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1. BEVEZETO

A BRAF aminosav cserélédéssel jaré mutacioi szamos daganattipusban
eléfordulnak. A szolid daganatok koziil gyakori melandmaban (40-60%),
pajzsmirigyrakban, (30-80%), kolorektalis tumorokban, (5-15 %),
ovarium daganatokban (10-60%) és tiidé adenokarcindmaban (2-3%). A
BRAF mutacioi kozil leggyakrabban a V600E mutacidé fordul el6.
Azonban bizonyos tumor tipusokban (melanéma, tiidé adenokarcinéma,
kolorektalis daganatok) a nem-V600 BRAF mutéciok jelentdsége sem
elhanyagolhato. A V600 BRAF mutans daganatok ellen mar létezik
célzott terapia, azonban a fellépd rezisztencia mechanizmusok miatt a
betegek teljes tulélésének jelentds javitdsa még nem valdsult meg. A nem-
V600 BRAF mutéciot hordozoé szolid tumorok kezelésére jelenleg nem
1étezik célzott terapia. PhD munkam soran a BRAF mutans szolid tumorok
célzott terapia érzékenységét meghatarozd6 molekuléaris faktorokat
vizsgéltam. Dolgozatomban harom vizsgélat eredményeit dolgozom fel
részletesen: elsdként a VOOOE BRAF mutéacio mellett PTEN tars- mutaciot
hordozé melanémaék egy lehetséges, prenilacio-gatlason alapuld terapias
lehetéségét mutatom be, majd a vemurafenibre (specifikus V600E BRAF
mutaciot c€lzo inhibitor) érzékeny valamint rezisztens melanoma
sejtvonal parokon a rezisztencia kialakuldsa soran fellépé molekularis és
fenotipusos valtozasokat térképezem fel. Végil nem-V600 BRAF
mutaciot hordozo szolid tumorok preklinikai modelljein a pan-RAF és a

MEK kombinalt gatldsdnak tumor ellenes hatdsat vizsgald kisérleteink
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eredményeit ismertetem. Eredményeink hozzajarulhatnak a BRAF mutans

crer

2. CELKITUZESEK

Munkénk soran a BRAF mutdns szolid tumorok célzott terapia
érzékenységét meghatarozd molekularis faktorokat vizsgaltuk. A

kovetkezo célkitlizéseket fogalmaztuk meg.

1. V60OE BRAF mutéans és PTEN-t expresszalo és VOOOE BRAF mutans
¢s PTEN fehérjét nem vagy csak kis mértékben expresszaldé melanéma
sejtvonalakon a biszfoszfonatok koézé tartoz6 zoledronsav tumorellenes

hatasanak 0sszehasonlitasa.

2. V600OE BRAF mutéciét hordoz6 melandma sejtvonalakon a hosszu tava
vemurafenib kezelés sordn fellépd fenotipusos és molekularis valtozasok
feltérképezése:

- a sejtvonal parok proliferaciods és migracios képességének vizsgalata

- a fenotipusos valtozdsok hatterében all6 molekularis folyamatok
vizsgalata kiilonbozd faktorok mRNS és fehérje szintjének
meghatarozasaval

- a fellépd rezisztencia mechanizmusok alapjan, a rezisztenciat okozo

fehérjék elleni gatloszerek hatékonysaganak tesztelése.



3. A nem-V600 BRAF mutaciot hordozé szolid daganatok (melandma,
tiid6, emld sejtvonalak) preklinikai modelljein a pan-RAF (sorafenib,
AZ628) ¢s a MEK (selumetinib) kombinacidés gatlas tumorellenes

hatasanak vizsgalata.

3. MODSZEREK

3.1. Sejtvonalak
Tiz melan6éma, két tiidé adenokarcinoma ¢és egy emld eredetii sejtvonalat,
valamint hat vemurafenibbel hosszl tavon kezelt melanéma sejtvonal part

hasznaltunk kisérleteink soran.

3.2 Gatloszerek

A kisérletek soran a prenilacio gatlasara zoledronsavat, V600E BRAF
gatlasara vemurafenibet, a MEK gatlasara selumetinibet, a RAF fehérjék
gatlasara sorafenibet és AZ628 vegyliletet, az EGFR gatlasara erlotinibet,
a PIBK/mTOR kettds gatlasara pedig a BEZ235 molekulat hasznaltunk
fel.

