezték (Volpe és mtsai 2017).

A melanéma mellett mas V600 BRAF mutans tumorokban is vizsgéaltak a BRAF ¢s
MEK-gatlok hatasossagat. V60OE BRAF mutans tiidérakban is folynak Klinikai
fazisvizsgalatok BRAF és MEK-gatlokkal valamint kombinacids alkalmazasban is, az
eredmények alapjan ebben a betegségben is elérhetd terapias valasz a betegekben (Hyman
és mtsai 2015, Planchard és mtsai 2016, Planchard és mtsai 2016, Baik és mtsai 2017). A
dabrafenib és trametinib kombinalt kezelés jelentds tumor ellenes hatast mutatott a
V600E BRAF mutins tiidordkban, igy az FDA 2017-ben engedélyezte klinikai
hasznalatat (Myall és mtsai 2016, Planchard és mtsai 2016, Planchard és mtsai 2016,
Pervere és mtsai 2017).

V600E BRAF mutans kolorektalis daganatos betegekben a BRAF-gatlo alkalmazasa
sikertelen volt (Corcoran és mtsai 2015, Hyman és mtsai 2015). A sikertelenség
magyarazata lehet, hogy kolorektalis daganat esetén a BRAF-gatloval torténd kezelés az
EGFR aktivacidjat okozza, visszakapcsolasi mechanizmuson keresztiil (Prahallad és
mtsai 2012). Ennek megfelelden az EGFR-gatlo és BRAF-gatlo vegyiiletek kombinacioja
hatékony megkozelités lehet a VOOOE BRAF mutans kolorektalis daganat kezelésében
(Hyman és mtsai 2015, Cohen és mtsai 2017).

Pajzsmirigy-daganatokban, ahol szintén nagy szamban fordul el6 V600E BRAF mutacio
szintén vizsgaltak a BRAF-gatlok hatékonysagat (Brose és mtsai 2016, Prager ¢s mtsai
2016, Shah és mtsai 2017, White és mtsai 2017). Mind a vemurafenib monoterapia, mind
a dabrafenib és trametinib kombinalt kezelés klinikailag igazolhat6 tumor ellenes hatast
mutatott a betegekben (Brose és mtsai 2016, Shah és mtsai 2017).

Alacsony gradusu, szerozus VO0OE BRAF mutéaciot hordozo petefészek daganatban
néhany esetbemutatas talalhato az irodalomban, melyek igazoljak, hogy a vemurafenibbel
vald kezelés részleges valaszt eredményezett (Combe és mtsai 2015, Hyman és mtsai

2015).
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3. tablazat
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Néhany altalunk is alkalmazott, klinikai vizsgalat alatt 1év6 BRAF gatlo szerkezete és

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

2014, Garnock-Jones 2015) *Sorafenib, multikinaz inhibitor egyéb célpontjai: RET (47
nM), c-KIT (68 nM), FLT-3 (33 nM), VEGFR1 (26 nM).

VEGYULET CELPONT (1Cs0)
SZERKEZET
NEVE BRAFWT | BRAFV60E | CRAF
N N
Sorafenib* o N /@/ T
N Z >0 0 cl 25 nM 38 nM 6 nM
0]
FE
Dabrafenib T o R i i{<
Cﬁb 3,2 nM 0,8 NM 5 nM
F \ \JN\
N NH,
Vemurafenib
100 nM 31 nM 48 nM
NZ
AZ628
HN™ 0 100 nM 30 nM 30 nM
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4. tablazat

Néhany klinikai vizsgalat alatt 1évé MEK gatlo szerkezete ¢és ICso értéke (Yeh és mtsai
2007, Garnock-Jones 2015).
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) CELPONT (ICs0)
VEGYULET NEVE SZERKEZET
MEK 1
H
HO o N0 o a
Selumetinib N\©\ 14 nM
—N F Br
—N
HN
F Hun,
Cobimetinib F 0,9 nM
Trametinib 0,9 nM

1.2.1 Mellékhatasok

A BRAF inhibitorok hasznalata soran a kezdeti kedvezd terdpids hatas mellett
mellékhatasokkal is szdmolni kell. A gyakran eléfordulo mellékhatdsok kozott
szerepelnek a kiilonbozé bort érintd elvaltozdsok, mint kiiitések, viszketés,
fényérzékenység, hiperkeratdzis, valamint iziileti fajdalmak, ma;j toxicitds €s szivritmus

zavarok. A mellékhatasok megjelenése, sulyossaguktol fiiggden az inhibitor dézisanak

csokkentését vagy a kezelés felfliggesztését jelenthetik (Hagen és mtsai 2014).

Fontos kiemelni, hogy a ,,BRAF inhibitor paradoxon” hatas miatt a kezelés hatasara
masodlagosan lapham karcinomak jelenhetnek meg a betegeken (Hagen és mtsai 2014,
Merat 2017). A BRAF gatlok okozta paradox onkogén hatast a pan-RAF inhibitorok
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(sorafenib) esetében irtak le elGszor, azonban a specifikus BRAF mutacié gatlok
(vemurafenib, dabrafenib) esetében még hangsulyosabban megjelenhet (Merat 2017). A
paradox onkogén hatas szerint a V600E BRAF-ra specifikus gatloszer a vad tipusa
BRAF-ot ¢s mutans RAS-t hordoz6 sejtekben az ERK hiperaktivaciojat okozza
(Weeraratna 2012, Holderfield és mtsai 2014, Hantschel 2015, Merat 2017). A jelenség
hatterében a BRAF ¢és a CRAF heterodimerizacioja és igy a CRAF-on keresztiil
végbemend aktivacio allhat (Weeraratna 2012, Hantschel 2015). A paradox hatas
kikiiszobolésre fejlesztés alatt allnak olyan BRAF-gatlok (PLX7904 és PLX8394),
melyek a paradox onkogén hatast nem mutatjak, igy igéretes masodgeneracios BRAF-
gatloknak tekinthetéek (Zhang 2015). A PLX8394 elnevezésli vegyiilet BRAF mutans
melanoma, tid0 ¢és kolorektdlis daganatok preklinikiai modelljeiben hatékony
gatloszernek bizonyult (Okimoto és mtsai , Zhang 2015, Okimoto és mtsai 2016, Tutuka
¢s mtsai 2017).

Emellett megfigyelték, hogy a tobb mint két évig tart6 BRAF inhibitorral vald kezelés
utan a vastagbél adenomaék eléfordulasi gyakorisdga is nagymértékben megnovekszik,
amely szintén a BRAF inhibitor paradox hatassal hozhato 6sszefiiggésbe (Amaravadi és

mtsai 2015, Kelleher és mtsai 2017).

1.2.2 A BRAF V600 inhibitorok elleni rezisztencia melanomaban

A célzott terapias kezelés jellemzdbje, hogy a kezdeti gyors tumor ellenes hatas utan
dramai visszaesés kovetkezik be a kezelés hatékonysagaban, melynek oka a célzott
gatloszer ellen megjelend rezisztencia (Hughes és mtsai 2016).

A célzott terapids gatloszerek ellenei rezisztencia egyik leggyakoribb forméja az un. gate-
keeper mutaciok megjelenése a célzott molekuldban, azonban a BRAF-gatlokkal
kapcsolatosan ez a mechanizmus nem jatszik szerepet (Sullivan és mtsai 2013). A V600
BRAF inhibitorok elleni rezisztencia lehet eredendden jelenlévd €s a kezelés kdzben
fellépé (Sullivan és mtsai 2013). Az eredendden jelenlévd rezisztencia nagyjabol a
betegek 10%-at érinti (Lim és mtsai 2017). Hatterében, a sejtekben a BRAF V600
mutacido melletti egyéb mutaciok jelenléte illetve a sztroma altal szekretalt aktivalo
faktorok allhatnak (Fedorenko és mtsai 2011, Sullivan és mtsai 2013). A szerzett
rezisztencia oka leggyakrabban a MAPK-utvonal ujraaktivalodasa, de eléfordulhat a
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MAPK utvonaltol fiiggetlen menekiilési stratégia is a BRAF-gatlas hatasa alol (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 problémat
jelent a rezisztencia lekiizdésében a tumorok heterogenitasa, az egy betegbdl szarmazo,
de kiilonb6z6 helyekrél vett biopszidkban sokféle rezisztencia mechanizmus volt
igazolhat6é mind az egyes tumorokon beliil mind a tumorok k6zo6tt (Lim és mtsai 2017).

Mivel PhD munkam soran a V600 BRAF mutans tumorok koziil kizarélag melandéma
sejtvonalakkal végeztem kutatést, igy a tovabbiakban a melandémaban eléfordulo6 BRAF-

gatlo rezisztencia mechanizmusokat ismertetem részletesebben (5. tablazat).

5. tablazat

BRAF-gatl6 rezisztenciat okozo mutaciok dsszefoglalasa. (Glitza és mtsai 2014).

GEN NEVE MUTACIO TiPUSA
BRAF Amplifikécio, splice variansok
RAS Pontmutacid
NF1 Pontmutacio
MEK Pontmutacid
PI3K Pontmutacié
PTEN Deléci6
AKT Pontmutacid
IGF1R Novekedett expresszid €s aktivacio
EGFR Novekedett expresszid €s aktivacio
PDGFR Novekedett expresszio €s aktivacio
Ciklin D Kopiaszam novekedés
CDK 4/6 Pontmutacio
CDKN2A Pontmutacid
RAC1 Pontmutacié
p53 Pontmutacio
TERT Prométer pontmutacio
MITF Expresszi6 szint valtozas
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1.2.2.1 RAS és NF1

A MAPK utvonal Ujraaktivalddasanak egyik gyakori oka a RAS mutdcidk megjelenése a
sejtekben. Mind a vizsgalatot megel6z6en BRAF-gatld kezelést kapott, és nem kapott
betegekben vizsgaltdk a RAS mutacio jelenlétét. A BRAF-gatldo kezelést kapott
betegekben az NRAS mutacié megjelenése gyakori esemény, az esetek mintegy 8-37%-
ban fordul el6. Az NRAS mellett a KRAS mutacidja is eléfordulhat (7%) (Rizos és mtsai
2014, Shi és mtsai 2014). Azonban BRAF-gatlo kezelést nem kapott melanomas
betegekben Zheng és munkatarsai megallapitottak, hogy V60OE BRAF mutacié mellett
nem fordult el6 RAS mutacié. Ezzel ellentétben Jovanovic és munkatarsai leirtak 3 olyan
melandmas esetet, ahol NRAS Q61 mutacio mellett V600E BRAF mutacio volt
megtalalhatd (Jovanovic és mtsai 2010). Fontos kiemelni, dont6 fontossagii annak
bizonyitasa, hogy a RAS és BRAF mutacid valoban egyazon sejtben volt jelen. Mig
Zheng ¢és munkatarsai mutans allél-frekvencia vizsgélattal bizonyitottdk ezt, addig
Jovanovic ¢s munkatarsai ilyen jellegi vizsgalatokat nem végeztek.

A RAS mutici6 miatt megjelend rezisztencia megsziintetésére tobb preklinikai
vizsgalatot is végeztek (Nazarian és mtsai 2010, Greger és mtsai 2012). Kimutattak, hogy
RAF vagy MEK ¢és PI3K/AKT gatlok kombinalt alkalmazasdval ezen rezisztens
sejtekben is terapias valasz érhet6 el (Greger és mtsai 2012).

Fontos még megemliteni, hogy a RAS mellett a RAS aktivalodasat gatlo, igy
tumorszuppresszorként miikodé NF1 funkcidvesztése szintén hozzdjarulhat a MAPK
utvonal reaktivalodasan keresztiil a BRAF vagy MEK-gatl6 rezisztencia kialakuldsdhoz

(Whittaker és mtsai 2013).

1.2.2.2 MEK1 és aktivatorai

A MEK1-ben megjelené mutaciok szintén a MAPK tutvonal reaktivalodasan keresztiili a
BRAF-gatlokkal szembeni rezisztencidhoz vezetnek (Greger és mtsai 2012). A MEK1
mutacioé megjelenése a rezisztens esetek kortilbeliil harom szazalékaban fordul el6 (Shi
és mtsai 2014). A MEKI1 mutaciok koziil a P124S és C121S mutacid6 mutatott
Osszefiiggést a BRAF-gatlo terapia hatékonysagaval (Wagle és mtsai 2011). BRAF-
gatloval kezelt P124S MEKI1 és V600E BRAF kettés mutans betegek révidebb

rrrrrrr

(Carlino és mtsai 2015). Sejtvonalakon végzett vizsgalatokban kimutattak, hogy a BRAF-
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gatlo rezisztenciat okoz6 MEK1 mutansok esetében a BRAF ¢s MEK vagy ERK-gatlo
kombinalt alkalmazasa csokkentette a rezisztens klonok megjelenését (Emery és mtsai
2009, Carlino ¢és mtsai 2015). A MEK aktivator COT fehérje aktivalodasa szintén
Osszefliggésbe hozhaté a BRAF-gatlokkal szembeni rezisztenciaval (Arozarena ¢és mtsai

2017).

1.2.2.3 RAF amplifikécio és splice variansok

Habar BRAF specifikus gatloszer hatasara masodlagos mutaciok nem jelennek meg a
BRAF-ban, a BRAF vagy CRAF fehérje szintli amplifikacidja és BRAF splice variansok
megjelenése allhat a BRAF-gatlo rezisztencia hatterében (Montagut és mtsai 2008,
Corcoran és mtsai 2011, Wagle és mtsai 2014). Poulikos és munkatarsai kimutattak, hogy
a RAS-kotd domént nélkiilozo BRAF splice-varidnsok képesek a RAS koézremiikddése
nélkiil is dimerizalodni és aktivalni a MEK/ERK jelpalyat (Poulikakos és mtsai 2011).
Egy BRAF+MEK-gatlo kezelést kapott melandmas betegeket vizsgald kohortban az
esetek 40%-ban allapitottak meg BRAF amplifikaciot és 20-30%-ban BRAF splice
variansok megjelenését (Poulikakos és mtsai 2011, Long és mtsai 2014, Wagle és mtsai

2014).

