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1. Roviditések jegyzéke

ATP
DMEM
DNS
ECL
EGF
EGFR
ERK
FBS
FGF
GAP
GDP
GEF
GTP
HGF
IGFR
MAPK
p- eldtag
PBS
PDGF
PDGFRB
PSA
PVDF
SDS
SRB
TBST
TKR

adenozin-trifoszfat

Dulbecco's Modified Eagle Medium
dezoxiribonukleinsav

enhanced chemiluminescence
epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor
exracellular-signal regulated kinases
fetal bovine serum

fibroblast growth factor

GTPase activating protein
guanozin-difoszfat
guanine-nucleotide exchange factor
guanozin-trifoszfat

hepatocyte growth factor
insulin-like growth factor

mitogén aktivalt protein kinazok
foszfo- (pl. p-Erk)
phosphate-buffered saline
platelet-derived growth factor
platelet-derived growth factor receptor 3
penicillin, streptomicin, ampicillin
poli-vinilidén-difluorid
szodium-dodecil-szulfat
sulforhodamine-B

tris-buffered saline Tween20 detergenssel

tirozin-kinaz receptor



2. Bevezetés

2.1. A daganatos betegségek

Mai napig a vezetd haldlokok koz¢é tartoznak a tumoros elvaltozasokbol adodo halalozasok,
a sziv- és érrendszeri betegségek mellett, mind Magyarorszagon, mind az egész vilagon (1.
melléklet). Az esetek nagy tobbségében nem az elsddleges, primer tumorok, hanem azok
attétei, metasztazisai okozzak a halalt (Sporn, 1996; Hanahan and Weinberg 2000).

Daganatok akkor keletkeznek, ha a sejtek folhalmozodnak, melyek a gazdaszervezet
szamara elénytelenek, sét sokszor veszélyesek és attol fiiggetlenek. Ez azért valdsulhat meg,
mert a sejtkeletkezés és a sejtpusztulds kozti egyensily, homeosztazis felborul. Ennek
hatterében a sejtkeletkezés és a sejtpusztulds szabalyozasdban kulcsszerepet jatszo gének
hibai és az ¢ szabalyozasokat befolyasold epigenetikai valtozasok allnak (Niederhuber,

2014.). A daganatokat tehat ilyen értelemben genetikai betegségeknek tekinthetok.

2.2. A malignus melanoma

A melanoma malignum az a rakos megbetegedés, mely a pigmentsejtek, melanocitak
rosszindulatii transzformécidja esetén alakul ki. Leggyakrabban a hdm melanocitaibol
fejlddik a kutan melanéma, valamint extrakutan formaja is 1étezik. Ep béron is keletkezhet,
de az esetek jelentds része pigmentalt naevusbol (anyajegybdl) indul ki.

El6fordulasa, azaz incidenciaja hazankban és vilagszerte is emelkedik (Siegel, 2016) (2.
melléklet), mely Osszefiiggésbe hozhatd az 6zonréteg vékonyodasaval és az ultraibolya
(UV) sugarzas megnovekedésével, ennek vald kitettséggel. A malignus melanomak kozel
10%-aban familiaritas, 6rokletesség is megfigyelheto.

Diagnosztikaban melandma gyanujat kelti, ha a pigmentalt 1€zid, kéros szdveti elvaltozas
(1) alakja, felszine szabalytalanna, aszimetrikussa valik, (2) széle a kornyezetétdl
bizonytalanul, szabalytalanul hatarolodik el, (3) tobbféle szinarnyalattal rendelkezik, (4)
atmérdje tobb, mint 5-6 mm (Gilde, 1996).

kovetden két prognosztikai faktorral, a Clark szinttel és a Breslow féle maximalis

tumorvastagsaggal lehet jellemezni (Balch, 1978; Breslow, 1979).



2.3. A daganatok molekularis hdttere dltaldaban

A daganatok kialakulasat tobb gén hibdja okozza, a szabdlyozds befolyasolhatatlan
zavarahoz kiilonb6z0, valtozatos génhibak felhalmozddasa elengedhetetlen. Ezek a hibak a
daganatok kialakulasan, novekedésén és terjedésén kiviil a szdmos lehetséges terapids
beavatkozasra adott reakciot, valaszt is nagymértékben befolyasoljak (Strausberg, 2004). A
tumorsejtek felhalmozodasanak egyik oka a sejtosztddas, proliferacid szabalyozasanak
hibaja. Ez vagy azért alakul ki, mert a sejtet és utddait folyamatosan éri (vagy legalabb
megnovekedett mértékben) az osztodast aktivalo jel, vagy, mert a proliferacié gatlasa eltiinik
(vagy legalabb csokken). A daganatsejtek felhalmozodasanak masik oka a programozott
sejthalal, apoptézis elmaraddsa. E két ok a daganatsejteken beliil akar egyszerre is

megjelenhetnek (Hanahan, 2011).

2.3.1. (Proto)onkogének

A sejtproliferaciot eldsegitod legfontosabb géncsaladot protoonkogéneknek nevezzik, ezek
aktivalodasukkor, azaz a génhiba kialakulasakor onkogénné valnak a tumorokban. Egy
résziiknek van retroviralis megfelel6je, azonban a tobbségiiknek nincs (Todd, 1999). Mar az
onkogén egyik alléljanak a mutacidja is vezethet a fehérje-termék funkcionalis vagy
szerkezeti hibajahoz. A human tumorokban sok onkogén, onkogéncsalad ismert, ugyanakkor
daganattipusonként el6fordulasi gyakorisaguk igen eltéré lehet. Féleg a jelatvitelben
vesznek részt a (proto)onkogének, lehetnek novekedési faktorok (EGF, PDGF, FGF1-7),
membran- és citoplazmatikus receptorok (EGFR1, IGF1R, KIT), jelatvivé molekulak (RAS,
SRC, RAF), vagy transzkripcios faktorok (FOS, MYC) (Adamson, 1987).

A protoonkogének meghibasodasakor 0j termék (fehérje) keletkezik vagy a normalis
termékbdl jon létre tobb. Ezek a génhibak segitik a sejt thlélését és szaporodasat, illetve az
apoptozis esélyét csokkentik. Az onkogénné valt protoonkogénekben ,,gain of function”
(funkcionyerés) jellegli mutacio torténik, mely a normalis szabalyozastol fliggetlen funkcio
megjelenéséhez vezet. A receptorok meghibdsoddsa esetén a legfontosabb valtozas a
funkcioban az, hogy ligand nélkiil is képesek miikodni. A jelatvivoknél az okozza a
problémat, hogy a fehérje jeladas utdn nem inaktivalédik, folyamatosan bekapcsolva marad.
A transzkripcids faktorok esetén akkor jelentkezik probléma, ha megvaltozik a specificitasuk
¢és nem csak azokra a génekre hatnak a faktorok, amelyekre a normalis szabalyozas szerint

kellene (Carlo, 2008).