3.3 Eletképességi tesztek

A letapadd sejtkulturdkat kezelés utan 4% triklorecetsavval fixaltuk. A
teljes fehérje mennyiséget SRB festés segitségével kolorimetrikusan
meghataroztuk, majd a kapott adatokbdl kovetkeztettiink a sejtek
¢letképességére. Két inhibitor gatld hatasa kozti szinergia meglétét

3



kombinaciods index segitségével allapitottuk meg. A kombinacios indexet
a Chou-Talalay médszerrel, a CompuSyn program segitségével szamoltuk

ki.

3.4 Videomikroszkopos mérések

crer

mikroszkdppal készitett felvételek alapjan végeztiik el.

3.5 TUNEL esszé
Paraformaldehid fixalt sejteken végzett TUNEL festés segitségével

azonositottuk az apoptotikus sejteket.

3.6 Immunblot
Az Erk1/2, S6, Akt, CRAF fehérjék aktivaciojat valamint az EGFR, PTEN
fehérjék szintjét és PARP/hasitott PARP fehérjék mennyiségét immunblot

analizissel hataroztuk meg.

3.7 Sejtciklus vizsgalatok
A sejtek sejtciklus aranyainak valtozdsat Nucleocounter késziilék

segitségével mértiik meg.



3.8 Kvantitativ PCR

Total RNS izolalast kdvetden reverz transzkripcidt végeztiink, majd
kvantitativ valds idejii PCR segitségével meghataroztuk a hosszu tdvon
vemurafenibbel kezelt melanoma sejtvonal parokban az Epitelialis-
Mezenchimélis Atmenet (EMT) markerek, immun checkpoint fehérjék és
a MITF ¢s FRA-1 transzkripcios faktorok mRNS expresszidjat.

3.9 In vivo ortotopikus xenograft modell

A sorafenib és selumetinib kombinacidés kezelés hatasanak in vivo
vizsgalatahoz huméan emld sejteket injektaltunk ndstény NSG egerek
emldjébe, majd napi intraperitonedlis kezeléseket kovetéen a tumor
térfogatat meghatiroztuk. Az egerek eutanizdldsa utdn a tumorokat

kioperaltuk ¢és tomegiiket megmértiik.

3.10 Statisztikai analizis
Minden statisztikai analizist a GraphPad Prism 5 programmal végeztiink

el.



4. EREDMENYEK

4.1 A zoledronsav hatasa a V600E BRAF mutans melanoma sejtek
életképességére és apoptozis indukcidjara a PTEN fehérje szintjének
fiiggvényében

A vizsgalat soran felhasznalt hét V600E BRAF mutdns melanéma
¢letképességi teszteket mind rovid (72 ora), mind hossza tavon (10 nap)
elvégeztiik. A rovid tava életképességi tesztek eredményei azt mutattik,
hogy a csak BRAF mutaciot hordozo sejtek a vemurafenibre, mig a BRAF
mutans és a PTEN fehérjét nem vagy csokkent szinten expresszalo sejtek
a zoledronsavra voltak érzékenyebbek. A hosszl tavi életképességi esszék
eredményei is megerdsitették a rovid tava esszék eredményeit. A sejteken
apoptozis vizsgalatot is végeztiink TUNEL és hasitott PARP immunblot
essz¢ segitségével. Az eredmények alapjdn elmondhatjuk, hogy a
zoledronsav kezelés a BRAF mutans és PTEN fehérjét nem vagy kis
mértékben expresszald sejtekben apoptozist indukalhat. A fenti
eredményeket tovabbi hat vemurafenibbel hossza tdvon kezelt V600OE

BRAF muténs melanéma sejtvonal paron is megerdsitettiik.