1.2.2.4 Tirozin kinaz receptorok (RTK)

Az RTK koziil az EGFR, IGF1R és a PDGFRB hozhat6 6sszefiiggésbe a BRAF-gatlo
rezisztenciaval (Nazarian és mtsai 2010, Villanueva és mtsai 2010, Girotti és mtsai 2013).
A PDGFRSB amplifikacioja BRAF-gatlo rezisztenciat okozott sejtvonalakon végzett
vizsgalatban (Nazarian és mtsai 2010). Az IGFR fehérje szint megemelkedésének BRAF-
gatld rezisztencidban jatszott szerepét preklinikai vizsgalatokban is bizonyitottak
valamint megfigyelték BRAF-gatloval kezelt melanomas betegek relapszusaiban is
(Villanueva és mtsai 2010). Az EGFR emelkedett szintjét és aktivacidjat szintén igazoltak
BRAF-gatlora rezisztens melanoma sejtvonalakon (Girotti és mtsai 2013). Tovabba
kimutattdk, hogy a BRAF-gatld rezisztens melanomékban az EGFR expresszidja
epigenetikai valtozasok miatt ndvekedett meg és a PI3K/AKT utvonal aktivacidjat okozta

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

A PIBK/AKT utvonal (1. dbra) parhuzamos onkogén aktivacioja is el6fordulhat BRAF
mutans tumorokban. Mind BRAF-gatlé kezelést nem kapott betegek mintaiban, mind
kezelés utani rezisztens tumor mintdkban a PI3K ¢és az AKT tars mutacio eléfordulési
gyakorisaga 3-4,5 % koriilinek adodott (Shi és mtsai 2014, Manca és mtsai 2015, Zheng
és mtsai 2015). Az AKT mutacio6 koziil a Q79K és E17K, a PI3K mutécio koziil a D350G
¢s az ES545G/K mutatott BRAF-gatld rezisztencidval Osszefiiggést egy melandéma
sejtvonalakon végzett kutatasban (Shi és mtsai 2014).

A PTEN tumorszuppreszor funkciovesztéses mutacidja is vezethet a PI3BK/AKT utvonal
aktivacigjahoz. Melanéma esetében a V600E BRAF mutécidé mellett megjelené PTEN
funkciovesztéses mutacid hozzdjarulhat a metasztatikus melanéma kialakuldsdhoz és
progresszidjahoz, valamint szignifikdnsan rosszabb talélést mutat és gyorsabb agyi
attétképzodéshez vezet (Dankort és mtsai 2009, Bucheit és mtsai 2014). PTEN
funkciovesztéses mutacio6 V600E BRAF mutacido mellett gyakran, mintegy 31%-0S
gyakorisaggal fordult el6 BRAF-gatlo kezelést nem kapott betegek mintaiban (Bucheit
¢s mtsai 2014). Catalonotti és munkatarsai vizsgalatai azt mutattdk, hogy a PTEN
mutaciodja, habar nem minden esetben, de szignifikdnsan rontotta a teljes talélést
(Catalanotti és mtsai 2017). Egy masik tanulmany szerint a progressziomentes tulélés
csaknem felére csokkent a PTEN tars mutaciot is hordozo csoportban (Nathanson és mtsai
2013). Melanéma sejtvonalakon végzett vizsgalatok is alatamasztottak, hogy a PTEN tars
mutécioét hordoz6 BRAF mutans tumorok kevésbé érzékenyek a BRAF gatloszerekre
(Paraiso és mtsai 2011). BRAF mutans és PTEN funkciovesztéses melanoma
sejtvonalakban a BRAF-gatld kezelés AKT aktivacid emelkedését ¢és apoptozis
csokkenést okozott (Paraiso és mtsai 2011). A PTEN vad tipusit melanomakhoz képest a
PTEN funkcidvesztéses mutacid magasabb AKT alap aktivacios és integrin expresszios
szintet okozott, valamint ezen sejtvonalak a BRAF-gatlasra a citotoxikus valasz
elkeriilését mutattak (Fedorenko és mtsai 2016). Preklinikai vizsgalatokban kimutattak,
hogy a BRAF+PTEN kettds mutans melanomakban a panPI3K+IGFR+BRAF
kombinacios gatlas hatékonyabb lehet, mint a BRAF monoterapia (Herkert és mtsai
2016).

A PTEN funkcidvesztéses mutaciot hordoz6 melanomékban felmeriilhet a PI3K/AKT

utvonal gatlasanak mas terapias megkdzelitése is. A Rheb kis GTP-az fehérje

22



DOI:10.14753/SE.2019.2253

farnezildlodasa sziikséges ahhoz, hogy az mTORCI1 -et aktivalja, igy a PI3K/AKT ttvonal
aktivalodjon, igy felmeriilhet a farnezilacid gatlas lehetdsége a PI3K/AKT utvonal
gatlasara (1. abra). A PTEN funkciovesztéses mutacidot hordozo limfoméakban a
farnezilaciot gatld szerek tumor ellenes hatasat mar igazoltak (Mavrakis és mtsai 2008).
A biszfoszfonatok kozé tartozd zoledronsav a farnezildifoszfonat-szintazt gatolja és
szamos tumortipusban igazoltak proliferaciot gatlo és apoptozis indukalod hatasat (Zekri
és mtsai 2014). Tovabba emlé és hugyhdlyag tumorok esetében igazoltak, hogy a
zoledronsav tumor ndvekedést gatlo hatdsa a PTEN/AKT utvonalon keresztiil érvényesiil
(Li és mtsai 2011, Fragni és mtsai 2016). A fentiek alapjan a V60OE BRAF muténs +
PTEN funkcidvesztéses tumorok esetében is felmeriilhet a zoledronsav tumor ellenes

hatasanak lehetdsége.

1.2.2.6 p53

A p53 mutacioja a leggyakoribb el6fordulé mutacié human daganatokban, az esetek
mintegy felében megjelenhet (Yu és mtsai 2009, Muller és mtsai 2014). A p53 fehérje a
genom Orzdje, a DNS karosodasa esetén szabalyozza, hogy DNS-javitas vagy az sejthalal
folyamata menjen végbe a sejtben (Bond és mtsai 2012). A p53 mutacioi koziil
eléfordulhat funkcio-nyeréses és funkcio vesztéses mutacio is (Muller és mtsai 2014). A
p53 pontmutacidja altalaban agresszivebb tumor fenotipushoz vezet, mint a vad tipusu
vagy funkcidvesztéses p53 mutaciot hordozo tumorok (Muller és mtsai 2014).
Melanémaban a betegek minddssze 10-18 %-a hordoz p53 pontmutaciot (Box és mtsai
2014, Kim és mtsai 2016). Tovabba a V600E BRAF és p53 kettds mutans esetek 12 — 22
%-ban fordulnak el6. Jelenleg klinikai vizsgalat alatt van dabrafenib+trametinib valamint

mdm2-p53 kapcsolodast gatlo (AMG232) kombinacios terapiaja (Eroglu és mtsai 2016).

1.2.2.7 TERT

crer

eléfordulasa gyakori esemény és a mutacid mar a tumorgenezis elsé lépéseiben
megjelenik (Bell és mtsai 2016). A leggyakoribb pontmutaciok 124 (C228T) és 146
(C250T) bazisparral a transzlacios start kodon el6tt helyezkednek el (Bell és mtsai 2016).
TERT mutaciéo BRAF mutans melanomaban 21%-0s gyakorisaggal fordul elé (Macerola

és mtsai 2015, Vuong és mtsai 2017). Kimutattak, hogy melanoma esetében a BRAF és
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TERT kettés mutans tumorok agresszivabb fenotipussal €s rosszabb tuléléssel jarnak,
mint csak az egyik mutaciot hordozé tumorok (Xing és mtsai 2014, Macerola és mtsai
2015, Liu és mtsai 2016).

TERT és BRAF kettés mutans melanomaban a RAS-ERK jelatvitel onkogén aktivacidja
TERT promoéterhez vald kapcsolodasaban (Li és mtsai 2016). A TERT mutacio
megjelenése a BRAF mutacio mellett hozzajarulhat a benignus naevusbo6l valé malignus
melanoma kialakulasahoz (Li és mtsai 2016). A fentiek alapjan felvet6dik a lehet6ség
BRAF ¢és TERT prométer gatlok kombinalt alkalmazasanak terapias elényeirdl a BRAF

¢s TERT kett6s mutans melanomakban (Li és mtsai 2016).

1.2.2.8 Ciklin D1/CDK4/6/CDKN2A

A sejtciklus szabalyozasaban fontos szerepet betdlté pl6-ciklinD1-CDK4/6 tutvonal
gyakran sériilt melanémaban (Yadav és mtsai 2015, Yoshida és mtsai 2016).
Leggyakrabban a CDKN2A vagy CDK4 mutacioja valamint a ciklinD1 amplifikacio
okozza a sejtciklus szabalyozas zavarait. Ezek a mutaciok a VOOOE BRAF muténs esetek
mintegy felében fordulhatnak el6 (Yadav és mtsai 2015). Sejtvonalakon végzett
vizsgalatok is alatamasztottak, hogy a ciklinD1 amplifikaci6 BRAF-gatlo rezisztenciat
okoz (Smalley ¢és mtsai 2008). Betegmintakon végzett vizsgalatokban a ciklinD1
amplifikacié és CDKN2A delécio rosszabb progresszidomentes taléléssel tarsult, mint az
ezeket a tars mutaciokat nem hordozé csoportban (Nathanson és mtsai 2013). Mivel a
ciklinD1 amplifikacio érzékenyiti a tumorokat a CDKA4/6-gatlokra, felmeriilhet a
CDK4/6-gatlok hasznalata a BRAF-gatld rezisztens melanomakban (Yadav és mtsai
2015). Preklinikai vizsgalatokban kimutattak, hogy a BRAF-gatlora rezisztens vonalak
CDK4/6-gatl6 kezelésre szenzitivek maradtak (Yoshida és mtsai 2016). Tovabba BRAF
¢s CDK4/6-gatlok kombindlt alkalmazéasara klinikai vizsgalatok vannak folyamatban

(Yadav és mtsai 2015).

1.2.29 RAC1
A RACI fehérje a Rho kis GTP-dzok koz¢é tartozik és a tumorgenezis és metasztazis
folyamataiban vesz részt (Watson és mtsai 2014). A RAC1 P29S mutacidja a betegek 4-

7%-aban talalhaté meg és vemurafenib rezisztencia kialakulasahoz vezethet (Watson és
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mtsai 2014, Halaban 2015). Egy nemrég megjelent k6zlemény szerint a p21 aktivalt kinaz
(PAK) elleni gatloszerek hatékonyak lehetnek a RAC1 mutans melanomak kezelésében

(Araiza-Olivera és mtsai 2018).

1.2.2.10 MITF

A MITF transzkripcios faktor a melanocitdk fejlodésének kozponti szabalyozoja és a
melandéma progressziojaban is fontos szabalyozo6 funkcioval bir (Levy és mtsai 2006). A
MITF expresszidjara sziikség van a melanéma sejtek tuléléséhez, valamint expresszios
szintje befolydsolja a melanoma sejtek proliferacios, invazids és talélési képességét.
(Wellbrock és mtsai 2008, Wellbrock és mtsai 2015). Az onkogén BRAF mutaciod
kozvetlen hatassal van a MITF fehérje expresszidjara, szabalyozza az optimalis MITF
expresszios szintet a tumor sejtek tuléléséhez (Wellbrock és mtsai 2015). Egyre tobb
bizonyiték van arra, hogy a MITF a BRAF-gatlo elleni rezisztenciat jelzé fehérje. Az
eddigi vizsgalatok eredményei ellentmondédsosak, mind a novekedett, mind a hidnyzo
MITF expresszié 0sszefiiggésbe volt hozhatd a rezisztencia kialakulasaval (Wellbrock és
mtsai 2015). Egy tanulmanyban kimutattak, hogy a BRAF-gatloval valo kezelés kezdeti
szakaszaban a MITF expresszidja fokozatosan novekszik €s hozzdjarul a rezisztens
klonok kivalogatodasahoz (Smith és mtsai 2016). Tovabba Van Allen és munkatarsai
Allen és mtsai 2014). Ugyanakkor a MITF hianyz6 expresszidja egyiitt jar az
AXL/WNTS emelkedett szintjével, ami egy agressziv, rezisztens melanoma populéciot
eredményez (Muller és mtsai 2014). Egy funkcionalis vizsgalatban megallapitottak, hogy
a MITF deplécidja az EGFR jelatvitel aktivaciojahoz ¢és rezisztens fenotipus
megjelenéséhez vezet, mig a MITF magas expresszioja BRAF ¢és MEK-gatlo

érzékenységet okoz (Ji és mtsai 2015).

1.3 A melanoma immun checkpoint fehérjék gatlasan alapul6 terapiaja

A melanéma alapvetden immunogén daganat, igy az immunsejtek miikodésének
befolyasolasa hatissal lehet a daganat progresszidjara. Ezt bizonyitja az a két

megfigyelés, mely szerint az elsddleges daganat eltavolitasa és az attétek kialakulasa
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kozott gyakran hosszh id6 telik el, valamint néhany esetben megfigyelték a melanéma
spontan gyogyulasat is (Sullivan és mtsai 2013).

Jelenleg a PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) és CTLA-4 (ipilimumab) T-sejtes
immunvalaszt gatld receptorok gatlasan alapulé immunterapidk elfogadottak
melanomaban (Hughes és mtsai 2016). Mivel a BRAF-gatlok hasznalata megnovelheti
az immunsejtek aktivitasat és az antigén bemutatast, a BRAF V600 mutaciot hordozo
melanémakban klinikai fazisvizsgalatok vannak a V600 BRAF specifikus inhibitorok és
immunterapiak kombinalasanak hatékonysaganak tesztelésére (Hughes és mtsai 2016).
Az els6 eredmények alapjan a vemurafenib és ipilimumab kombindciés alkalmazasa
biztatdé eredményeket hozott és a kezelés mellékhatasai jol toleralhatonak bizonyultak
(Hassel és mtsai 2016). Azonban vannak olyan tanulmanyok is, amelyek a
mellékhatasként megjelend, stilyos majtoxicitds miatt nem ajanljak a két szer kombinalt
alkalmazasat (Park és mtsai 2013). Felmeriilt a lehetésége a BRAF-gatlok és
immunterapia egymas utan torténd alkalmazasanak is. Egy nemrég megjelent tanulmany
szerint a korabban BRAF-gatlot kapott betegek koziil, akik tobb mint 6 honapig reagaltak
a kezelésre, utdna jobban reagéltak a masodvonalbeli anti-PD-1 terapidra, mint akik

gyorsan progredialtak a BRAF-gatlo kezelésre (Johnson és mtsai 2017).