2.3.2. (Tumor)szupresszor gének

A szupresszor gének gatld funkciot latnak el, amely elsddlegesen a proliferacio gatlasa. A
tumoroknak az az eldny0s, ha az apoptdzis vagy a DNS-hibajavitds elmarad, melyet a
szupresszor gének indukalnak. A szupresszor gének mutacidik révén alakulnak ki a
tumorszupresszor gének. A hibat ez esetben ,,loss of function” (funkciovesztés) jellegli
mutaciok jelentik. Ezeknek a géneknek mindkét alléljanak karosodnia kell, hogy
megjelenjen az adott fenotipus. Ez megtorténhet ,,loss of heterozyosity” (heterozigdtasag
elvesztése) révén: amikor a jo allél eltiinik delécio vagy a promoéter metilalasa révén, és csak
egy hibas allél marad (Beroukhim, 2006). Vannak olyan szupresszor gének, melyek az adott
sejttipus tuléléséért, fennmaradasaért felelnek (,,gate-keeper” funkcid) és vannak, amelyek a
genetikai informaci6é allandosaganak a biztositdsaért, a DNS épségéért (,,care-taker”

funkcio) felel6sek (Sherr, 2004).

2.4. A melanomdban érintett molekularis jelpalyak

A jelatviteli utak fehérjék egymas utani aktivalasabol allnak, ami foszforilaciot és
defoszforilaciot jelent elsdsorban. A daganatok szempontjabol azok a jelatviteli utak
hasznalhatoak, melyek a proliferaciot serkentik €s az apoptdzist gatoljak. Az egyes
daganattipusokban mas és mas jelpalyak dominalnak, részben a kiinduld sejttipushoz

hasonléan (Kopper és Timar, 2007).

2.4.1. TKR — RAS — MAPK jelatvitel

crcr

crer

(mitogén aktivalt protein kinazok) jelatviteli ut (1. abra), melyben szamos human daganatos
betegség esetén mutacio talalhatd, igy okozva a szabalyozas zavarat (Carlomagno, 2014). A
kémiailag polipeptid novekedési faktorok fontos szabalyozdi a sejtosztodasnak és
migracionak (Carpenter and Cohen, 1990), melyek nagyon gyakran a tirozin-kinaz
receptorokon keresztiil hatnak (pl. EGF — epidermal growth factor, PDGF — platelet-derived
growth factor, FGF — fibroblast growth factor) (Heldin, 1995).



1. abra. Novekedési faktor jelatviteli ut a RAS kozponti elemmel, valamint a f6
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Az abran lathato a RAS fehérjétdl downstream elhelyezkedd két parhuzamos utvonal, a
MAPK és PI3K-AKT jelatviteli ut (Timar és mtsai., 2010. nyoman).

A TKR-ok felépitésére jellemzd, hogy egy extracellularis ligand-kotd helybdl, egy
transzmembran doménbdl és két intracellularis egységbdl éllnak, azaz katalitikus és
regulator egységbol. A TKR-ok miikodését tekintve a ligand (pl.: mitogén - novekedési
faktor) bekotddése a receptor dimerizacidjadhoz vezet. Ezt koveti a katalitikus domén
aktivalodasa és a tirozin autofoszforilacidja. Az adapter fehérje komplexek (pl.: GRB2)
vezetik az aktivacios szignalt a sejtmembran citoplazma fel6li oldalara és aktivaljak az
inaktiv RAS-t (Lowenstein, 1992). A RAS protoonkogén fehérjecsalad (HRAS, NRAS,
KRAS1, KRAS?) tagjainak C-terminalisan lipidfarok (farnezil-, palmitoil- és geranilgeranil-
csoportokbol) talalhato, ez lehetdvé teszi a sejtmembran citoplazmatikus felszinéhez vald
kotodést, valamint a RAS képes a guanozin nukleotidok hasitasara. (Reuter, 2000;
Malumbres, 2003). Inaktiv allapotban GDP-t (guanozin-difoszfat) kot a RAS fehérje, aktiv
allapotban pedig GTP (guanozin-trifoszfat). Az aktivalast, ,,bekapcsoléast”, vagyis a GTP
RAS-hoz koétését a GEF (guanine-nucleotide exchange factor) stimulalja. A GTP bontasat a
RAS fehérje ,.kikapcsolasahoz” a RAS sajat GTPaz aktivitasa végzi, amit a GAP (GTPase
activating protein) segit (Gilman, 1987, Karnoub, 2008). RAS mutaciét hordozo



tumorsejtekben a RAS-fehérje képes a GDP-t GTP-re cserélni, viszont GTPaz aktivitasat
elveszti, igy allanddan aktiv, bekapcsolt allapotban van. Ezt az onkogén mutéciok okozzak,
melyek a RAS katalitikus aktivitasért felelds részét modositjak.

A RAS-t0] ,,dowstream” elhelyezkedd0 MAPK jelatviteli részlet elsé effektora a RAF
protoonkogén csalad. A RAF szerin-treonin kinaz csalad harom tagja az ARAF, BRAF és
CRAF. Koziiliik a BRAF fehérjének a génje kiemelkedden gyakran szenved mutacidét human
tumorokban (Cargnello, 2011). Mindez azzal magyarazhato, hogy a BRAF csak egy
aminosav csere révén is fiiggetlenedhet az ,,upstream” jelektdl, mig az ARAF és CRAF
esetén tobb genetikai 1€zi6 felhalmozodasa is sziikséges az onkogén atalakulashoz. A BRAF
kinazon az esetek 73-90%-aban a 600. kodonon valin-glutaminsav szubsztiticié (V600E)
torténik, ami a folyamatos jeltovabbitast okozza monomerként (McCubrey, 2007).
Ugyanakkor mas mutaciok is eléfordulhatnak: R4611, 1462S, G463E, D549G, G469A/E. A
BRAF-nak a V600E mutacidja megtalalhatd az anyajegyek (benignus naevus) 84%-aban,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy e jelatviteli utvonal aktivacioja sziikséges, de nem
elegendd a rosszindulata transzformaciohoz (Rubstein, 2010).