4.2 A hosszu tava vemurafenib kezelés hatasanak feltérképezése
V600E BRAF mutans melanoma sejtvonal parokon

A vizsgalat soran célunk volt a hossza tavi vemurafenib kezelés hatasara
bekdvetkezé molekuléris és fenotipusos valtozasok feltérképezése hat
V600E BRAF mutins melanoma sejtvonal péaron. Els6 [épésben
megvizsgaltuk a sejtek vemurafenib IC50 értékét. Az eredményekbdl
latszik, hogy a hat sejtvonal parbol kettében (Mel JL ¢s MM90906) mar a
kezelés eldtt is magas volt a vemurafenib IC50 érték, ami nem nétt tovabb
jelentdsen a kezelés utdn, mig a tobbi négy sejtvonal parban jelentdsen
megnovekedett az IC50 érték a kezelés hatasara. A sejtvonal parok
proliferacios képességét SRB esszé segitségével hataroztuk meg. A hat
sejtvonal parbol négyben a kezelés utani sejtekben csokkent (Mel KD, Mel
JL, MM90911, MM040111), mig két parnal (Mel JR, MM90906) nétt a
proliferacid. A sejtvonal parok migracios képességét videomikroszkopos
modszerrel vizsgaltuk. Minden sejtvonal par esetében megnétt a kezelés
utani sejtekben a migracidos képesség. Kovetkezd 1épésben a
megnodvekedett migracios képesség molekularis hatterét szerettiik volna
felderiteni. Kvantitativ PCR segitségével vizsgaltuk kiilonb6z6 klasszikus
EMT markerek (SNAIL, MMP-3, MMP-1, ZEB-1, vimentin, N-cadherin,
E-cadherin) transzkripcios faktorok (MITF, FRA-1), novekedési faktor
receptorok (EGFR) és immun checkpoint fehérjék (PDL-1, PD-1, PDL-2,
B7-1) mRNS szintjének valtozasait a sejtvonal parokban. Mivel minden

sejtvonal par esetén nétt a migracios képesség a hossza tava kezelés



hataséara, az E-cadherin kivételével a vizsgalt EMT markerek esetében
novekedést vartunk. Azonban az egyes sejtvonal parok nem mutattak
egységes mintazatot a vizsgalt faktorok mennyiségi valtozasaban. E-
cadherin mRNS expressziot nem talaltunk egyik sejtben sem. Az immun
checkpoint fehérjék koziil a PD-L1 mRNS szintje novekedett, nem
valtozott vagy csokkent, mig a PD-L2 mRNS szintjének csokkenése vagy
novekedése volt megfigyelhetd a sejtvonal parokban. A vizsgalt faktorok
mRNS expresszids szintjeit Osszevetettiik a migracios és proliferacios
képességgel (Spearman-korrelacio). A migracioval a MITF transzkripcios
faktor, mig a proliferacioval a FRA-1 transzkripcios faktor mutatott
negativ korrelaciot. Az EGFR mRNS szintie a MITF mRNS
expresszidjaval negativ, mig a FRA-1 mRNS expressziojaval pozitiv
korrelaciot mutatott. Tovabba negativ korrelaciot taldltunk a MITF és a
FRA-1 mRNS szintje kozott. Megvizsgaltuk az Akt aktivacié és a PTEN
expresszio valamint az FErk aktivacio és EGFR expresszio kozti
Osszefliggést is. Azt talaltuk, hogy a PTEN fehérjét csokkentett
mennyiségben tartalmazé sejtekben az Akt aktivacid szignifikdnsan
nagyobb, mint a PTEN-t expresszald sejtekben. Tovabba, az alacsony
EGFR-szintli sejtekben az Erk aktivacid szignifikansan kisebbnek
adodott, mint az EGFR-t magas szinten expresszalo sejtekben. Az EGFR
fehérje expresszidjat a sejtek IC50 értékének fliggvényében is
megvizsgaltuk. A vemurafenibre szenzitiv sejtek (IC50<3 pM) alacsony,

mig a rezisztens sejtek (IC50>3 uM) tébbnyire magas szinten fejezték ki



az EGFR-t. Mivel az EGFR szint az Erk aktivacioval pozitiv, mig a PTEN
szint az Akt aktivacidval negativ korrelaciot mutatott, teszteltilk az EGFR-
inhibitor erlotinib és PI3K/mTOR kettds inhibitor BEZ235 hatasat a
sejtvonal parokon. Erdekes modon, az EGFR-t kis mértékben expresszald
vonalak mutattak nagyobb érzékenységet az erlotinibre. A PTEN
expresszid nem mutatott jelentds dsszefliggést a BEZ235 érzékenységgel,
mindegyik sejtvonalban nagymértékben gatolta a ndvekedést a gatloszer.
Tovabba a BEZ235 és erlotinib kombinacids kezelés a tumor ndvekedést
a legtobb kezelési koncentracidban szinergista vagy additiv. mdédon

gatolta.