1.4 A BRAF-gatlo rezisztencia hatasa a melanoma sejtek fenotipusara

Tobb tanulmany kimutatta, hogy a BRAF-gatlora rezisztens sejtek invazivabb
fenotipussal birnak, mint a BRAF-gatlora érzékeny sejtek (Li és mtsai 2015, Wang és
mtsai 2015, Cordaro és mtsai 2017). Az invaziv fenotipus kialakulasanak folyamata az
epitélialis — mezenhimalis atmenet (EMT) (Tulchinsky és mtsai 2014). Az EMT soran az
eredetileg epitél jellegii sejtek elveszitik apikalis-bazalis polarizaltsagukat valamint a
kornyezo sejtekhez és a bazalis membranhoz vald kapcsolodasukat. Ugyanakkor a
mezenhimalis sejtekhez hasonld fehérjéket kezdenek el termelni (Pearlman és mtsai
2017). A melanémara jellemzé EMT soran fellép6 fehérje expresszios szint valtozasokat
a 6. tablazat tartalmazza.

Melanémaban az EMT  folyamatit tobb utvonal (RAS/RAF/MEK/ERK,
PI3K/AKT/mTOR, Wnt/B-catenin, TGF-B) is szabalyozza az EMT-transzkripcios
faktorokon (Zeb, Snail, Twist) keresztiil (Pearlman és mtsai 2017). El6rehaladott
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melanomaban a BRAF vagy NRAS aktivalodasa szabalyozhatja az EMT folyamatat, a
MEK/ERK/FRA-1 tutvonalon keresztiili ZEB-1 és TWIST-1 transzkripcios faktor
aktivalassal. (Tulchinsky és mtsai 2014, Paluncic és mtsai 2016). A FRA-1 transzkripcios
faktor a RAS jelpalya egyik effektora (Tulchinsky és mtsai 2014). A FRA-1 a ZEB-1 és
TWIST-1 expressziojat noveli, mig a ZEB-2 és SNAIL-2 expressziojat csokkenti
(Dhillon ¢és mtsai 2015). Az EMT folyamatanak fontos markere az E-cadherin
expressziojanak elvesztése és az N-cadherin expresszidjanak novekedése. A V600E
BRAF mutans melanéma sejtekben az E-cadherin expressziojanak elvesztése figyelhetd
meg, amely Osszefliggésbe hozhatd a sejtek metasztatikus aktivitadsanak novekedésével
(Boyd és mtsai 2013). Tovabba az N-cadherin szintjének novekedése mellett a vimentin
intermedier filamentum expresszidja is megnd, igy segitve elé a sejtek invaziv

fenotipusanak kialakulasat (Paluncic és mtsai 2016). A matrix metalloproteazok

crer

BRAF a MEK/ERK/TWIST-1 atvonalon keresztiil aktivalja az MMP-1-et (Weiss és
mtsai 2012). Az invaziv fenotipus kialakulasanak masik kozponti kapcsoloja a MITF
transzkripcids faktor. Az EMT folyamata soran a MITF szintje fokozatosan csokken
(Tulchinsky és mtsai 2014). A MITF alacsony expresszidja invaziv fenotipus, mig magas
expresszidja differenciaciohoz és proliferativ fenotipus megjelenéséhez vezet (Hartman

¢s mtsai 2015).
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6. tablazat

Fehérje expresszios szint valtozasok az EMT soran melandmaban (Tulchinsky és mtsai

2014, Pearlman és mtsai 2017).

EXPRESSZIO
FEHERJE CSOKKENES ()
NOVEKEDES ()

ZEB-1
ZEB-2
SNAIL-1
SNAI-2 (SLUG)
TWIST-1
TWIST-2
MITF
FRA-1
E-CADHERIN
N-CADHERIN
VIMENTIN
FIBRONEKTIN
MATRIX
METALLOPROTEAZOK (MMP)

O N N N P O N A N R N

1.5 A nem-V600 BRAF mutans szolid tumorok célzott terapiaja

Az elmult években a BRAF-ot célzd gydgyszerfejlesztések a VO600E mutéciora
fokuszaltak, foként a melanomaban gyakran eléforduldé V60OOE BRAF muténs esetek
miatt. Azonban az 0j generacidos szekvenalasi modszerek széles korben vald
elterjedésével és a 600-as kodonon kiviil es6 szekvenciak (féként az 11. és 15. exonban
elhelyezkeddk) vizsgalataval, a nem-V600E esetek szama novekedést mutat (Richtig és
mtsai 2017).

Mivel a nem-V600 BRAF mutans tumorokban is aktivalt allapotba keriil a
RAF/MEK/ERK jelpalya (lasd: 1.1.1 fejezet), a BRAF és/vagy MEK gatlok hasznalata

ebben a molekularis altipusban is felmeriilhet. Nem-V600 BRAF mutans attétes
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melanoémas betegekben a VO0OE BRAF specifikus gatloszerek (vemurafenib, dabrafenib)
nem értek el terapias hatast, a daganatok progredialtak (Kim és mtsai 2016). Ebben a
daganattipusban egy esettanulméany bemutatta, hogy egy L597S BRAF mutans beteg
részleges valaszt adott MEK-gatlo kezelésre (Dahlman és mtsai 2012). Nem-V600 BRAF
mutans tiidorak esetén a vemurafenib terapidra 6-bol 1 beteg adott részleges valaszt
(Gautschi ¢és mtsai 2015) és néhany esettanulmany létezik, ahol a pan-RAF gatlo
sorafenib hatasara betegek részleges terapias valaszt mutattak (Gautschi és mtsai 2015,
Sereno ¢és mtsai 2015, Casadei Gardini ¢és mtsai 2016). Valamint egy preklinikai
tanulméanyban kimutattak, hogy a dabrafenib és trametinib kombinalt terdpia gatolhatja a
novekedést ¢és apoptdzist indukalhat nem-V600 BRAF mutans tiidérak sejtvonalakon
(Noeparast és mtsai 2017).

A nem-V600 BRAF mutécio prognosztikus értéke eltérd a kiillonbozd daganatokban. A
nem-V600 BRAF mutacio jelenléte melanomaban és kolorektélis daganatban jobb teljes
talélést mutat, mint az ilyen mutaciot nem hordozo6 daganatok (Kim és mtsai 2016, Jones
¢s mtsai 2017). Melanémaban IV. stadiuma betegeknél a nem-V600 BRAF mutans
betegek teljes talélése 17.9 honap, mig a V60OE BRAF mutansoké 16.1 honap volt (Kim
és mtsai 2016). Kolorektalis daganatos betegek esetében egy tobb mint 9000 IV. stadiumu
beteget vizsgald tanulmany kimutatta, hogy a nem-V600 BRAF mutans betegek tulélése
(60.7 honap) szignifikansan magasabb volt, mint a VOOOE BRAF mutans (11.4 honap) és
BRAF vad tipusu (43 honap) betegeké (Jones és mtsai 2017). Tiidérakban a nem-V600
BRAF mutacio jelenléte azonban rosszabb teljes tilélési adatokat mutat mint a V600E
BRAF mutacié (Litvak és mtsai 2014, Gautschi és mtsai 2015). Elsé vonalban
kemoterapiat kapott BRAF mutans tiidérakos betegeknél a teljes talélés a V60OE BRAF
mutécié esetén 25.3 honapnak, mig nem-V600 BRAF mutacio esetén 11.8 honapnak
adodott (Gautschi és mtsai 2015).

Osszességében azonban elmondhato, hogy a nem-V600 BRAF mutans betegek célzott
terapids kezelése jelenleg nem megoldott, igy Uj terapias megkozelitésekre siirgetd

sziikség van.
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran a BRAF mutans szolid tumorok célzott terapia érzékenységét
meghataroz6 molekularis faktorokat vizsgaltuk. A kovetkez6 célkitlizéseket fogalmaztuk

meg.

1. V60OE BRAF mutans és PTEN-t expresszaldo ¢s VO6OOE BRAF mutans és PTEN
fehérjét nem vagy csak kis mértékben expresszald6 melanoma sejtvonalakon a

biszfoszfonatok kozé tartozo zoledronsav tumor ellenes hatdsanak osszehasonlitasa.

2. V600E BRAF mutaciot hordozé melanéma sejtvonalakon a hosszu tav vemurafenib
kezelés soran fellép6 fenotipusos és molekularis valtozasok feltérképezése:

- a sejtvonal parok proliferacios €s migracios képességének vizsgalata

- a fenotipusos valtozasok hatterében all6 molekularis folyamatok vizsgalata kiilonb6z6
faktorok mRNS és fehérje expresszios szintjének meghatarozasaval

- a fellépd rezisztencia mechanizmusok alapjan, a rezisztencidt okozd fehérjék elleni

gatloszerek hatékonysaganak tesztelése.
3. A nem-V600 BRAF mutéiciot hordozd szolid daganatok (melandéma, tiidé, emld

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

(selumetinib) kombinacids gatlas tumor ellenes hatasanak vizsgalata.
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3. MODSZEREK

3.1. Sejtvonalak

A kisérletek soran hasznalt sejtvonalak szovettani eredete és elérhetdsége a 7. tablazatban

olvashato.

7. tablazat

A kisérletekben felhasznalt sejtvonalak listaja.

31

i EREDET
SEJTVONAL TUMOR TIPUSA
(Katalégus szam)
4.1 fejezet
A375 melanéma ATCC CRL-1619
A2058 melanoma ATCC CRL-11147
(Fodstad és mtsai
LOX melanéma
1988)
HT168-M1; (Ladanyi és mtsai
melanéma
M1 1990)
(Ladanyi és mtsai
HT199 melandéma
1995)
WM239 Mmelandéma WISTAR
WM35 melanéma WISTAR
4.2 fejezet
Mel KD melandma (Lai és mtsai 2012)
Mel JL melanoma (Lai és mtsai 2012)
Mel JR melanéma (Lai és mtsai 2012)
MM90906 melanéma Marco Donia
(Donia és mtsai
MM90911 melandéma
2017)
MMO040111 melanéma Marco Donia



DOI:10.14753/SE.2019.2253

4.3 fejezet
A375 melandéma ATCC CRL-1619
CRL5885 tiido ATCC NCI-H1666
CRL5922 tiido ATCC NCI-H2087
WM3629 melandéma WISTAR
WM3670 melanoma WISTAR
MDAMB231 emld ATCC HTB-26

A sejteket 5% CO. tartalom mellett 37 °C fokon tenyésztettiik termosztatban. A sejteket
10% FBS-el (Life Technologies, Carlsbad, CA) ¢és antibiotikumokkal (penicillin-
sztreptomicin, amfotericin B) (Lonza, Basel, Switzerland) kiegészitett 4,5%-0s gliikoz
tartalmi DMEM médiumban (Lonza) tenyésztettiik.

A hosszu tavi vemurafenib kezelés hatésait vizsgdlo kisérleteinket 3 par vemurafenib
kezelés elétti (pre) és kdzbeni — 4-6 héttel els6é kezelés utan - (post) betegekbdl izolalt
sejtvonalakon (Mel KD, Mel JL, Mel JR), illetve 3 par in vitro 14 hétig tart6, emelkedd
(MM90906, MM90911, MMO040111) végeztiik. A sejtvonalak eredetét és a betegek
informaciot a 8. tablazat tartalmazza. A Mel KD, Mel JL, ¢és Mel JR sejtvonal parokat
Karianne Risberg és Oystein Fodstadt (Institute for Cancer Research Oslo University
Hospital), az MM90906, MM909011 és MMO040111 sejtvonal-parokat Marco Donia
(University of Copenhagen Herlev Hospital) adomanyozta laborunknak tovabbi
vizsgélatokra.

A nem-V600 BRAF mutans sejtvonalak BRAF/RAS mutacios statuszat a 9. tablazatban

ismertetem.
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8. tablazat

A hosszii tavii vemurafenib kezelés hatasait vizsgaldo kisérleteinkben felhasznalt
sejtvonalakra vonatkozo Kklinikai adatok. A Mel sejtvonalak eredetének informacio Lai,
2012 cikke alapjan vannak megadva (Lai és mtsai 2012) (1. beteg=Mel KD, 3. beteg=
Mel JR, 4. beteg= Mel JL). Az MM sejtvonalak eredetének informacidit Marco Donia
bocsatotta rendelkezésiinkre. Minden sejtvonal V600OE BRAF mutaciot tartalmazott. (F —
férfi, N- n6, DTIC — dekarbazin, IL-2 — interleukin-2, IFN-a —interferon alfa)

KEZELES VEMURAFENIB VALASZ
VEMURAFENIB KEZELEST VEMURA-
SEJTVONAL | NEM | KOR KEZELES KAPOTT A FENIB
ELOTT BETEG? KEZELESRE
Mel KD F 35 DTIC Igen, 11 hétig Részleges
valasz
Mel JL N 53 Taxol Tgen, 15 hétig Részleges
valasz
Mel JR N 54 DTIC Igen, 15 hétig Részleges
valasz
MM90906 F 36 IL-2/IFN-a Nem -
IL-2/IFN-a, anti-
CTLA4
(ipilimumab), i
MMS0911 F 41 Dendritikus sejt Nem
vakcina (klinikai
vizsgalat)
MMO040111 N 78 Nem kapott Nem -
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9. tablazat

A nem-V600 BRAF mutans pan-RAF + MEK gatlasra adott valaszanak vizsgalatahoz
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hasznalt sejtvonalak BRAF/RAS mutacioi.