Az aktivalt RAS megkoti a RAF-ot, igy az foszforilalodik, majd a RAF tovabb aktivalja,
azaz foszforilalja a jelatvitel kovetkezd tagjat, a MEK -et, mely egy kettds specificitast kinaz
(képes foszforilalni a tirozint és a szerin/treonint is). Ezutan az Erk1/2 (exracellular-signal
regulated kinases) foszforilacio kovetkezik, majd tovabbi szubsztratok aktivalodnak, melyek

tobbféle sejtfunkciot szabalyoznak, példaul a transzkripciot a sejtmagban (Lufen, 2001).

2.4.2. TKR — RAS — PISK-AKT jelatvitel

A RAS-t6l szintén ,,downstream” elhelyezked6 masik jelatviteli Gt a PI3K-AKT utvonal (1.
abra). Az apoptozis elkeriilése a tumorsejtek szamara — a proliferacio mellett — nagyon
fontos, s ezt a szerepet tobbek kozott a PI3BK-AKT utvonal valdsitja meg (Chang, 2003). Az
aktivalt RAS ,,bekapcsolhatja” a PI3K utvonalat, melynek sokat vizsgalt downstream elemei
az AKT ¢és S6 fehérjek, valamint az utvonal fontos szupresszora a PTEN fehérje. Mas
fehérjék is kapcsolddhatnak ehhez a jelatviteli uthoz (RHO csalad tagjai), melyek a
citoszkeleton szervezddését, a sejt tapaddsi tulajdonsagait szabdlyozzdk, ezzel a
daganatsejtek invazios készségét, alakjat befolyasoljak (Takai, 2001).

Az EGF és FGF2 altal aktivalt TKR — RAS — MAPK ttvonal kiilondsen fontos malignus

melanoma esetén, mert e jelatviteli Gtvonalon talalhatok a BRAF és NRAS onkogén



mutaciok, melyek 40-70%, valamint 10-30%-ban megtalalhatok a melanomas paciensekben
(Davies, 2002; Saldanha, 2006).

2.4.3. Egvyes tumorokban taldlhatd RAS, RAF mutaciok

Mas tumor tipusoknal is gyakran talalunk ezt a jelatviteli utat érinté mutaciokat. A RAS gén
90 %-ban sériilt hasnyalmirigyrakban (Almoguera, 1988), 30 %-ban tiidérakban (Rodenhuis,
1988), 50%-ban vastag- és végbélrakok esetén (Bos, 1987; Vogelstein, 1988), 33%-ban
epevezeték rakban (Timar, 2010), 17%-ban a juvenilis mielomonocitas leukémiaban
(Flotho, 1999) és 19%-ban akut mieloid leukémiaban (Stirewalt, 2001).

A BRAF gén mutacidja mintegy 18%-ban figyelheté meg kolorektalis daganatokban, 11%-
ban gliomakban, 3%-ban tiidé adenokarcinomaban, 4%-ban petefészek karcinomaban, 2%-
ban mellrdkban és 14%-ban méj daganatban. A vizsgdlatban azonban nem talaltak BRAF
mutacidt a vizsgalt neuroblastoma, hugyholyag rdk, leukémia és limféma, méhnyak
karcinoma, vesesejt karcinoma, pancreas karcinoma, prosztata karcinoma, gyomor
karcinoma, here karcinoma és méh karcinoma sejtvonalakban (Davies, 2002). Tovabba

pajzsmirigy daganat esetén 27%-ban szenved mutaciot a BRAF gén (Timar, 2010).

2.5. Molekularisan célzott terdapiak

A daganatok molekularis hatterének alapjainak feltérképezése megnyitotta a lehetdséget,
hogy ezt a tudast az orvoslasban, klinikumban is felhasznaljak a prevencid (megel6zés),
diagnosztika és a terapia tertiletén.

A molekulérisan célzott terapidk 1ényege, hogy specifikusan, csak a tumorsejtekre jellemzo,
hibas, de mitkoddképes fehérjéket pusztitja, gatolja a gydgyszer. Ezek a célpont fehérjék
altalaban a jelatviteli utvonalak onkogénjei: receptorok, downstream jelatvivok (Weinstein,
2006). A gatlas megvalosulhat kis molekulasulyu inhibitorral, amely a fehérje aktiv
centrumaihoz kotve gatolja a miikodést, vagy az adott receptorokat kotd antitesttel. Elobbire
jo példa az mTOR kinazt célz6 temsirolimus (Klumpen, 2010). illetve a dolgozat témajaul
szolgaloé vemurafenib. Az ellenanyag-terapiak koziil az egyik legelterjedtebb az EGFR1-et
gatld cetuximab (Bou-Assaly, 2010).



2.5.1. Lehetséges molekularis célpontok

Lehetséges molekularis célpontok azok, melyek szerkezetiik révén jol megkozelithetdek és
gatlasuk, megkotésiik révén elérheté az adott molekula funkciovaltozasa. llyen szerkezet
tobbek kozt az enzimfunkciot ellato katalitikus domén, mely gyakran egy kis iireg, hasadék
vagy zsebecske térszerkezetileg és ide specifikusan kotddhet az inhibitor. Természetesen a
gyogyszerrel tdmadhatd szerkezetbdl és a katalitikus funkciobol nem kovetkezik biztosan,
hogy jo célpont lesz az adott fehérje. A kindzok jo terépids célpontok, mert a daganatok
osztodasahoz, taléléséhez igen fontosak, tovabba térszerkezetiiket tekintve is jol gatolhatoak

(Johnson, 1998; Zhang, 2009).

2.5.2. Vemurafenib

Ilyen molekularisan célzott gatloszer a vemurafenib (Zelboraf, PLX4032) (2. abra), mely
szelektiv, a V60OE pontmutacioval rendelkez6 BRAF protein-kinaz inhibitora (kisebb
mértékben mas, a BRAF 600. kodonjat érint6 mutéciora is szelektiv, pl. V600K). Ezt a
gyogyszert 2011-ben torzskonyvezte az Amerikai Gyogyszer- és Elelmiszeriigyi Hatosag
(FDA). A vemurafenibet a 600-as kodon mutaciok altal aktivalt BRAF kinazzal rendelkez6,

metasztatikus melanomaban szenvedd betegek kezelésére torzskonyvezték (Bollag, 2012).