4.3 Nem-V600 BRAF mutaciét hordozo szolid tumoros sejtvonalak
pan-RAF és MEK kombinalt gatlasra adott valasza

Vizsgalataink soran 6t nem-V600 BRAF mutans és egy V600E BRAF
mutans sejtvonalon elemeztiik a RAF és MEK kombinalt gitlasanak
hatasat. Altalanos RAF-inhibitorként sorafenibet, MEK-inhibitorként
selumetinibet hasznaltunk. Mivel a sorafenib pan-RAF gatlo hatasa
mellett mas kinazokat is gatolhat ezért egy specifikusabb pan-RAF
inhibitorral, az AZ628 nevii vegyiilettel is elvégeztiik az életképességi és
apoptozis indukcidt vizsgadld kisérleteket. A szinergista gatld hatés
vizsgalatahoz a sejteket selumetinib és sorafenib/AZ628 kombinacidjaval
kezeltilk, majd Compusyn program segitségével szamoltuk ki a

kombinacios index (CI) értékeket. Minden sejtvonal esetén 1-nél kisebb
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CI értéket kaptunk, tehat a pan-RAF és MEK-gatloszer kdzott szinergista
hatés all fent a vizsgalt nem-V600 BRAF mutéans sejtvonalak esetében. A
sejtciklus analizis soran kimutattuk, hogy a sejtek a GO0/G1 fazisban
rekednek meg a kombinacios kezelés hatasara. A selumetinib és sorafenib
kombinécios gatlas CRAF, Erk1/2, Akt és S6 expressziodjara és aktivaciora
gyakorolt hatasat immunblot esszével vizsgaltuk. A p-Erk1/2 szintje 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 Erk1/2
deaktivalast okozott. A kombindcids kezelés hatisara a WM3629 és
CRL5922 sejtvonalakban a p-Akt szint megemelkedett, mig a tobbi
sejtvonalban csokkent vagy nem valtozott a kontrollhoz képest. A p-S6
szint csokkent vagy nem valtozott a sejtvonalakban a kombinacios
kezelésre. Erdekes médon a WM3629 és a WM3670 melanoma
vonalakban az egyes selumetinib kezelés az Akt aktivaciojat okozta.
Tovabba a WM3629 sejtvonalban a migracié is megndvekedett a
selumetinib kezelés hatasara. A kombindcids kezelés minden esetben
csokkentette a sejtek migraciés képességét, azonban nem okozott
szignifikdnsan nagyobb hatast, mint az egyes kezelések. Az apoptdzis
tesztek eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a pan-RAF és MEK
kombinalt gatlasa noveli az apoptotikus sejtek ardnyat az egyes
kezelésekhez képest. Meghataroztuk a selumetinib ¢és sorafenib

kombindcios kezelés hatasat 14 hetes NSG egerek MDAMB231
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sejtvonallal oltott ortotopikus modelljében is. Az eredmények azt
mutattak, hogy bar mind a sorafenib mind a selumetinib csokkentette a
tumor novekedést, a kombinacios kezelés érte el a legnagyobb tumor
csokkent6 hatast. A nagyobb tumor csékkenté hatas a DMSO kontroll és
a sorafenib csoporthoz viszonyitva szignifikdns volt a kombindciods
csoportban, mig a selumetinib csoporthoz viszonyitva a kiilonbség nem

adodott szignifikansnak.
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5. KOVETKEZTETESEK

A Célkitizések fejezetben meghatarozott kérdésekre eredményeink

alapjan az alabbi valaszokat adhatjuk:

1. A V600E BRAF mutans és PTEN fehérjét nem vagy csak kis
mértékben termelé melanéma sejtekben a zoledronsav kezelés novekedés-
gatld és apoptozist indukald hatast mutatott. Ezzel szemben a V600OE
BRAF mutans ¢és normalis PTEN szintii sejtek esetében nem tapasztaltunk

jelentds tumorellenes hatést a zoledronsav kezelés soran.

2. Az altalunk vizsgalt V60OOE BRAF mutans hosszu tavi vemurafenib
kezelés el6tti és utani melanoma sejtvonal parokban a sejtek migracios
képessége noOvekedett, mig novekedésiik mértéke egyes esetekben
csokkent, mas sejtekben pedig megnétt. Eredményeink alapjan a
fenotipusvaltassal 0Osszefligg az EGFR, FRA-1 ¢és MITF fehérjék
kifejezodésének valtozasa.

Szamos BRAF-gatl6 rezisztens melanomaban az EGFR és PI3K/mTOR

kombinalt gatlasa szinergista tumorellenes valaszt mutatott.

3. A nem-V600 BRAF mutaciot hordozo szolid daganatok (melanoma,
tiidd, emlo sejtvonalak) preklinikai modelljein a RAF (sorafenib, AZ628)
¢s a MEK (selumetinib) kombinaciés gétlas fokozott tumorellenes hatést

mutatott az egykomponensti kezelések hatasahoz képest.
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