BRAF KINAZ RAS
SEJTVONAL BRAF , , REFERENCIA
AKTIVALTSAGA (N/K)
A375 (Hoeflich és
V600E magas wt )
melanoma mtsai 2009)
CRL5885 (Guo és mtsai
G466V alacsony wt
tiido 2008)
WM3629 (Lin és mtsai
D594G alacsony GI12D (N)
melanoma 2008)
WM3670 (Lin és mtsai
G469E alacsony GI2D (N)
melanoma 2008)
MDAMB231 (Holderfield ¢és
G464V kozepes G13D (K)
emld mtsai 2013)
CRL5922 (Davies és mtsai
L597V kozepes Q61K (N)
tiido 2002)

3.2 Gatloszerek

A kisérletek soran a kovetkez6 gatloszereket hasznaltuk fel: prenilacio-gatlo: zoledronsav
(Selleck Chemicals, Houston, TX), V600E BRAF specifikus gatloszer: vemurafenib
(Selleck Chemicals), MEK-gatlo: selumetinib (Selleck Chemicals), pan-RAF-gatlo:
sorafenib (LC Laboratories, Woburn, MA) és AZ628 (Sigma-Aldrich), PI3BK/mTOR
kettds-gatlo: BEZ235 (Selleck Chemicals), EGFR-gatlo: erlotinib (Selleck Chemicals)
(3. 4. ¢s 10. tablazat). A zoledronsav kivételével, melyet fiziologias sooldatban oldottunk

fel 4 mg/ml koncentracioban, a gatloszereket 100%-0s DMSO-ban (Sigma-Aldrich,
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Saint-Luis, Missouri, USA) oldottuk fel 10 mM-os vagy 100 uM-os (BEZ235)

torzskoncentracioban és felhasznalasig -80 °C-on taroltunk.

10. tablazat

Kisérleteink soran felhasznalt inhibitorok szerkezete és célpontjai.

VEGYULET
NEVE

SZERKEZET

CELPONT (IC50)

Ol

Kis GTP-azok prenilacio-

Zoledronsav o YH on gatlasa:
% o 10-100 uM
H;C__~_0 N
c’g\/\o JN H
Erlotinib " _c EGFR: 2 nM
HN\©/C/
//N
PI3K-p110a/B/y/6: 4/5/7/75

BEZ235 nM

mTOR:6 nM

3.3 Eletképességi tesztek

3.3.1 SRB esszé

A sejtek fehérje mennyiségének meghatdrozadsan alapuldé SRB esszé segitségével

analizaltuk a sejtek életképességét. A sejteket 96 lyuku edény kozépsé 60 lyukaba (5000

sejt/lyuk; 500 sejt/lyuk), vagy 24 lyuku sejttenyészté edénybe (1000 sejt/lyuk) tettiik,

majd egy éjszakan keresztiil hagytuk letapadni. Rovidtavon 72 6raig vagy hosszitavon 6

illetve 10 napig kezeltiik a sejteket az adott gatloszerekkel. A proliferacios képességet

vizsgalo kisérletekben 1000 sejtet tettlink 96 lyuku sejttenyésztd edénybe, majd a

kitiltetés utani 1. 3. 5. és 7. napon lefixalva a sejteket megallapitottuk, hanyszorosara nott
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a sejtek szdma az adott napon az 1. naphoz képest. A kezelés idd letelte utan 10%-0S
triklorecetsavval (TCA) oldattal fixaltuk a sejteket, majd csapvizes mosas kovetkezett. A
fixalas utan 0,4%-0s SRB oldattal festettiik meg a fixalt sejteket. A megkotott festéket 10
mM-os Tris pufferben (pH=8) oldottuk fel és fotometraltuk 570 nm-en (EL800, BioTec
Instruments, Winooski, VT). A kisérleteket minimum haromszor, egymastol fiiggetlentil
elvégeztiik. A modszert a4.1.2,4.2.1,4.2.2, 4.2.6 fejezeteknél alkalmaztuk.

3.3.2 Klonogenitasi esszé

A sejtek fehérje mennyiségének meghatarozasan alapul6 klonogenitési esszé segitségével
jellemeztiik a sejtek klonképzé képességét. A sejteket 6 lyuku sejttenyészté edénybe
(1000 sejt/lyuk) helyeztiik és egy éjszakan at hagytuk letapadni. A sejteket 10 napig
kezeltiik az adott gatloszerekkel. A kezelés 1d6 letelte utan 3:1 aranyli metanol: ecetsav
oldattal fixaltuk a sejteket, majd csapvizes mosas kovetkezett. A fixalas utan 0,1 w/v%-
0s kristalyibolya oldattal festettiik meg a fixalt sejteket. A megkotott festéket 2%-0s SDS-
ben oldottuk fel és fotometraltuk 570 nm-en (EL800, BioTec Instruments, Winooski,
VT). A gatlészerek hatasat a kontroll, tehat kezelést nem kapott csoport értékéhez
normalizaltuk (relativ viabilitas, relativ klonogenitas). A kiséreleteket legalabb
haromszor, egymastol fiiggetleniil elvégeztiik. A modszert a 4.1.2 és 4.2.7 fejezeteknél
alkalmaztuk.

3.3.3 Kombinacios index (Cl) szamitasa

Két inhibitor gatld hatdsa kozti szinergia meglétét kombinacids index segitségével
allapitottuk meg. A kombinacids indexet a Chou-Talalay moédszerrel, a CompuSyn
program (Ting Chao Chou and Nick Martin, Paramus, NJ, 2005) segitségével szamoltuk
ki (Chou 2010). Osszesen 36 kiilonbzd inhibitor koncentracional allapitottuk meg a
kombinacios indexet. Ha CI<1, szinergista, ha CI=1 additiv, ha CI>1 antagonista hatas

all fent a két inhibitor kdzott. A modszert a 4.2.6 €s 4.3.1 fejezeteknél alkalmaztuk.
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3.4 Videomikroszkopos mérések

A videomikroszkopos méréseket az alabbi cikk alapjan végeztiik el (Hegedlis és mtsai
2004) . Roviden a sejteket 24 lyuka sejttenyészté edény kozépso 12 lyukaba tettiik és egy
¢jszakan at hagytuk letapadni. (Corning Incorporated, Corning, NY). Masnap a médiumot
kicseréltiik COz independens médiumra (Life Technologies, Carlsbad, CA), amely 10 %
FBS-el és 4 mM glutaminnal egészitettiink ki. A kiils6 lyukakat PBS-el (Lonza) t6ltottiik
fel a parolgasbol adodod veszteség kikiiszobolésére. Ezutan a sejteket inverz fazis-
kontraszt mikroszkoppal kiegészitett 37°C-os inkubatorba helyeztik (World Precision
Instruments, Sarasota, FL). A mérés soran 10 percenként késziilt felvétel 3 szomszédos
latotérrdl, a kezelés utdn minimum 72 oréig. A felvételekrdl latdterenként minimum 6 sejt
mozgasat kovettilk. A kisérleteket legaldbb héaromszor, egymastol fliggetleniil
elvégeztiik. Az eredmények kiértékelést egyes sejtek kdvetésével manualisan végeztiik
el, majd megallapitottuk sejtek adott idéegység alatti elmozdulasat. A mddszert a 4.2.3
¢és 4.3.4 fejezeteknél alkalmaztuk.

3.5 TUNEL esszé

Az apoptotikus sejtek detektalasahaz a sejteket 24 lyuku sejttenyésztd edénybe tettiik és
egy ¢jszakan at hagytuk letapadni. A kezelés utdn a sejteket fixaltuk 4%-0s PFA-val és a
gyarto protokollja szerint elvégeztiik az apoptotikus sejtek jelolését (Kat.szam:11684795,
Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). A sejtmagokat DAPI festékkel jeloltik. A
kiértékeléshez megszamoltuk a TUNEL pozitiv sejtek aranyat legaldbb harom 20x
nagyitasu latotérben. A modszert a 4.1.3 és 4.3.5 fejezeteknél alkalmaztuk.

3.6 Immunblot

A vizsgalt sejteket 6 lyuku sejttenyésztd edénybe tettiik és egy éjszakan at hagytuk
letapadni. A kezelés utan a sejteket 6%-0s TCA-val fixaltuk, majd modositott Laemmli
pufferben (90 mM Tris-HCI, pH 7.9, 2% SDS, 10% glicerol, 5 mM EDTA, 125 mg/ml
urea, 100 mM dithiothreitol, 0.02% bromfenol-kék) oldottuk fel a pelletet. A teljes
fehérjekoncentraciot Qubit 3 (Thermo Scientific, Waltham, MA) késziilékkel mértiik

meg. A fehérjéket elektroforézis modszerrel valasztottuk el méret szerint 10%-0s SDS-
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PAGE (BioRad, Hercules, CA) segitségével, majd a fehérjéket PVDF membranra
(Thermo Scientific) transzferaltuk. Az immunblot analizis soran a kovetkez6
ellenanyagokat hasznaltuk els6dleges antitestként 1:1000 higitasban egy éjszakan at 4 °C-
on torténd inkubacioval: 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 foszforilalt kinazok foszforilaltsagi helyei: p-CRAF
(Ser338), p-Erk (Thr202/Tyr204), p-S6 (Ser240/244), p-Akt (Ser473). Kontrollként anti
B-tubulin vagy B-aktint (Cell Signaling #2128 és #4970) hasznaltunk. Masodlagos
antitestként HRP-jeldlt anti-nyul vagy anti-egér (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA) - 1:10000 higitas, 1 ora, szobahé - hasznaltunk. A vizualizacido Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate kittel (Thermo Scientific) tortént. A modszert a 4.1.3, 4.2.5
¢s 4.3.3 és 4.3.5 fejezeteknél alkalmaztuk.

3.7 Sejtciklus vizsgéalatok

A sejtciklus vizsgalatokhoz a sejteket 6 lyuku sejttenyészté edénybe tettilk és egy
¢éjszakan at hagytuk letapadni. A kezelést kvetGen a sejteket tripszinizaltuk, majd DAPI-
val festettiik 5 percig 37°C-on. A stabilizalé puffer hozzdadasa utdn a mintdkat 8 lyukua
NucleoCounter lemezekre tettiik. NucleoCounter NC-3000™ (Chemometec, Allerod,
Denmark) késziilék segitségével elemeztiik a fluoreszcens jelet. Az egyedi sejtekhez
rendelhetd DAPI fluoreszcens jel intenzitasabol szamitodik ki az adott sejt DNS tartalma
¢s igy az adott sejtciklus fazisban 1évd sejtek szazalékos ardnya. A moddszert a 4.3.2

fejezetnél alkalmaztuk.

3.8 Kvantitativ PCR

A vizsgalt sejteket 6 lyuku sejttenyésztd edénybe tettiik és egy ¢€jszakan at hagytuk
letapadni. A sejttenyészetbdl PBS oldattal torténé mosas utan sajat készitésit TRIZOL
reagenssel (0,9 M guanidin-tiocianat, 0,45 M ammonium-tiocianat, 0,12 M natrium-
acetat, 6% glicerol, 40 % fenol) izolaltunk RNS-t. 1 ml TRIZOL reagenst adtunk a
sejtekhez lyukanként és inkubaltuk 5 percig. A lizatumot Eppendorf-csébe helyeztiik és
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0,2 ml kloroformot adtunk hozza, majd centrifugaltuk (12000 g, 15 perc). A fels6 fazist
egy uj Eppendorf csObe helyeztiik 4t, majd 0,5 ml izopropanolt adtunk hozzé és 30 percig
-20 °C-on inkubaltuk. Centrifugalas (13000g, 10 perc) utan a feliiluszot elontottiik és 1
ml 75%-os etanolt adunk hozza. Centrifugalas (13000g, 5 perc) utan a feliiliszot
elontottiik és az RNS pelletet kiszaritottuk, majd 10 ul RN-az mentes vizben oldottuk fel
¢s -80 °C-on taroltuk a mintakat. Az izolalt RNS mennyiségét és mindségét a Nanodrop
ND-1000 spektrofotométerrel ellendriztiik és a megfeleld mennyiségii és tisztasagii RNS-
t hasznaltuk a PCR reakciok soran. Revert Aid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific)
hasznaltunk a reverz transzkripcidhoz, a hasznalati Gtmutatonak megfeleléen. A primerek
tervezését a Clone Manager szoftverrel (Sci-Ed Software, Cary, NC, USA) végeztiik el.

A legtobb vizsgalathoz a PCR reakciokat 12 pl térfogatban, Maxima SYBR/ROX
mastermixet (Thermo Scientific) hasznalva 50 ng kiindulasi cDNS-b6l, 0,5 uM-0s primer
koncentracié mellett végeztiik. A mérések soran ABI Prism 7000 SDS Thermocycler
(Applied Biosystems) késziiléket hasznaltunk. TagMan valos idejii PCR segitségével
meértiik az EGFR gén expresszidjat. A primer szekvencidkat a 11. tablazat foglalja dssze.
Minden mintat minden génre kétszeres ismétlésben mértiink. GAPDH és [-aktin
haztartasi gének expressziojat hasznaltuk kontrollként €s a relativ expressziot a delta CT
modszerrel szamitottuk Ki. Az mRNS expresszié valtozast a kezelés utani sejtekben a
deltadelta CT modszerrel hatdroztuk meg (fold change, FC). Az mRNS expresszid
novekedését vagy csokkenését hotérképen abrazoltuk MatlLab szoftver (Natick, MA)

segitségével. A modszert a 4.1.4 fejezetnél alkalmaztuk.