2. abra. A vemurafenib molekula szerkezete (Bollag et al., 2010. nyoman)

0
H ! 4,0
—S

Miikodését tekeintve, a vemurafenib a mutalodott BRAF kindz-aktivitasat gatolja, gy hogy
a kinaz ATP-kot6 helyére kot (Bollag, 2010). Ezzel a foszforilacios kaszkad gatlas ala kertil,

végiil a sejtproliferacio csokken. Noha a vemuarafenib kezelés a terapia elején hatékonyabb,
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mint a korabban hasznalt dacarbazin, mégis a késObbiekben rezisztencia alakul ki a

betegekben a gyogyszer ellen (Tsao, 2012; Lito, 2013).

2.6. Gyogyszer rezisztencia

Szamos példat ismeriink, amikor bizonyos gyogyszeres kezelések hatékonysaga a kezelés
folyaman lecsdkken vagy megsziinik, ami komoly kihivas elé allitja az orvostudomanyt.
Ilyen eset lehet, hogy a szer koncentracidja csokken a sejtben transzportrendszereken
keresztiil, pl. ABC transzporterek (Szakacs, 2004; Negoro, 2007), vagy a szert fokozottan
inaktivalja a sejt (Parker, 1991). Tovabba lehetséges, hogy a terapias szer altal kivaltott
karosodast fokozottan lesz képes javitani a sejt (Martin, 2008), vagy alternativ jelatviteli

utak aktivalodasa révén élnek tal a sejtek (Huang, 2011).

2.6.1. Vemurafenibbel szembeni rezisztencia

Amint fentebb emlitettem, a vemurafenib ellen rezisztencia alakul ki a terapia soran. Noha
nem rég oOta hasznaljak ezt a szelektiv gatloszert a klinikumban, mar ismertek bizonyos
rezisztencia mechanizmusok. Az egyik lehetséges mod, hogy a sejtek PDGFRp-t
NRAS fehérjén keletkeznek mutaciok, mellyel a MAPK palyat reaktivaljak (Nazarian,
2010). Egy masik leirt rezisztencia mechanizmus, hogy a sejt EGFR-t expresszal nagy
mennyiségben, ezzel megndvelve a tulélést és a proliferaciot serkentd jelatviteli utakon a
szignalizaciot (Gross, 2015). Tovabba, a tumort koriilvevo sztroma sejtjei is kozvetithetik a
rezisztenciat. A sztroma sejtek HGF-et (hepatocyte growth factor) szekretalhatnak, mely a
tumorsejtek HGF receptorain keresztil a MAPK ¢és PI3K-AKT jelpalyat stimulalhatja
(Straussman, 2012). Szintén a vemurafenib rezisztencia egyik modja, hogy a BRAF-t6l
downstream talalhatd6 MEK aktivaldo mutaciot szenved, ezzel fokozva a proliferaciot (Wagle,

2011) vagy az Erk1/2 reaktivalodik (Paraiso, 2010).
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2.7. A kutatocsoport vemurafenib rezisztencidra iranyulé korabbi eredményei

A kutatocsoport korabban videomikroszkopos vizsgalatokat végzet hat szenzitiv-rezisztens
melandma sejtvonalparon, melyeket én is a vizsgalataimban hasznaltam. Arra az eredményre
jutottak, hogy a rezisztencia kialakulasa soran a tumorsejtek migracios aktivitdsa is
megndvekszik Kisebb-nagyobb mértékben (3. abra), és a migracios aktivitas novekedése

kapcsolatba hozhat6 a metasztazis képzés képességével.

3. abra. A hat szenzitiv-rezisztens melanéma sejtvonalpar migracios aktivitasa.
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A sejtek 20 ora alatt atlagosan megtett tavolsaga pm-ben mérve (=SD). A voros oszlopok az
adott sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopulacidihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.
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3. Célkitiizések

Mivel a gyakori V60OE mutans melanéma kezelésére hasznalhato szelektiv inhibitor, a
vemurafenib ellen rezisztencia alakul ki, ennek a jelenségnek a molekularis hatterérél
szeretnék pontosabb képet kapni, ami hozzdjarulhat egy hatékonyabb kezelés
kidolgozasahoz. Szakdolgozatom készitése soran az alabbi célkitiizéseim voltak:
1. Meghatarozni a vemurafenibbel szemben mutatott érzékenység valtozasat a hat par
szenzitiv-rezisztens human melanéma sejtvonalon.
2. Leirni a rezisztencia kialakulasa soran a RAS jelatviteli halozat aktivacios
mintdzataban bekovetkezett valtozasokat.
3. Megvizsgalni a rezisztens sejtpopulaciokban tapasztalhatdo megndvekedett migracios

aktivitasért felelos molekularis valtozasokat.
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4. Anyag és modszertan

4.1. A vizsgalt sejtvonalak

Kisérleteimben hat betegb6l szarmazé szenzitiv-rezisztens human melanoma sejtvonalpart
hasznaltam (1. tablazat). A harom in vitro sejtvonal rezisztens sejtpopulacioit
mesterségesen, novekvé vemurafenib koncentracié jelenlétében tartva hoztak 1étre
koppenhagai egyiittmiikddd partnereink a szenzitiv sejtekbdl. Egy osloi egyiittmiikddés
keretében jutottunk hozza a harom in vivo sejtvonalparhoz, melyek a betegek kezelés elétti

¢s relapszus utani biopsziaibol lettek 1étrehozva.

In vivo sejtvonalak In vitro sejtvonalak
Szenzitiv Rezisztens Szenzitiv Rezisztens
MelKD pre MelKD post MMO040111 sens MMO040111 res
MelJR pre MelJR post MM90911 sens MM90911 res
MelJL pre MelJL post MM90906 sens MM90906 res

1. tablazat. A kisérleteimben hasznalt hat szenzitiv-rezisztens human melanoma
sejtvonalpar

4.2. A melanoma sejtek fenntartas

A melanoma sejteket 10% FBS (fetal bovine serum) és 1% PSA (penicillin, streptomicin,
amphotericin) tartalmit DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) sejttenyészto-
folyadékban tartottam standard sejttenyésztd flaskdkban 5% CO2 tartalmu, telitett

paratartalmu légkorben 37 °C hdmérsékleten.

4.3. SRB assay

Az SRB (sulforhodamine-B) életképességi assay-t a vemurafenibnek a tumor sejtekre
gyakorolt rovidtava hatasanak a vizsgalatara hasznaltam. A sejtvonalak szenzitiv-rezisztens
voltat, azaz a vemurafenibbel szemben mutatott érzékenységet SRB életképességi assay-jel
vizsgaltam. 5000 sejtet — melyet Biirker-kamraban szamoltam meg — osztottam ki

lyukakként 96-lyukt sejttenyészté lemezre. 24 oran at inkubaltam a sejteket, hogy
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letapadhassanak az edény aljara. A tapfolyadék parolgasanak elkeriilésére PBS-sel toltottem
fel a 96-lyuka sejttenyésztd lemez szélsé lyukait, mintegy ,pufferzonaként”. Majd
tapfolyadékot cseréltem, hogy kezelhessem a melanéma sejteket. Higitasi sort készitve a
terapias szerb6l, 72 orara vemurafenibbel kezeltem a sejteket a névekvo koncentraciokkal,
ahogy a 4. abran is lathatéak (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 uM, valamint

vemurafenibet nem tartalmaz6 tdpfolyadék, kontroll).

4. abra. SRB assay kisérleti elrendezés.

Eletképességi vizsgalat 96 lyuku sejttenyészté lemezen. Lathatoak a vemurafenib kezelési
koncentraciok, valamint a sz¢1s6, a tapfolyadék parolgasanak minimalizalasat célzo, PBS-
sel feltoltott lyuk-sor.

A kezelés utan az elpusztult sejteket kimostam, eltavolitottam PBS-sel. Az életben maradt
és letapadt sejteket 10%-os triklorecetsavval a lyukak aljahoz fixaltam. A sejtek
Osszfehérjetartalmat SRB-vel megfestettem, majd a fehérjéhez nem kotott festéket 1%-0s
ecetsavval lemostam és szaritas utan a csapadékot 10 mM-os Tris pufferben feloldottam. Az
igy létrejott oldatot 570 nm-en fotometraltam, s a kapott adatokbol, mely adatok az életben
maradt sejtek Osszfehérje mennyisége, elkészitettem az egyes sejtvonalak relativ
életképességét abrazold gorbéjét és meghataroztam a GISO értékeket. A GISO érték az a

koncentracio, ahol az adott sejtpopulacionak az 50%-anak gatolt a proliferacioja, osztodasa.
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4.4, Szakirodalmazas

A kutatocsoport korabbi micro-array vizsgalatai alapjan 142 fehérjérdl kaptunk informaciot,
melynek expresszidja és aktivaltsdga nagymértékben megvaltozik ezekben a melanoma
sejtvonalakban a rezisztencia kialakuldsakor, valamint a migraciés aktivitas
megnodvekedésekor. A micro-array vizsgalatok alapjan és szakirodalmazas segitségével
valasztottam ki az altalam vizsgalni kivant fehérjéket, melyek a migracios aktivitas
megnovekedésében szerepet jatszhatnak. Olyan fehérjéket, fehérjecsaladokat kerestem a
Google Scholar és Pubmed adatbazisokban, melyek mar leirtak mas tumor tipusokban,
kapcsolatba hozhatoak gyogyszer rezisztencidval, valamint szerepet jatszanak

sejtmozgasban, de még nincs sok eredmény ezekkel kapcsolatban.

4.5. Immunoblot

A rezisztencidval kapcsolatba hozhat6 novekedési jelatvitel effektorait, valamint a rezisztens
sejtvonalakban megfigyelt migracios aktivitas ndvekedéséért felelds fehérjék expressziojat
¢és aktivaltsagat immunoblot vizsgalatokkal elemeztem, mely egy gélelektroforézises
modszer. Poli-akrilamid gélben, elektromos er6tér hatasara molekulasuly szerint
szétvalaszthatoak az egyes fehérjék, s a PVDF (poli-vinilidén-difluorid) membranra
transzferalt fehérjék antitestekkel, fotokémiai reakciok utjan, specifikusan kimutathatdak.
Az eldhivott filmeken keletkezett jeleket denzitometraltam az Imagel szoftverrel és a
szenzitiv-rezisztens sejtparokban kiilonbségeket kerestem az adott fehérjék expressziojaban
¢és aktivaltsagi allapotaban. Az adott fehérje aktivaltsagi szintjét a foszforilalt formahoz
specifikusan kotd ellenanyagok hasznalataval tudtam vizsgélni.

Az immunoblot vizsgalatokhoz a fehérjemintak eldkészitéséhez, a sejtekbdl vald fehérje
lizatum készitéséhez a Thermo Scientific RIPA-pufferjét (89900; Thermo Scientific)
hasznaltam ¢és az ehhez tartoz6 protokollt kovettem. 300-400 ezer sejtet osztottam Ki
sejtvonalanként 6-lyuku sejttenyésztd lemezre. Egy éjszakan at altaldnos sejttenyésztd
folyadékban inkubaltam Oket, majd a tapfolyadék eltavolitasa utan PBS-sel mostam a
sejteket. 100ul RIPA puffert és Thermo Scientific Halt Protease Inhibitor Cocktail-t (78430;
Thermo Scientific) tettem a sejtekre, mikdzben jégen tartottam a sejttenyésztd lemezeket.
Az elkésziilt lizatumot centrifugaltam, s a feliiluszo6 fazisban megkaptam a fehérje mintakat.

crer

Assay Kit-jét (23225; Thermo Scientific) hasznaltam és az ehhez tartozd protokollt
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Az immunoblot vizsgalatokhoz a BioRad Kit-jeit és protokolljat hasznaltam. A gélontéshez
a BioRad kit-jét (1610173; BioRad) hasznaltam, a szeparald és a felsd gélt is 45 percig
hagytam polimerizalodni. A fehérjék futtatasa running pufferben (3.03 g Tris, 14.4 g glicin,
5 ml 20%-o0s SDS, 1000 mi desztillalt viz) 100 V-os aramfesziiltségen tortént, addig, mig a
fehérje-front marker a gél aljaig nem ért (kb. 1.5 ora). A fehérjék transzferalasa a gélbdl a
PVDF membranra 250 mA aramer6sségen, transzfer pufferben (3.03 g Tris, 14.4 g glicin,
40 ml metanol, 960 ml desztillalt viz), jégben hiitve tortént 2 6ran keresztiil. A membranok
blokkolédsa egy oran at, szobahdmérsékleten, 5%-os zsirmentes tejporban tortént, mely 1%-
0s TBST-ben (tris-buffered saline Tween20 detergenssel) volt feloldva. Ezt kovetéen a
primer antitestben (3. melléklet) egy éjszakan at (overnight) 4 °C-on inkubaltam a
membranokat, majd 5-szor 5 percig mostam 1%-0s TBST-ben dket.