11. tablazat A qPCR soran hasznalt primerek szekvenciai

PRIMER NEVE SZEKVENCIA
SNAIL FOR TAT GCT GCC TTC CCAGGC TTG
SNAIL REV ATGTGC ATC TTG AGG GCA CCC
ZEB-1 FOR CCA GTG GTC ATG ATG AAA ATG GAA

CACC
ZEB-1REV CAG ACT GCG TCACAT GTCTTT GAT
CTC
VIMENTIN FOR GGC TCA GAT TCA GGA ACAGC
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VIMENTIN REV CTG AAT CTC ATC CTG CAG GC
N-CADHERIN FOR GCATCATCATCC TGC TTATCC
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
MMP1 FOR TAC ATG CG?:TACCA AAT CCC
MMP1 REV ACA GCC CAG TAC TTATTC CC
MMP3 FOR TGG GCC AGG GAT TAATGG AG
MMP3 REV GGG AGT GGC CAA TTT CAT GAG
FRA-1 FOR ACA CCC TCCCTAACT CCTTTC
FRA-1REV TGC TGC TAC TCT TGC GAT G
MITF FOR AGA CAT GCG CTG GAA CAA GG
MITF REV GAG CAA CAAATG 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 TTAC
PDL-2 FOR CAATGT GAC CCT GGA ATG
PDL-2 REV GGC TGT TAT TGC TCC AAG
PD-1FOR AGC CTG GTG CTG CTAGTC TG
PD-1REV TGC GCC TGG CTCCTATTG TC
B7-1 FOR CCT GGG CCATTACCT TAATC
B7-1 REV AGT AGG TCA GGC AGC ATATC
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 kisérletek

Az allatkisérleteket az Orszagos Onkologiai Intézet Kisérletes Farmakologia Osztalyan
végeztiik, az Orszagos Onkologiai Intézet Allatkisérleti Bizottsaganak kovetelményei
szerint (engedély szam: PEI/001/2574-6/2015). MDAMB231 sejteket (2x10° 50 pl
szérum mentes DMEM-ben) oltottunk 10 hetes ndstény NSG egerek emléjébe (10 egér/
csoport). Az oltas utan szamitott masodik héten az egercket 25 mg/tkg sorafenibbel
és/vagy 10 mg/tkg selumetinibbel kezeltiik naponta, intraperitonealisan 18 napig. A
kontrol csoport ezeknek megfeleld mennyiségii DMSO-t kapott. A tumorokat kaliperrel
hetente kétszer mértiik meg €s a tumor térfogatat a kovetkezd képlettel szamoltuk ki
(hossziisag X szélesség® x (4m/3). A kapott értékeket relativ értékre (V) transzformaltuk a
kovetkezd képlet segitségével: V = VH/VO, ahol a VO a kezelés 1. napjan mért tumor
térfogat,a Vt az adott napon mért tumor térfogat. A kezelés utani 18. napon az allatokat
elaltattuk, majd a tumorokat eltavolitottuk és a tomegiiket lemértiikk. A modszert a 4.3.6

fejezetnél alkalmaztuk.

3.10 Statisztika

Tobb csoport kozti statisztikailag szignifikdns kiilonbségek megallapitdsara ANOVA-
tesztet hasznaltunk Tukey vagy Dunnett's post hoc teszttel. Két csoport esetén parositatlan
t-tesztet hasznaltunk. A korrelacié szamitasnal Spearman korrelaciot alkalmaztunk. A
statisztikai analiziseket a GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA)
segitségével végeztilk. Az abrakon minden esetben az atlag és a standard hiba (SEM)
érteke van feltiintetve. Az eredmények értékelésekor p <0,05 valtozast tekintettiink

statisztikailag szignifikans kiilonbségnek.
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4. EREDMENYEK

4.1 A zoledronsav hatisa a V600E BRAF mutans melanéma sejtek
¢letképességere ¢€s apoptozis indukcidjara PTEN fehérje expresszios

szintjének fliggvényeben

4.1.1 A vizsgalt melanoma sejtek PTEN statuszanak meghatarozasa

A vizsgélat soran felhasznalt hét V600E BRAF mutdns melandma sejtvonal PTEN
expresszidjat immunblot modszerrel elemeztik (4. abra). A WM35, LOX és A375
vonalak PTEN fehérjét kifejezik, mig az M1, A2058, WM239 és HT199 vonalak a PTEN

fehérjét nem vagy csak nagyon kis mértékben termelik.
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4. abra A vizsgalt melanoma sejtek PTEN statuszanak meghatarozasa immunblot
modszerrel.

4.1.2 A vemurafenib és zoledronsav kezelés hatasa az életképességre

Az életképességi teszteket mind rovid (72 ora), mind hossza tadvon (10 nap) elvégeztiik.
A rovid tava életképességi tesztek eredményei azt mutattak, hogy a vemurafenib esetében
a csak BRAF mutaciot hordozé sejtek (vilagos kék), a zoledronsav kezeléskor pedig (a
LOX sejtvonal kivételével) a BRAF mutans és PTEN fehérjét csokkentve expresszalo
sejtek (sotét kék) voltak érzékenyebbek (5. dbra). A hosszl tavh életképességi esszék

eredményei is megerdsitették a rovid tava esszék eredményeit (6. dbra). A LOX, az egyik
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csak BRAF mutans sejtvonal, a rovid tava életképességi tesztben a zoledronsavra
érzékenynek bizonyult (5/B. abra), addig a hosszutavh életképességi esszében mar

rezisztensnek bizonyult a zoledronsav kezelésre (6/B. abra).
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5. abra A vizsgalt 7 BRAF mutans melanoma sejtvonal (A) vemurafenib és (B)
zoledronsav érzékenységének meghatarozasa €letképességi esszé segitségével. 72 oras

kezelés.
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6. abra A vizsgalt 7 BRAF mutans melanéma sejtvonal (A) vemurafenib és (B)
zoledronsav érzékenységének meghatarozasa életképességi esszé segitségével. A
vemurafenib kezelés koncentracio 3 uM, a zoledronsav kezelési koncentracio 5 uM volt,

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

44



DOI:10.14753/SE.2019.2253

4.1.3 A zoledronsav apoptozis indukalo hatdsanak vizsgélata

A sejteken apoptdzis vizsgalatot is végeztiink TUNEL ¢s hasitott PARP immunblot esszé
segitségével (7. abra). A zoledronsav kezelésre a csak BRAF mutaciot hordozo sejtekben
nem jelent meg a hasitott PARP és negativak voltak a TUNEL festésre, mig a BRAF
mutans és PTEN fehérjét nem vagy kis mértékben expresszald sejtekben a WM239
kivételével a hasitott PARP megjelent és a sejtek nagy aranyban TUNEL pozitivitast
mutattak. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a zoledronsav kezelés a BRAF
mutans és PTEN fehérjét nem vagy kis mértékben expresszald sejtekben apoptozist
indukalhat.
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7. abra A vizsgalt hét BRAF mutans melanoma sejtvonal apoptdzis vizsgalata
zoledronsav (Z) kezelés hatasara. (A) TUNEL esszé és (B) hasitott PARP esszé vizsgalat

K=kontrol, Z= zoledronsav. 48 6ras kezelés.
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4.2 A hosszi tava vemurafenib kezel€s hatasanak felterképezése V60OE

BRAF mutans melanéma sejtvonal parokon

A vizsgalat soran célunk volt a hosszu tava vemurafenib kezelés hatdsara bekovetkezo
molekuléaris és fenotipusos valtozasok feltérképezése hat V60OOE BRAF mutans
melandéma sejtvonal paron (8. tablazat). A kezelés el6tti sejtvonal a ,,pre”, mig a kezelés
utani sejtvonal a ,,post” nevet kapta. Els6 1€pésben megvizsgaltuk a sejtek vemurafenib
IC50 értékét, valamint a kezelés proliferaciora és migraciora gyakorolt hatasat. Majd
molekularis szinten vizsgaltuk kiillonb6z6 EMT markerek, transzkripcios faktorok,
immunfaktorok és novekedési faktor receptorok mRNS expresszids szintjének és néhany

EGFR/MAPK ¢és PI3K/mTOR/Akt jelatviteli itvonal tag aktivacidjanak valtozasait.

4.2.1 A sejtvonal parok vemurafenib IC50 értékének meghatarozésa

A sejtvonal parok vemurafenib IC50 értékét 72 6ras SRB esszé segitségével hataroztuk
meg (12. tablazat). Az eredményekbdl latszik, hogy a hat sejtvonal parbol kettdben (Mel
JL és MM90906) mar a kezelés el6tt is magas volt a vemurafenib IC50 érték, ami nem
ndtt tovabb jelentdsen a kezelés utan, mig a tobbi négy sejtvonal parban jelentdsen

megnovekedett az IC50 érték a kezelés hatasara.
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12. tablazat
A vizsgélt BRAF mutans melanoma sejtvonal parok vemurafenib kezelés el6tti (pre) és

utani (post) vemurafenib érzékenysége. 72 6ras kezelés.

VEMURAFENIB VEMURAFENIB

SEITVONAL K”EZELES I('EZELES
ELOTTI (PRE)  UTANI (POST)
1C50 [uM] 1C50 [uM]
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 parok proliferacios képességének vizsgalata

A sejtvonal parok proliferacios képességét a sejtek szamanak SRB esszé segitségével
torténd méreésével jellemeztiik a kitiltetést koveto 1, 3, 5 és 7 napokon. Az eredmények a
8. abran lathatok. A hat sejtvonal parbol négyben a kezelés utan csokkent (Mel KD, Mel
JL, MM90911, MMO040111), mig két parnal (Mel JR, MM90906) nétt a proliferacio.
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8. abra A vizsgalt BRAF mutans melanoma sejtvonal parok proliferacioja

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

4.2.3 A sejtvonal parok migracids képességének vizsgalata

A sejtvonal parok migracios képességét videomikroszkopos modszerrel vizsgaltuk. A 20

ora alatt megtett elmozdulas értékeket a 9. abra szemlélteti. Az MM90906 sejtvonal par

kivételével minden esetben szignifikdnsan megndtt a kezelés utdn a migracios képesség.
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9. abra A vizsgalt BRAF mutans melanéma sejtvonal parok migracids aktivitasa

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

4.2.4 A hosszt tavi vemurafenib kezelés hatasara bekovetkezd molekularis valtozasok

feltérképezése
Mivel a fenotipusos valtozasok vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy szinte minden

sejtvonal par migracios képessége nott a hosszu tava kezelés hatasdra, igy ennek

molekularis hatterét szerettilk volna kovetkezd 1épésben felderiteni. Kvantitativ PCR
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segitségével vizsgaltuk kiilonboz6 klasszikus EMT markerek (SNAIL, ZEB-1, MMP-3,
MMP-1, vimentin, N-cadherin, E-cadherin), egyes transzkripcios faktorok (MITF, FRA-
1), az epidermalis névekedési faktor receptor (EGFR) és az immun checkpoint fehérjék
(PDL-1, PD-1, PDL-2, B7-1) mRNS szintjének valtozasait a sejtvonal parokban. Az
eredményeket a 10. dbra szemlélteti.

Az egyes sejtvonal parok nem mutattak egységes mintazatot a vizsgalt faktorok
expresszios szint valtozadsaban. Mivel minden sejtvonal par esetén ndtt a migracios
képesség a hosszu tdva kezelés hatasara, az E-cadherin kivételével a vizsgidlt EMT
markerek esetében novekedést vartunk. E-cadherin mRNS expressziot nem talaltunk
egyik sejtben sem. A tobbi EMT marker esetében mind névekedés (MM90906, Mel KD,
Mel JL), mind csokkenés (Mel JR, MM90911, MM040111) el6fordult a kezelés hatdséra.
Egyediil a vimentin mutatott egységesen emelkedést a sejtvonal parokban, a Mel JR
sejtvonal kivételével. A migracios képességet és az EMT folyamatat szabalyozé
transzkripcids faktorok koziil a MITF szintjének csokkenését és a FRA-1 szintjének
novekedését vartuk, azonban ezen faktorok esetében is heterogén képet kaptunk a
sejtvonalak kozott. A novekedési faktorok koziil az EGFR szintjét vizsgaltuk, a Mel JR
sejtvonal kivételével mRNS szintjiik novekedését tapasztaltuk. Az immun markerek
koziil a PDL-1 mRNS szintje novekedett, nem valtozott vagy csokkent, mig a PDL-2

mRNS szintjének csokkenése vagy novekedése volt megfigyelhetd a sejtvonal parokban.
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MelKD  MeldJL  MelJR MMS0S06 MMS0S811MMO40111

snail 8
zeb-1 6
vimentin
4
N-cadherin
mmp-1 2
mmp-3 0
fra-1
-2
mitf
egfr -4
pdl-1 5
pdl-2
b7-1 9
pd-1 -10

10. abra. A kvantitativ PCR alapu kifejezddés valtozésa a hosszatdvi vemurafenib
kezelés soran. Az éabran a kezelés utdni mRNS expresszid valtozas van abrdzolva.

Szinkod: piros - expresszio novekedés, zold - expresszio csokkenés.

A kovetkezOkben a vizsgalt faktorok mRNS expresszios szintjeit hasonlitottuk Ossze a
migracios €és proliferacios képességgel (11. dbra). A migracios képességgel a MITF
transzkripcids faktor (majdnem szignifikdns), mig a proliferacids képességgel a FRA-1
transzkripcids faktor mutatott negativ korrelaciot. Az EGFR mRNS expresszié a MITF
mRNS expresszidjaval negativ, mig a FRA-1 mRNS expresszioval pozitiv korrelaciot
mutatott. Tovabba negativ korrelaciot talaltunk a MITF és a FRA-1 mRNS expresszidja
kozott.
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11. abra. Korrelaciok a (A) migracié és MITF mRNS (B) proliferacié és FRA-1 mRNS
(C) EGFR ¢és MITF mRNS (D) EGFR ¢és FRA-1 mRNS (E) és MITF és FRA-1 mRNS

kozott. A feltiintetett paraméterek a Spearman-korrelacié szamitas soran kapott értékek.

4.2.5 A jelatviteli utvonalak aktivalodésa a sejtvonalparokban

A MAPK utvonal aktivaciojat Erk, mig a PI3K/AKT utvonal aktivacidjat az Akt és S6

fehérjék aktivaciojaval jellemeztiik. Ezen kiviil — a korabbi vizsgalataink eredményeinek

megfelelden - vizsgaltuk még a sejtek PTEN és EGFR expresszios statuszat is (12/A.
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abra). A legtobb parban nem talaltunk szignifikéns eltérést az Erk és S6 aktivacioban.
Kivételt a Mel JL és a Mel JR par képezett, itt egyik esetben csokkent, mig a masik
esetben novekedett az Erk aktivacidja (12/B. abra). Ezzel szemben az Akt aktivaciod
majdnem minden sejtben megvaltozott, a Mel KD ¢és Mel JR parokban jelentdsen
lecsokkent, mig a Mel JL, MM9096 és MM90911 parokban jelentésen novekedett (12/B.

abra).
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12. abra. Immunblot eredmények. (A) Reprezentativ immunblot a sejtvonal parok Erk,

« sy

vemurafenib kezelésre bekovetkezo Erk, Akt és S6 aktivacio valtozasok. Sziirke: nem

valtozott, Fehér: szignifikans csokkenés Fekete: szignifikans ndvekedés.
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Megvizsgaltuk az Akt aktivacid és a PTEN expresszid, valamint az Erk aktivacid és
EGFR expresszio kozti 0sszefiiggést is (13/A,B. édbra). A PTEN tumorszuppresszor
funkcidjanak megfelelden azt talaltuk, hogy a PTEN fehérjét csokkentve expresszalod
sejtekben (Mel KD pre, Mel KD post, Mel JL post MM90911 pre és MM90911 post) az
Akt aktivacio szignifikansan nagyobb, mint a PTEN-t expresszalo sejtekben (Mel JL post,
Mel JR pre, Mel JR post, MM90906pre, MM90906 post, MM040111 pre, MM040111
post) (13/A ébra). Tovabba az EGFR-t csokkent mértékben expresszalo sejtekben (Mel
JL pre, Mel JR pre, Mel JR post, MM909011 pre, MM040111 pre, MMO040111 post) az
Erk aktivacié szignifikansan kisebb, mint az EGFR-t nagy mértékben expresszalod
sejtekben (Mel KD pre, Mel KD post, Mel JL post, MM90906 pre, MM90906 post,
MM90911 pre) (13/B abra).