A mosas utan a primer antitestnek megfeleld szekunder antitestben (3. melléklet)
inkubaltam a membranokat, 1 6ra hosszan szobahémérsékleten, majd ismét 6tszor 6t percig
mostam 1%-o0s TBST-ben dket.

Végiil egy percig inkubaltam a membranokat a kétkomponensii ECL-keverékben
(Amersham ECL kit; EMP001005), mely az el6hivashoz sziikséges fotokémiai reakciokhoz
sziikséges. Az exponalasi id6 az egyes fehérjék vizsgalatakor eltérd volt (5-45 perc kozt), a
kibocsatott jel erdsségétdl fiiggden.

A filmeket digitalizalas utan az Imagel szoftverrel denzitometraltam, s az igy kapott area
méretek ardnyosak voltak az egyes sejtvonalak adott fehérjéinek mennyiségével. Ezekbdl az
eredményekbdl oszlopdiagramokat szerkesztettem, igy tudtam Gsszehasonlitani a fehérje

expresszid, valamint foszforilacid valtozésat a rezisztencia kialakuldsa soran.

4.6. Statisztika

A statisztikai kiértékeléseket a GraphPad Prism 5 program segitségével végeztiik. Az SRB
¢életképességi assay esetén kétutas ANOV A analizist végeztiink Bonferroni post-hoc teszttel.
Az eredményeket Statisztikailag szignifikansnak akkor tekintettem, ha a hozzajuk tartozo p
érték p<0,05 volt. Tovabba a sejtek vemurafenib érzékenységét (GI 50 értékek) a mért
adatokra illesztett gorbe y=0,5 értékéhez tartoz6 koncentracio valamint a hozza tartoz6 95%-

os konfidencia intervallum kalkulalasaval jellemeztem.
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5. Eredmények

5.1. SRB

Az SRB ¢letképességi assay fotometralasi adataibol a GraphPad Prism 5 szoftver
segitségével az egyes sejtvonalak relativ életképességét (relative cell viability) abrazold
gorbéit megszerkesztettem a vemurafenib kezelési koncentraciok fiiggvényében (5. abra).

A fels6 sorban a harom in vivo sejtvonalpar relativ életképessége, mig az als6 sorban a harom
in vitro sejtvonalpar relativ életképessége lathatd. A vords gorbe az adott sejtvonal
szenzitiv/pre sejtpopulacidihoz tartotd eredményeket, a kék gorbe a rezisztens/post
sejtpopulaciok eredményeit mutatja. Minden sejtvonal esetén két fiiggetlen kisérletben hat

parhuzamos mérést végeztem (N=12).

5. abra. A melandéma sejvonalak relativ életképességét abrazold gorbék
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A voros gorbe az adott sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopulacidihoz tartoté eredményeket, a kék
gorbe a rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja. Csillaggal jeloltem, ha az adott
sejtvonal szenzitiv €s rezisztens parjanak a relativ életképessége szignifikansan kiilonbozott

crer

crer

¢letképessége kozti kiilonbségre iranyultak adott koncentracioji kezelés mellett,

szignifikansnak adodtak a MelJR, MMO040111 és MM90911 sejtvonalparokban. A MelKD
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¢s MellJL esetén nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget, az MM90906 sejtvonalpart
vizsgalva csak a magas koncentracioknal kaptam szignifikans kiilonbséget.

A MelKD pre sejtvonal GI50 értéke 3.05 pM-nal talalhato (konfidencia intervallum: 0.37 —
25.45 uM), a sejtvonal MelKD post parjanal ez az érték 11.7 uM-nal (konfidencia
inervallum: 2.27 — 61.07 uM) van. A MelJR pre sejtvonalnak 0.6 uM (konfidencia
intervallum: 0.21 — 1.64 uM) a GI50 értéke, mig a MelJR post sejtvonalnak 9.1 uM-nal
(konfidencia intervallum: 3.24 — 25.59 uM) adodott a GIS0 érték. Az utolsé in vivo, MelJL
pre sejtvonal GI50 értéke 19.3 uM-nal (konfidencia intervallum: 3.79 — 98.31 uM) talalhato,
a MelJL post sejtvonal GI50 értéke pedig 23 uM (konfidencia intervallum: 0.33 — 1581 uM).
Az invitro sejtvonalparok SRB vizsgalataibol azt az eredményt kaptam, hogy az MM040111
sens sejtvonal GI50 értéke 0.5 uM (konfidencia intervallum: 0.31 — 0.91 puM) és az
MMO040111 res sejtvonalnak 1.3 uM (konfidencia intervallum: 0.85 — 2 uM) a GI50 értéke.
Az MM90911 sens sejtvonalhoz tartozé GI50 érték 0.9 uM-nal (konfidencia intervallum:
0.36 — 2.45 uM) talalhatd, az MM90911 res sejtvonal GIS0 értéke 25 pM f616tt talalhatd
(konfidencia intervallum nem megadhat6). Végiil az MM90906 sens sejtvonalnak 8.4 uM
(konfidencia intervallum: 3.71 — 19.06 uM) a GI50 ¢értéke, az MM90906 res
sejtvonalparjanak 12.4 uM-nal (konfidencia intervallum: 6.11 — 25.54 uM) van a GI50
értéke.

5.2. Szakirodalom

A rezisztens sejtvonalak migraciés aktivitdsanak megndvekedése hatterében allo
molekularis mintazat vizsgalatdhoz két fehérjét valasztottam ki: a doublecortint és a
citokeratin-6B-t. Azért ezt a két fehérjét valasztottam, mert mar leirtak mas tumortipusokban
gyogyszer rezisztencia kapcsan és szerepet jatszanak sejtmozgasokban, de még kevés
eredmény talalhaté rokuk az irodalomban.

A doublecortin az idegsejt migracidban szerepet jatszo fehérje, melyrdl kimutattak, hogy
prosztata tumorokban abnormalis mértékben expresszalodik, valamint a mikrotubulusokban
lokalizalva el6segiti a sejtmigraciot és a mikrotubulust célzo taxol kemoterapias szer elleni
rezisztenciat is el6segiti (Longoni, 2012).

A citokeratinok az epidermis sejtekben megtalalhato intermedier filamentumokat felépitd
fehérjék kozé tartoznak. Ezen tal tumorképzddésben valamint gydgyszerrezisztencidban is

megfigyelték a szerepiiket (Karantza, 2011). A citokeratin-17 a RAS-t6l downstream
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elhelyezked6 AKT-mTOR jelpalyat aktivalja (Fortier 2010.). A citokeratin-8 mellrakokban
multidrog rezisztenciaban jatszik szerepet (Liu, 2008).

5.3 Immunoblot

A rezisztencidval kapcsolatba hozhato ndvekedési jelatvitel effektorait, valamint a rezisztens
sejtvonalakban megfigyelt migracios aktivitds novekedéseéért felelds fehérjék expressziojat
¢s aktivaltsagat immunoblot vizsgalatokkal elemeztem.

Az immunoblotos eléhivasok eredményei az abrak (6-9., 11-12. abra) alsé részén lathatoak.
Az adott sejtvonalban az adott fehérje mennyiségével aranyos a lathat6 fekete csik. Ezeket
a savokat denzitometrdlva az ImagelJ szoftverrel, a kapott area eredményekbdl
megszerkesztettem az abrak felsd részén lathaté diagramokat. Mivel az immunoblot egy
szemikvantitativ technika, igy statisztikai vizsgalatok az eredmények Gsszehasonlitasara
nem végezhetdek. Az Y-tengelyen a szoftver altal szamolt optikai denzitas (OD) lathato,
mely értékeket ezzel a képlettel szamolt a program: OD=10g10(*>fixel value). A vOros oszlopok
az adott sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopulaciodihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a

rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatjak.

5.3.1. MAPK

Vizsgaltam a novekedési faktor jelpalya RAS — MAPK részletében a downstream elemek
expressziojat és aktivaciojat. Az 6ssz-Erk1/2 és p-Erk1/2 fehérje festések eredménye a 6.

abran lathatoak.
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6. abra. Az Erkl/2 és p-Erk1/2 fehérje immunoblotos el6hivasanak eredménye és a
denzitometralas eredménye
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Az immunoblotos el6hivasok eredményei az abrak als6 részén lathatoak. A diagramok Y-
tengelyén az optikai denzitas (OD=10g10(>*pixel value)) lthatd. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopulacidihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

(=]

A RAS — MAPK jelatviteli itvonal Erk1/2 fehérjéjének expresszidjat vizsgalva, az in vivo
sejtvonalparok koziil a MelKD sejtvonalpar rezisztens tagjaban megnétt az expressziod a
szenzitiv sejtpopulaciokhoz képest, mig a MelJL sejtvonalpar esetén csokkent e fehérje
expresszidja a rezisztencia megjelenésekor, a MelJR esetén nem tapasztaltam jelentds
valtozast. Az in vitro sejtvonalparokat vizsgalva az MMO040111 és MM90906
sejtvonalparban nétt meg az Erk1/2 expresszio a rezisztens melanoma sejtekben.

Az Erkl1/2 aktivaltsagat foszfo-spcifikus ellenanyaggal vizsgalva, az in vivo MelKD és
MelJL sejtvonalpar esetén megnétt a foszforilacid a rezisztens sejtekben a szenzitivekhez
képest, viszont a MelJR sejtvonalpar esetén forditva alakult az aktivaltsag megvaltozasa. Az
in vitro sejtvonalparoknal egy esetben talaltunk ndvekedést a rezisztens sejtekben az
aktivaltsagot tekintve, az MM90906 sejtvonalparban. Az MMO040111 sejtvonalparban pedig

csOkkent a foszfo-Erk a rezisztencia kialakulasa soran.
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5.3.2. PI3K — PTEN/AKT

Vizsgaltam a novekedési faktor jelpadlya PI3K — PTEN/AKT részletének downstream
elemeinek expresszidjat és aktivacidjat. Az 6ssz-AKT és p-AKT, valamint az 6ssz-S6 €s p-

S6, fehérje festésének eredménye a 7. és 8. abran lathatoak.

7. abra. Az AKT és p-AKT fehérje immunoblotos el6hivasdnak eredménye és a
denzitometralas eredménye
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Az immunoblotos eléhivasok eredményei az abrak also részén lathatdak. A diagramok Y-
tengelyén az optikai denzitds (OD=10g10(>*>pixel value)) lthatd. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopulacioihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

A PI3K — PTEN/AKT jelatviteli utvonal AKT fehérje expresszidjat vizsgalva az in vivo
sejtvonalparok koziil a MelKD ¢és MelJR sejtvonalpar rezisztens tagjaban megnétt az
expresszio a szenzitiv sejtpopuldciokhoz képest, mig a Mel JL sejtvonal esetén csokkent
ezen fehérje expresszidja a rezisztencia megjelenésekor. Az in Vvitro sejtvonalparokat
vizsgalva az MMO040111 sejtvonalparban nétt meg az AKT expresszid a rezisztens

melandma sejtekben, a masik két sejtvonalparnal nem talaltam jelentds valtozast.
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Az AKT aktivaltsagat foszfo-specifikus ellenanyagok segitségével vizsgalva, az in vivo
sejtvonalparoknal csak egy esetben talaltam novekedést a rezisztens sejtekben az
aktivaltsagot tekintve, a MelKD sejtvonalparban. A MelJL sejtvonalparban pedig csokkent
a foszfo-AKT a rezisztencia kialakuldsa soran. Az in vitro MM90906 sejtvonalpar esetén
megnétt a foszforilacid a rezisztens sejtekben a szenzitivekhez képest, viszont az
MMO040111 és az MM90911 sejtvonalpar esetén nem valtozott az aktivaltsag a szenzitiv €s

rezisztens sejtpopulacidkat 6sszehasonlitva.

8. abra. Az S6 és p-S6 fehérje immunoblotos el6hivasdnak eredménye és a denzitometralas
eredménye
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Az immunoblotos eléhivasok eredményei az abrak also részén lathatdak. A diagramok Y-
tengelyén az optikai denzitds (OD=10g10(>*>pixel value)) ldthatd. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopulacidihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

A PI3K — PTEN/AKT jelatviteli utvonalon, az elébb targyalt AKT fehérjétdl downstream

elhelykedd effektor, az S6 expressziojat vizsgalva csupan az in vivo MelJR esetén talaltam
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novekedést a fehérje expressziojaban, az Osszes tobbi sejtvonalpar esetén nem valtozott
jelentésen az S6 kifejezodés.