Az EGFR fehérje expressziojat a sejtek 1C50 értekének fliggvényében is megvizsgaltuk.
A vemurafenibre szenzitiv sejtek (IC50<3 pM) alacsony, mig a rezisztens sejtek (IC50>3

uM) tobbnyire magas szinten expresszaltak az EGFR-t (13/C abra).

55



DOI:10.14753/SE.2019.2253

>
vy

, p=0,01 ___p=0,003
1.04 . 1.0 .

pAkt/Akt
|
pErk/Erk

05 —f 0.5] .
—= .
0.0 ; bt 0.0 . .
PTEN PTEN EGFR EGFR
- + - +
C EGFR
3- p=0,058
2] .
1 e
N

IC50<3uM  IC50>3uM

13. abra (A) A PTEN fehérje expresszio hatdsa az Akt aktivaciora. (B) Az EGFR fehérje
expresszid hatasa az Erk aktivaciora. (C) Az EGFR fehérje magasabb expresszidja a

vemurafenib rezisztens sejtekben jellemzo.

4.2.6 EGFR ¢és PI3K/mTOR inhibitorok hatadsanak vizsgalata a sejtek ¢letképességére

Mivel az EGFR expresszidja az Erk aktivacioval pozitiv, a PTEN expresszidé az Akt
aktivacioval negativ korrelaciot mutatott, teszteltik az EGFR inhibitor erlotinib és
PI3BK/mTOR kettds inhibitor BEZ235 hatasat a sejtvonal parokon. Azt az eredményt
kaptuk, hogy az EGFR-t kis mértékben expresszalo vonalak (EGFR negativ) mutattak
altalanossagban nagyobb érzékenységet az erlotinibre, mig a PTEN expresszid nem
mutatott jelentés Osszefiiggést a BEZ235 érzékenységgel, mindegyik sejtvonal
érzékenynek bizonyult a kezelésre (14/A,B abra).
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14, abra. A sejtvonal parok (A) erlotinib (B) BEZ235 érzékenységének meghatarozasa

¢letképességi esszé segitségével. 6 napos kezelés.
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A BEZ235 és erlotinib kombinécios kezelés hatdsat is megvizsgaltuk a sejtvonalakon.
Compusyn program segitségével szamoltuk ki a kombinacids index (CI) értékeket. A ClI
értékek alapjan elmondhatjuk, hogy a legtobb kezelési koncentracidoban szinergista vagy

additiv hatast mutatott a két szer kombinacids alkalmazésa (15. ébra).
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15. abra. Kombindacios index (CI) értékek meghatarozésa erlotinib és BEZ235 kezelésre.

A CI értekek jelenése: CI>1 antagonista, CI=1 additiv és CI<I szinergista gatld hatas.

4.2.7 A sejtvonal parok zoledronsav érzékenységének vizsgalata PTEN expresszios

statuszuk fiiggvényében

A 4.1 fejezetben leirt megfigyelést, miszerint a BRAF mutans és a PTEN fehérjét nem
vagy kis mértékben expresszalod sejtek a zoledronsav kezelésre nagyobb érzékenységet
mutatnak, a sejtvonal parokon is teszteltiik. Ezen sejtvonalak esetében is igazoltuk, hogy
PTEN-t nem vagy csak kis mértékben expresszaldo sejtvonalak érzékenyebbek a

zoledronsav kezelésre, mint a PTEN fehérjét expresszalo sejtek (16. abra).
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16. abra A vizsgalt melanoma sejtvonal parok zoledronsav érzékenységének
meghatarozasa hosszu tavl (10 nap) ¢életképességi esszé segitségével. Vilagos kékkel a
PTEN fehérjét expresszald, sotét kék szinnel a PTEN fehérjét nem vagy csak kis
mértékben expresszalo sejtek vannak feltiintetve (¥*p <0.05, * * p<0.01, * * * p<0.001).

4.3 Nem-V600 BRAF mutacidt hordozé szolid tumoros sejtvonalak pan-
RAF ¢és MEK kombinalt gatlasra adott valasza

Vizsgalataink soran 6t nem-V600 BRAF mutans és egy V600E BRAF muténs
sejtvonalon (9. tablazat) elemeztiik a pan-RAF és MEK kombinalt gatlasanak hatasat.
Pan-RAF inhibitorként sorafenibet, MEK-inhibitorként selumetinibet hasznaltunk. Mivel

a sorafenib pan-RAF gatlo hatasa mellett mas kinazokat is gatolhat (3. tablazat), ezért egy
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specifikus pan-RAF inhibitorral, az AZ628-al is elvégeztiik az életképességi €s apoptozis

indukciodt vizsgald kisérleteket.

4.3.1 Eletképességi vizsgalatok és a kombinacids index meghatirozasa a pan-RAF és

MEK gatloszerekkel

Az ¢letképességet vizsgalo kisérletekben az egyes kezelésekre a selumetinib esetén az
A375, a sorafenib esetén a WM3670, mig az AZ628 esetén a WM3670 és MDAMB231
sejtvonal bizonyult a legérzékenyebbnek (17. abra). A szinergista gatld hatas
vizsgalatahoz a sejteket selumetinib és sorafenib/AZ628 kombinacidjaval kezeltiik, majd
Compusyn program segitségével szamoltuk ki a kombinacios index (CI) értékeket. Azt
tapasztaltuk, hogy minden sejtvonal esetén kisebb CI értéket kaptunk, mint 1, tehat a pan-
RAF és MEK-gatloszer kozott szinergista hatas all fent a vizsgalt nem-V600 BRAF

mutans sejtvonalak esetében (18. és 19. abra).
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17. abra A vizsgalt 6 BRAF mutans sejtvonal (A) selumetinib (B) sorafenib és (C) AZ628

érzékenységének meghatdrozasa SRB esszé segitségével.
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18. abra Kombinacidés index (CI) értékek a selumetinib és sorafenib kezelésre. A CI

értékek jelenése: CI>1 antagonista, CI=1 additiv és CI<I szinergista gatl6 hatas.
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19. abra Kombinacids index (CI) értékek a selumetinib és AZ628 kezelésre. A CI értékek
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jelenése: CI>1 antagonista, CI=1 additiv és CI<I szinergista gatlo hatas.

4.3.2. A kezelések hatédsa a sejtciklus eloszlasra

A sejtciklus analizis soran kimutattuk, hogy a sejtek a GO/G1 fazisban rekednek meg a
selumetinib ¢és sorafenib kombindcios kezelés hatasara. Tovabba a CRLS5885 és

MDAMB231 sejtekben a szubG1 fazisban 1év6 apoptotikus sejtek szamanak emelkedését

is tapasztaltuk a kombinacios kezelés hatasara (20. abra).
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20. abra A selumetinib (Se) és/vagy sorafenib (So) kezelés hatasa a sejtciklus eloszlasra
48 oras kezelés.

4.3.3 A kombinacids kezelés jelatvitelre gyakorolt hatasdnak vizsgélata

A selumetinib és sorafenib kombinacids gatlds hatdsit a CRAF, Erk1/2, Akt és S6
expresszidjara és aktivaciora immunblot esszével vizsgaltuk (21. abra). Az Erk1/2
aktivacio mind selumetinib, mind sorafenib kezelésre csokkent. A kombinacios kezelés
az egyes kezelésekhez képest tovabb csokkentette a p-Erk1/2 szintet, kivéve az A375
sejtvonalban, ahol a

selumetinib kezelés teljes Erkl/2 deaktivalast okozott.

Eredményeink arra utalnak, hogy a kombinacids kezelés hatékonyabban tudja gatolni a
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MAPK utvonalat a nem-V600 BRAF mutédns sejtekben. A selumetinib és sorafenib
kombinalt kezelés hatasat az Akt/mTOR utvonal elemein is vizsgaltuk. A kombinalt
kezelés hatasa nem volt egyforma a sejtvonalakon. A WM3629 és CRL5922
sejtvonalakban a p-Akt szint megemelkedett, mig a tobbi sejtvonalban csokkent vagy nem
valtozott a kontrollhoz képest. Hasonlé6 modon a p-S6 szint csokkent vagy nem valtozott
a kontrollhoz képest kombinalt kezelésre a sejtvonalakban. Erdekes médon a WM3629
¢s WM3670 melanoma vonalakban az egyes selumetinib kezelés az Akt aktivacidjanak
emelkedését okozta. Tovabba az egyes vagy kombinalt kezelések a nem-V600 BRAF
mutéans sejtekben a CRAF expresszid emelkedést indukalhattak. A CRAF aktivacio a
CRL5885, WM3629, WM3670 és MDAMB231 sejtekben emelkedett meg a kezelések

hatasara.
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21. abra A vizsgalt BRAF mutans sejtvonalakon a selumetinib és/vagy sorafenib kezelés
jelatviteli fehérjékre (CRAF, Erk, Akt, S6: total és foszforilalt) gyakorolt hatdsanak

meghatdrozasa immunblot modszerrel. 4 oras kezelés.
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4.3.4 A kombinaciods kezelés hatdsa a sejtek migracios képességére

A selumetinib és sorafenib kombinacids kezelés hatasat vizsgaltuk a sejtek migracios
képességére is (22. abra). Az egyes selumetinib vagy sorafenib kezelések hatasara a
legtobb sejtvonal esetében csokkent a migracios képesség. Erdekes médon a WM3629
melanoma sejt migracios képessége megemelkedett az egyes selumetinib kezelés
hatasara. A kombindcios kezelés nem okozott szignifikdnsan nagyobb hatast a sejtek
migracios képességének csokkentésében, mint az egyes kezelések. Azonban a WM3629
¢s MDAMB231 vonalakban csak a kombinacios kezelés okozott szignifikdnsan csokkent

migraciot a kontrollhoz képest.
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22. abra A selumetinib és/vagy sorafenib kezelés migraciora gyakorolt hatasanak
vizsgalata video mikroszkopos modszerrel. Kezelés utani 48-72 ora (*p < 0.05, * * p <

0.01, ** * p<0.001).
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4.3.5. Apoptozis indukcié a kombinacids kezelések soran

A sejteken tovabbi két apoptdzis vizsgalatot is végeztiink TUNEL és hasitott PARP
immunblot esszé segitségével (23. és 24. abra). A selumetinib vagy sorafenib/AZ628
kezelésre nem vagy csak minimalis szinten jelent meg a hasitott PARP, mig a
kombinacios kezelés a sejtekben megnovelte a hasitott PARP megjelenését (23/A,B
abra). A WM3629 vonalban a selumetinib és AZ628 kombinacios kezelésre a total PARP
szint lecsokkent, a hasitott PARP nem jelent meg. A selumetinib és sorafenib
kombinacios kezelés esetében a TUNEL esszét is elvégeztiink, ami megerdsitette a
hasitott PARP immunblot esszé eredményeit (24/A,B abra). Az eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a pan-RAF és MEK kombinalt gatlasa noveli az apoptotikus sejtek

aranyat az egyes kezelésekhez képest.
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23. abra A vizsgalt 6 BRAF mutans sejtvonal apoptozis vizsgalata selumetinib és/vagy
sorafenib/AZ628 kezelés hatasara. (A) Hasitott PARP immunblot esszé selumetinib
¢és/vagy sorafenib kezeléssel. (B) Hasitott PARP immunblot essz¢ selumetinib és/vagy

AZ628 kezeléssel.
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24. abra A vizsgalt 6 BRAF mutans sejtvonal apoptozis vizsgalata selumetinib és/vagy
sorafenib kezelés hatasara. (A) TUNEL pozitiv sejtek aranya selumetinib és/vagy
sorafenib kezelésre. (B) Reprezentativ képek a WM3670 sejtvonal TUNEL esszé
eredményeérdl kék — DAPI sejtmag; z6ld — TUNEL pozitiv sejtmagok. 48 oras kezelés
(*p<0.05,**p<0.01, * **p<0.001).
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4.3.6. A kombinacios kezelés hatisa MDAMB231 xenograftokon

Meghataroztuk a selumetinib és sorafenib kombindcios kezelés hatasat 14 hetes NSG
egereck MDAMB231 sejvonallal oltott ortotopikus modelljében is. Az MDAMB231
sejteket nOstény egerek emlOmirigyébe injekcidztuk, majd a tapinthatdé tumorméret
elérése utan az allatokat véletlenszertien négy csoportra osztottuk. A kontroll csoportban
DMSO-t, a selumetinib csoportban 10 mg/tkg selumetinibet, a sorafenib csoportban 25
mg/tkg sorafenibet, mig a kombinacids csoportban selumetinibet és sorafenibet kaptak az
allatok naponta, intraperitonedlis injekci6é formdjaban. A 18. kezelési napon a kezelést
leallitottuk és az allatokat eutanizaltuk. Az eredmények azt mutattak, hogy bar mind a
sorafenib mind a selumetinib cs6kkentette a tumor novekedést a kombinaciods kezelés érte
el a legnagyobb tumor csokkent6 hatast (25/A, C, D ébra). A nagyobb tumorcsokkentd
hatds a DMSO kontroll és a sorafenib csoporthoz viszonyitva szignifikdns volt a
kombinécios csoportban, mig a selumetinib csoporthoz viszonyitva a kiilonbség nem
adodott szignifikansnak (25/C,D abra). A kezelések toxicitasat is monitoroztuk a kisérlet
soran. Az allatok testsulya nem valtozott szignifikansan a kisérlet sordn és a kezelési

csoportok testsuly vesztesége kozott sem talaltunk szignifikans eltérést (25/B abra).
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25. abra Az MDAMB231 eml6 sejtvonal xenograft ndvekedése NSG egérmodellben. (A)
A relativ tumor méret az id6 fliggvényében. (B) Az egerek testsulyanak csokkenése (%)
az 1. kezelési naphoz képest. (C) A relativ tumor térfogatok a 18. kezelési napon. (D) A
tumor tomegek (g) a 18. kezelési napon (*p < 0.05, * * p<0.01, * * * p<0.001).
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5. MEGBESZELES

5.1 A PTEN tumorszupresszor hatisa a VOOOE BRAF mutans melandma

sejtek terapias €rzékenységere

crer

sziikség van. A betegek nagy részének teljes tulélésének jelentds javitasa nem érhetd el a
jelenlegi célzott terapias eszkozokkel a gatloszerekkel szemben fellépd rezisztencia
mechanizmusok miatt. Dolgozatomban V600OE BRAF mutans melanoma sejtvonalakon
vizsgaltam a vemurafenib elleni rezisztencia mechanizmusait és a lehetséges kezelési
megoldasokat.

A PTEN mutacié a V60OE mutéacio mellett 30-40%-os gyakorisaggal fordul el6 és a
melanoma sejtek BRAF-gatlo rezisztenciajat okozza (Paraiso és mtsai 2011, Bucheit és
mtsai 2014, Herkert és mtsai 2016). Paraiso és munkatarsai kimutattak, hogy a PTEN
fehérje elvesztése nem a BRAF-gatlok sejtnovekedést gatld hatasat, hanem az apoptdzis
indukcidjat csokkenti a BIM proapoptotikus fehérje gatlasan keresztiil (Paraiso és mtsai
2011). Mig a vemurafenib apoptozis indukcidjat mi nem vizsgaltuk, azonban kimutattuk,
hogy a vemurafenib a hosszu tavu életképességi esszében nagyobb mértékben gatolta a
PTEN-t expresszalo sejteket, mint a PTEN negativ sejteket (6/A 4bra). Tovabba a PTEN
negativ melandmakban magasabb Akt alapaktivacido mutathat6 ki, mint a PTEN pozitiv
melanomakban (Fedorenko és mtsai 2016). Ezt a megfigyelést az altalunk vizsgalt
melanomakban is kimutattunk (13/A. abra). A PTEN funkcidvesztéses melanomak
PI3K gatlok kombinalt alkalmazisa valamint a panPI3K, IGFIR és MAPK gétlok
kombinacioja is (Fedorenko és mtsai 2016, Herkert és mtsai 2016). Munkank soran
alternativ megoldasként a prenilacio-gatld zoledronsavat teszteltiik VOOOE BRAF mutans
és PTEN pozitiv és negativ melanoma sejtvonalakon. A zoledronsav az oszteoklasztokat
gatolja, csontmetasztazisok esetén a csonttorések megakadalyozasdra mar alkalmazasban
1évo gyogyszer. Tovabba tumor ellenes hatdsat mar szamos preklinikai tesztben
kimutattak (Zekri és mtsai 2014). Eredményeink alapjan a zoledronsav kezelés a BRAF
mutdns €és PTEN fehérjét nem vagy kis mértékben expresszalo sejtek novekedését gatolta

valamint benniik apoptozist indukalhat (6/B, 7. €s 16. abra). Feltételezésiink szerint az
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egyik lehetdség a jelenség magyarazatara a zoledronsav Rheb fehérje farnezilaciojat gatld
hatasa lehet (Zekri és mtsai 2014). A Rheb, amely egy kis GTP-az fehérje, farnezilalodasa
sziikséges ahhoz, hogy az mTORC1-et aktivalja, igy a PI3K/AKT ttvonal aktivalodjon
(Buerger és mtsai 2006). Habar feltételezésiinket kisérletesen egyelére nem igazoltuk,
tobb tumor tipus (emld, hugyhdlyag) estében mar igazoltak, hogy a farnezilacio-gatlas az
PTEN/Akt Gtvonalon keresztiil fejti ki hatasat (Li és mtsai 2011, Fragni és mtsai 2016).
Mivel a hosszl tavon vemurafenib kezelt melanoéma sejtvonal parokon igazoltuk, hogy a
PTEN funkciovesztés az Akt magasabb aktivaciojat okozza (13/A 4bra), igy
feltételezhetjiik, hogy a Rheb fehérje gatlasa révén a zoledronsav ndvekedés gatlast és
apoptozist indukalhat ezekben a sejtekben. A melandéma sejtvonalparokon vizsgaltuk a
BEZ235 PI3K/mTOR kettés inhibitor hatdsait PTEN expresszio fliggvényében. Nem
talaltunk jelentds kiilonbséget a sejtvonalak kozott az érzékenységében, minden sejtvonal
érzékenynek bizonyult a gatloszerre (13/B abra). Korabbi tanulmanyok leirtdk, hogy a
BEZ235 hatékony lehet BRAF-gatlora rezisztens melandmakban (Dugo és mtsai 2015).
Ugyanakkor egy masik munkacsoport azt mutatta ki, hogy a BRAF-gatlas elleni
rezisztencia kereszt rezisztenciat okoz MEK és PI3K/mTOR gatlokra is (Penna és mtsai

2016).

5.2 Az EGFR fehérje szerepe a vemurafenib-rezisztens BRAF mutans

melanoma sejtekben

A hosszu tavi vemurafenib kezelésnek alavetett melanoma sejtvonal parok rezisztencia
mechanizmusait vizsgalva, azt talaltuk, hogy az EGFR fehérje magasabb expresszidja a
vemurafenib rezisztens sejtekben jellemzdbb, valamint az EGFR-t magasabb szinten
expresszalo sejtekben magasabb az Erk aktivéacio (13/B, C abra). E16szor BRAF-gatlokra
rezisztens V600 BRAF mutans kolorektalis daganatokban irtdk le az EGFR aktivacigjat,
mint lehetséges rezisztencia mechanizmust, valamint felvetették az EGFR és BRAF-
gatlok kombinalt alkalmazasanak lehetdségét (Prahallad és mtsai 2012). Késébb az
EGFR-SFK-STAT3 utvonal aktivalodasat azonositottdak BRAF-inhibitor rezisztens
melandémaban is (Girotti és mtsai 2013). Ezekben a tumorokban magasabb a proliferacios
és invazios aktivitds, mint az EGFR-SFK-STAT3 ttvonal nem aktivalt sejtekben.

Tovabba kimutattak, hogy az EGFR és BRAF-gatlok kombinalt alkalmazasa is hatékony
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lehet ezekben a sejtekben (Girotti és mtsai 2013). Sun és munkatarsai az EGFR
expresszidjanak novekedését irtdk le BRAF-gatld rezisztens melanomékban ¢és
azonositottak egy olyan EGFR pozitiv alcsoportot, amelyben hatékony Ilehet
BRAF+MEK inhibitorok adagolasanak megvonasa majd ujra-adagolasa (Sun és mtsai
2014). Gross és munkatarsai is vizsgaltdk az EGFR és a vemurafenib rezisztencia
Osszefiiggéseit tobb melandma sejtvonalon és azt az eredményt kaptak, hogy EGFR-t
magas szinten expresszalé sejtekben a fehérje inaktiv lehet, valamint az EGFR aktivacidja
prediktalhatja a vemurafenib rezisztenciat (Gross és mtsai 2015). Egy masik
munkacsoport ravilagitott arra, hogy az EGFR aktivalodasa epigenetikai valtozasok
kovetkezményeként jon 1étre, valamint a PI3K/Akt utvonal aktivalédasat okozza (Wang
¢s mtsai 2015). Tovabba tgy talaltak, hogy az EGFR-inhibitorok hatastalanok voltak
ezekben a tumorokban (Wang és mtsai 2015). Mi is teszteltiik az EGFR-gatlo erlotinib
hatasat a hossza tavon vemurafenib kezelt melanoma sejtvonal parokon. Az erlotinibet
jelenleg EGFR-mutans tiid6 daganatok els6 vonalbeli kezelésében hasznaljak (Girard
2018). Eredményeink szerint az EGFR-t magas szinten expresszalo V60OE BRAF mutans
melandma vonalak rezisztensebbnek bizonyultak az erlotinib kezelésre (14/A abra). Ezt
a megfigyelést mar tobb tanulmanyban alatamasztottak (Dugo és mtsai 2015, Wang és
mtsai 2015).

Mivel a BRAF-gatlasnak ellenallo, EGFR fehérjét magas szinten termeld vonalakban az
erlotinib egyes kezelés hatastalannak bizonyult, igy megvizsgaltuk az erlotinib és
PI3K/mTOR kettds gatlo BEZ235 kombinalt hatdsat a sejtvonal parokon. A BEZ235
preklinikai tesztekben hatékony tumor ellenes valaszt mutatott szamos daganat esetében,
azonban a klinikai fazisvizsgalatok eddig elbuktak a magas toxicitasa miatt (Carlo és
mtsai 2016). Kisérleteink alapjan a BEZ235 hatékony gatloszernek bizonyult minden
altalunk vizsgalt sejtvonal esetében (14/B abra) és az erlotinib hozzaadasa
szinergista/additiv médon novelte a ndvekedés gatld hatast (15. abra). Az EGFR ¢és
PI3K/mTOR kombindlt gitlasanak hatékonysagat mar tobb tumor esetében leirtak.
EGFR-gatl6 rezisztens emlé valamint fej-nyak tumorsejtvonalakon kimutattak, hogy a
kombinalt EGFR ¢és PI3K/mTOR gatlas alkalmazasara hatékony lehet (Briinner-Kubath
és mtsai 2011, D'Amato és mtsai 2014). Tovabba hasnyalmirigy sejtvonalakon az mTOR
gatlas okozta EGFR aktivacio kivédhetd erlotinib és mTOR-gatlé kombinaciojaval (Wei

és mtsai 2015). Az erlotinib és BEZ235 kombinacio tiid6 sejtvonalak esetében is nagyobb
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novekedés gatlo hatassal birt, mint az egyes kezelések (Zito és mtsai 2012).
Eredményeink alapjan a BRAF és EGFR-gatlo rezisztens melanomakban az EGFR és
PI3K/mTOR kombinalt gatlasa hatékony tumor ellenes valaszt adhat.

5.3 A mutans BRAF gatlasanak hatasa melandéma sejtek immun checkpoint

fehérjéinek kifejezddésére

Mivel az immunterapidk, koztiikk a PD-gatlok alkalmazdsa egyre nagyobb teret kap az
onkoldgiaban ¢és a melandma kezelésében, megvizsgaltuk, hogy a melanoma
sejtvonalakon hogyan valtozott a PD-L1 és PD-L2 mRNS expresszioja a hossza tava
vemurafenib kezelés hatdsdra. Eredményeink azt mutattdk, hogy a hossza tavu
vemurafenib kezelés hatasara minden esetben ndvekedett vagy a PD-L1 vagy a PD-L2
mRNS expresszidja, alatimasztva az eddigi irodalmi eredményeket (10. abra). Auditro és
munkatarsai arra az eredményre jutottak, hogy a BRAF és MEK-gatlo rezisztens
melanomakban magasabb a PD-L1 expresszidja, valamint BRAF-gitloval kezelt
betegekben is novekedett PD-L1 expressziot azonositottak (Audrito és mtsai 2017). A
PD-L1 és PD-L2 expresszio prediktiv értéke még nem teljesen tisztazott melanomaban.
Egy retrospektiv vizsgalatban arra jutottak, hogy a PD-L1-et és PD-L2-6t expresszalod
melanémak jobb prognoézissal birnak (Obeid és mtsai 2016). Tovabba elézetesen
vemurafenib kezelést kapott betegekben a PD-L1 pozitivitast mutatod betegek csoportja
jobb teljes talélést mutatott, mint a PD-L1 negativ betegek (Wongchenko és mtsai 2017).

5.4 A vemurafenib rezisztencia kialakulasa soran bekovetkezo

fenotipusvaltas molekularis hattere melanomaban

Munkéank soran vizsgaltuk a hosszitavi vemurafenib kezelés hatasat a sejtek
hatasara az esetek tobbségében (hatbdl négy esetben) csokkent az alap proliferacios
aktivitds, viszont minden esetben megndvekedett a sejtek migracioja (8. és 9. abra).
Irodalmi adatok alapjan a megndvekedett migracios aktivitas hatterében egy az EMT

folyamathoz hasonl6 atalakulds éallhat, amely soran a sejtek fokozzdk a mezenhimalis
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sejtekre jellemzo fehérjék termelését, és igy novelik a migracios és invazids aktivitasukat
(Pearlman és mtsai 2017). Kiilonb6z6 EMT faktorok (SNAIL, MMP-3, MMP-1, ZEB-1,
Vimentin, N-Cadherin, E-Cadherin) hirvivd6 RNS expresszios szintjét elemeztik a
sejtvonalparokban (10. abra). Az E-cadherin elvesztése gyakori a VO6OOE BRAF mutans
melanémakban (Boyd és mtsai 2013). Ezt eredményeink is alatamasztottak, az E-
cadherin expresszid6 mar a vemurafenib kezelés megkezdése eldtt elveszett minden
sejtvonal par esetében. Ugyanakkor E-cadherin elvesztése a melandéma sejtekben az EMT
program bekapcsolodasanak egyik jele (Caramel és mtsai 2013). A tobbi vizsgalt EMT
faktor expresszids szintjének novekedését vartuk az irodalmi adatok alapjan (6. tablazat).
Azonban az altalunk vizsgalt melandma sejtvonal parokban nem tudtunk megallapitani
egységes mintdzatot az EMT faktorok expresszios szintjének valtozdsaban, igy tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy a kapott eredményeket megfelelden értékelni tudjuk
(10. abra). Az EMT faktorok mellett elemeztiik néhany melanoméban fontos szerepet
betoltd transzkripciods faktor (MITF, FRA-1) mRNS szintjének valtozasait és a lehetséges
Osszefliggéseket a proliferacios és migracios aktivitas kozott. Azt talaltuk, hogy a MITF
mRNS expresszié a migracids aktivitassal mutatott negativ korrelacidt (11/A &bra),
tovabba a hosszu tavi vemurafenib kezelés hatasara hatbol négy esetben csokkent a MITF
mRNS szintje (10. abra). Korabbi tanulmanyok mar kimutattak, hogy a MITF alacsony
expresszidja invazivabb fenotipus megjelenéséhez vezet (Muller és mtsai 2014, Hartman
¢s mtsai 2015). Tovabba a magas szinten MITF-et expresszalo sejtekben a MITF
expresszidjanak csendesitése gyorsabb migraciot okozott a sejtekben (Eccles és mtsai
2013). Egy beteganyag vizsgalat pedig kimutatta, hogy az alacsony MITF expresszio
rosszabb prognozissal tarsul (Agnarsdottir és mtsai 2012). A FRA-1 mRNS expresszio a
proliferacids aktivitdssal mutatott negativ korrelaciot (11/B abra). Tovabbéa azokban a
melandéma vonalakban, ahol csokkent a proliferacios aktivitas a hosszu tadvi vemurafenib
kezelés hatasara, a FRA-1 mRNS szint megndétt (négybdl harom esetben) (8. és 10. abra).
Abban a két vonalban ahol nétt a proliferacios aktivitas a hosszu tavi vemurafenib
kezelés hatdsara, a FRA-1 mRNS szint lecsokkent (8. és 10. abra). Gliéma sejtvonalakon
mar kimutattak, hogy a FRA-1 tulexpresszalasa a proliferacio gatlasat okozza (Shirsat és
mtsai 2003). Eml6 vonalakon végzett vizsgalatok azonban azt mutattak, hogy a FRA-1
tulexpresszidja proliferacios aktivitas novekedését idézi eld (Belguise és mtsai 2005).

Obenauf és munkatarsai melandma modellen vizsgaltdk a FRA-1 jelentdségét ¢és azt
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talaltak, hogy a BRAF inhibitorra szenzitiv sejtekben az inhibitor hatdsara csokken a
FRA-1 expresszio ¢és igy olyan ,terdpia indukalt szekretom” termelddik, melyek a
utvonalon keresztiil (Bernards 2015, Obenauf és mtsai 2015). Korabbi kutatdsokban mar
kimutattdk, hogy a FRA-1 és MITF expresszio negativ korrelacioban van egymassal, a
magas MITF expresszio alacsony FRA-1 expresszidval jar egylitt (Smith és mtsai 2017).
Ezt a megfigyelést a mi eredményeink is aladtdmasztottak (11/E é&bra). Tovabba azt
talaltuk, hogy az EGFR mRNS expresszié a MITF mRNS expresszioval negativ, mig a
FRA-1 mRNS expresszioval pozitiv korrelaciot mutat (11/C,D é&bra). Mar tobb
munkacsoport is kimutatta az EGFR és MITF expresszié kozti negativ Osszefiiggést
melanomaban (Sun és mtsai 2014, Dugo és mtsai 2015, Ji és mtsai 2015). Osszefoglalva,
eredményeink arra utalhatnak, hogy az EGFR expresszido meghatarozhatja a FRA-1 és
MITF transzkripcids faktorok expresszidjat és ezaltal befolyasolhatja a proliferacios és

migracios aktivitast a sejtekben.

s

lehetOsegei

A nem-V600 BRAF mutans tumorok célzott terapidja jelenleg nem megoldott. Munkank
vizsgaltuk nem-V600 BRAF mutidns tumorok preklinikai modelljein. Eredményeink
alapjan a kombinacids terdpia nagyobb mértékben csokkentette a sejtek €letképességét,
indukalt apoptozist, csokkentette a migraciot és az Erk aktivaciot, mint az egyes kezelések
(18-24. abra). A sorafenib nem tekinthet szelektiv pan-RAF inhibitornak, mivel szamos
egyéb célpontja is van (3. tablazat). igy a kombinacios hatist megvizsgaltuk egy
specifikusabb ¢és szelektiv pan-RAF inhibitorral, az AZ628 vegyiilettel is, alatamasztva
azt a feltételezésiinket mi szerint a sorafenib RAF — gatlo hatasa fontos szerepet jatszik.
Eredményeink alapjan mind a sorafenib, mind az AZ628 hasonlé hat4st mutatott a MEK-
gatld selumetinibbel kombinacioban alkalmazva (19. és 23/B abra). Mig vizsgalatunk az
elsé olyan munka, amely a sorafenib/AZ628 és a selumetinib kombinalt terdpia
lehetdségeit feltérképezte, vannak olyan tanulmanyok, melyek a V600 BRAF mutéciora

szelektiv inhibitorok (dabrafenib/vemurafenib) és MEK-inhibitorok kombinéciojat
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vizsgaltadk nem-V600 BRAF mutdns NSCLC-ben és kolorektalis daganatban. A nem-
V600 BRAF mutans H1666 ¢és H1395 NSCLC és a H508 kolorektalis sejtvonalakon a
dabrafenib és trametinib kombinacidos kezelés nagyobb mértékben novelte a
sejtnovekedés gatlast és a kaszpaz aktivaciot, mint az egyes kezelések (Noeparast és mtsai
2017). AH1755 nem-V600 BRAF mutans NSCLC vonalban a vemurafenib és trametinib
kezelés egy kis mértékli, de szignifikdns apoptdzis novekedést okozott az egyes
kezelésekkel Osszehasonlitva (Joshi és mtsai 2015). Azonban fontos kiemelni, hogy a
Klinikai tesztekben a nem-V600 BRAF mutans betegekben a V60OE BRAF specifikus
inhibitorok elbuktak, igy az ezekkel az inhibitorokkal valdé probalkozasok
eredménytelenek lehetnek (Kim és mtsai 2016). Tovabba egy nemrég megjelent Cikk is
alatdmasztotta, hogy a ll-es tipusu gatldszerek kozé tartozd6 AZ628/sorafenib nagyobb
mértékben gatolja az Erk utvonalat, mint az I-es tipust gatloszerek kozé tartozo
vemurafenib és dabrafenib (Noeparast és mtsai 2018). Tovabba, mar 2009-ben megjelent
egy publikacié a sorafenib hatékonysagarol az alacsony kinaz aktivitasi BRAF mutans
melanémakban (Smalley és mtsai 2009). Kimutattak, hogy a sorafenib csokkentette a
tumor novekedést és apoptozist indukalt az alacsony kinaz aktivitdsu nem-V600 BRAF
mutans melanomakban (WM3629, WM3670). Azonban ez a hatds nem volt
megfigyelhetd a magas aktivitist BRAF mutdnsokban. A mi eredményeink
alatamasztottak ezt a megfigyelést, azonban mi azt tapasztaltuk, hogy MEK-inhibitor
hozzéadasaval tovabb novelhetd a sorafenib tumor ellenes hatdsa. Tovabba kiemelendd
az a néhany eset bemutatas, ahol nem-V600 BRAF mutéans betegekben a sorafenib terapia
dramai tumor ellenes hatast mutatott (Gautschi és mtsai 2015, Sereno és mtsai 2015,
Casadei Gardini és mtsai 2016). Ugyanakkor a célzott terapia okozhat ellentétes hatasokat
a parhuzamos jelatviteli utakon. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a sorafenib vagy
MEK-gatlok haszndlata az Akt aktivacio emelkedését okozhatja KRAS vagy BRAF
mutans tumor sejtekben (Fritsche-Guenther és mtsai , Won és mtsai 2012, Yuen és mtsai
2012, Fritsche-Guenther és mtsai 2016). Munkank soran megvizsgaltuk a pan-RAF és
MEK kombindlt gatlas hatdsara bekovetkezd valtozasokat a PI3K/Akt utvonalon (21.
abra). Azt talaltuk, hogy 4 6ras kezelés utdn a két alacsony kindz aktivitisi BRAF
mutaciot és NRAS tars mutacidt hordozé melanoma vonalban (WM3629, WM3670), a
selumetinib kezelés az Akt emelkedett aktivacidjat okozta (21. abra). Ugyanakkor a

WM3629 sejtvonalban a selumetinib kezelés megemelte a sejt migracios képességét is
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(22. abra). Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a MEK-gatlok okozhatnak
tumor serkentdé valaszt a nem-V600 BRAF mutdns sejtekben, azonban ez a hatas
sorafenib adasaval kikiiszobolhetd. Megvizsgaltuk a sorafenib és selumetinib kombinalt
gatlasanak hatasat a nem-V600 BRAF mutins MDAMB231 emlé sejtvonal in vivo
xenograft modelljében is (25. abra). Habar a fokozott tumor novekedést gatld hatas nem
érte el a statisztikailag szignifikdns szintet a selumetinib és kombindcids kezelési
csoportok kozott, a kombinacids kezelési csoportban a szoras szignifikansan kisebb volt
(p=0.017, F-teszt) (25/A,C,D abra). Ez az eredmény arra utalhat, hogy a kombinalt
kezelés csokkentheti a selumetinibre kevésbé reagalok szamat. Tovabba egy nemrég
megjelent tanulmany szerint az MDAMB231 sejtvonal in vivo modelljében a selumetinib
¢s sorafenib kombinalt kezelés majdnem teljesen meggatolta a tumor ndvekedést és
csokkentette a tiid6 metasztazisok szamat (Nagaria és mtsai 2017). Mivel
vizsgalatunkban csak egy in vivo modellen teszteltiik a pan-RAF és MEK kombinalt
gatlasanak tumor ellenes hatdsat, a jovében tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
igazolasara, hogy a kombinalt terapia tobb eldnnyel jar, mint a monoterépia. A sorafenib
¢és selumetinib biztonsagos alkalmazasdra mar folyamatban van egy I. fazisu klinikai
vizsgalat, amelyben hepatocellularis karcinomés betegekben vizsgaltdk a két szer
alkalmazasat. Eredményeik szerint a kombindcios kezelés toleralhaté mellekhatasokkal

jar egylitt (Tai és mtsai 2016).
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6. KOVETKEZTETESEK

A Célkitlizések fejezetben meghatarozott kérdésekre eredményeink alapjan az alabbi

valaszokat adhatjuk:

1. Tudomasunk szerint el6sz6r mutattuk be, hogy a V600OE BRAF mutans és PTEN
fehérjét nem vagy csak kis mértékben expresszald melanéma sejtekben a zoledronsav
kezelés novekedés-gatld és apoptodzist indukald hatast valt ki. Ezzel szemben a V600E
BRAF mutans és PTEN fehérjét expresszalo sejtek esetében nem tapasztaltunk jelentds

tumor ellenes hatast a zoledronsav kezelés soran.

2. Az éltalunk vizsgalt VOOOE BRAF mutans melanoma sejtvonalak kezelés eldtti és
hosszl tava vemurafenib kezelés utani sejtvonalparjaiban a sejtek migracids képessége
ndvekedett, mig proliferacidjuk mértéke egyes esetekben csokkent mas sejtekben pedig
megndtt. Eredményeink alapjan a fenotipusvaltassal 6sszefiigg az EGFR, FRA-1 és MITF
fehérjék kifejezodésének valtozasa.

Szamos BRAF-gatlo rezisztens melandmaban az EGFR ¢s PI3K/mTOR kombinalt

gatlasa szinergista tumor ellenes valaszt adott.

3. Tudomasunk szerint elészor irtuk le, hogy a nem-V600 BRAF mutaciot hordozo szolid
daganatok (melanoma, tiid0, emld sejtvonalak) preklinikai modelljein a pan-RAF
(sorafenib, AZ628) és a MEK (selumetinib) kombinacios gatlas fokozott tumor ellenes

hatast mutatott az egykomponensii kezelések hatasahoz képest.
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7. OSSZEFOGLALAS

A BRAF mutans szolid daganatok kezelése még szamos kihivast tartogat a kutatok
szdmara. Egyrészt a VO0OE BRAF mutans daganatok kezelésére mar létezik célzott
terapia, azonban a kezelés soran fellépd rezisztencia komoly megoldand6 problémat
jelent. Masrészt a nem-V600E BRAF mutans daganatokra jelenleg nem érhetd el célzott
terapia.

Munkank soran BRAF muténs szolid daganatok preklinikai modelljein tanulméanyoztuk
a vemurafenib rezisztens V60OE BRAF mutans melanomak rezisztencia mechanizmusait
¢és a kezelésiik lehetséges alternativ megoldésait, valamint feltérképeztiik a nem-V600
BRAF mutans daganatok kezelésének egy lehetséges pan-RAF és MEK kombinalt
gatlasan alapuld megoldasat.

A V600E BRAF mutéans és PTEN-t nem vagy kismértékben termelé melanoma sejtekben
a prenilacio-gatlo zoledronsav nagyobb mértékben gatolta a sejtek osztodasat és indukalt
apoptézist, mint a PTEN-t kifejezd sejtekben. Tovabba azt talaltuk, hogy az
EGFR+PI3K/mTOR kombinalt gatlas hatékony megoldas lehet a BRAF ¢s EGFR-gatlo

rezisztens melanomak kezelésben. Megvizsgaltuk a hossza tdvi vemurafenib kezelés

crer

crer

képesség a MITF, mig a proliferacios képesség a FRA-1 transzkripcids faktorok mRNS
szintjével mutatott negativ korreladciot. Tovabbad mindkét transzkripcids faktor
Osszefliggést mutatott az EGFR mRNS expresszidjaval. Eredményeink arra utalhatnak,
hogy az EGFR expresszi6 meghatarozhatja a melanéma sejtek migracios és proliferacios
kapacitasat a MITF illetve FRA-1 transzkripcids faktorokon keresztiil. Végezetiil
eredményeink alapjan a nem-V600 BRAF mutans daganatok preklinikai modelljeiben a
panRAF+MEK kombinalt gatlasa sorafenibbel/AZ628-al valamint selumetinibbel,
nagyobb mértékben csokkentette a sejtek életképességét, indukalt apoptozist,
csokkentette a migraciot és az Erk aktivaciot mind az egyes kezelések.

Osszességében a dolgozatban bemutatott eredmények hozzajarulhatnak a BRAF muténs

cres
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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 V600OE 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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