Az S6 fehérje aktivaltsagat vizsgalva, az in vivo sejtvonalparoknal ketté esetben talaltam
novekedést a rezisztens sejtekben az aktivaltsagot tekintve, a MelJR ¢és MellL
sejtvonalparokban. Az in vitro MM90911 és MM90906 sejtvonalpar esetén megnétt a

foszforilacid a rezisztens sejtekben a szenzitivekhez képest.

A PI3K — PTEN/AKT palyat szupresszalo fehérje, a PTEN expressziojanak eredménye a 9.

abran lathato.

9. abra. A PTEN fehérje immunoblotos el6hivasanak eredménye €és a denzitometralas
eredménye
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Az immunoblotos el6hivasok eredményei az dbrak alsé részén lathatoak. A diagramok Y-
tengelyén az optikai denzitas (OD=10g10(>**pixel value)) lathatd. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopuldcioihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

=

J

=

040111 040111 90911 90911 90906 90906
sens res sens res sens res

|

llg !
A
-

A PI3K — AKT jelatviteli utat szupresszalé fehérjét, a PTEN-t vizsgalva az in vivo
sejtvonalparokat vizsgadlva a MelKD és a Mel JR sejtvonalparban ndtt meg a PTEN
expresszid a rezisztens melanoma sejtekben. Meg kell jegyezni, hogy a MelKD pre sejtvonal
null-mutans volt a PTEN-t tekintve. A MelJL sejtvonalpar esetén csokkent a PTEN

expresszioja a rezisztencia megjelenésekor.
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Az in vitro sejtvonalparokban nem taldltam expresszidos valtozast a rezisztens
sejtpopulaciokban a szenzitivekhez képest, viszont az MM90911 sejtvonal mindkét tagja, a

szenzitiv és a rezisztens is null-mutans volt a PTEN fehérjét tekintve.

5.3.3. Valtozas a RAS downstream effektorok relativ aktivaciojaban

A vizsgalt fehérjék foszforilalt és Osszfehérje aranya megmutatja az adott jelatviteli Gt
aktivaltsagat vagyis, hogy a rendelkezésre 4ll6 jelatvivé molekuldk milyen ardnyban vannak

,,bekapcsolva” (10. abra)

10. abra. A RAS downstream effektorainak relativ aktivacigja.
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A relativ aktivaciot az egyes fehérjék denzitometralt adataibol az alabbi médon szamoltam
ki: foszforilalt fehérje mennyiség / Osszfehérje mennyiség. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopuldcidihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

Osszehasonlitottam sejtvonalanként az dbran lathaté fehérjék (Erk1/2, AKT, S6) foszforilalt

¢és 0sszfehérje mennyiségét.
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A MelKD pre és MelKD post, MelJR pre, MelJL post, MM90906 sens, sejtvonalakban
aktivalt jelentésen az Erk1/2.

A MelKD pre, MelJL post és MM90911 res sejtvonalakban jelentOsen aktivalt az AKT.
Végiil az S6 fehérje jelent6sen aktivalt a MelKD pre és MelKD post, MelJR post, MelJL
post, MM90911 res és MM90906 res sejtvonalakban.

5.3.4. Migrécidval kapcsolatos fehérjék

A szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott, a migraci6 megndvekedésével kapcsolatba
hozhat6 doublecortin és citokeratin-6B expresszidjanak vizsgalatdnak az eredménye a 11. és

12. abran lathatd.

11. abra. A doublecortin immunoblotos eléhivasanak eredménye és a denzitometralas
eredménye
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Az immunoblotos eléhivasok eredményei az abrak also részén lathatdak. A diagramok Y-
tengelyén az optikai denzitds (OD=10g10(>*>pixel value)) lthatd. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopuldcioihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

A doublecortin expresszidjat vizsgalva az in vivo sejtvonalparokat nézve a MelJR
sejtvonalpar esetén csokkent e fehérje expresszidja a rezisztencia megjelenésekor, a masik

két sejtvonalparnal nem tapasztaltam jelentds valtozast.
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Az in vitro sejtvonalparok koziil az MM90911 sejtvonalpar rezisztens tagjaban megndtt a
doublecortin fehérje expresszidja a szenzitiv sejtpopulaciokhoz képest, mig az MM040111
¢s MMO90906 sejtvonalban csokkent a doublecortin expresszid a rezisztens

sejtpopulacidkban, a szenzitivekhez képest.

12. abra. A citokeratin-6B immunoblotos el6hivasanak eredménye és a denzitometralas
eredménye
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Az immunoblotos el6hivasok eredményei az abrak als6 részén lathatéak. A diagramok Y-
tengelyén az optikai denzitas (OD=10g10(>*>pixel value)) lathatd. A vords oszlopok az adott
sejtvonal szenzitiv/pre sejtpopuldcioihoz tartotd eredményeket, a kék oszlopok a
rezisztens/post sejtpopulaciok eredményeit mutatja.

o

A citokeratin-6B expressziojat vizsgalva az in vivo MelKD sejtvonalpar esetén csokkent a
citokeratin-6B expresszidja a rezisztencia megjelenésekor, a masik két sejtvonalparnal nem
tapasztaltam jelentds valtozast.

Az in vitro sejtvonalparok koziil az MM90911 sejtvonalpar rezisztens tagjaban lecsokkent a
citokeratin-6B fehérje expresszidja a szenzitiv sejtpopulaciokhoz képest, mig a masik két in
vitro sejtvonalparban, az MMO040111 és az MM90906 sejtvonalban nem tapasztaltam

jelentds valtozast a fehérje expressziot tekintve.
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6. Diszkusszio

6.1. SRB

Két in vivo, a MelKD és MellR, valamint két in vitro, az MMO040111 és MM90911
sejtvonalparban jelentés kiilonbséget talaltunk a szenzitiv-rezisztens sejtparok GI50
értékben. Tehat ennél a négy sejtvonalparnal a kapott SRB eredményekbdl szamolt GI50
értékek ¢és gorbék jol bizonyitjak a sejtvonalparok szenzitiv-rezisztens voltat. Ezzel
igazoltam, hogy a rezisztencia mind a betegekben in vivo, mind a gatlészer novekvo
koncentracioja mellett térténd tenyésztés soran in vitro kialakult. Noha a MelKD sejtvonal
szenzitiv €s rezisztens parjanak a relativ életképessége kozt nem tapasztaltam statisztikailag
relevansnak tartjuk a szenzitiv-rezisztens statuszt, a GI5S0 értékek valtozasaval osszevetve.
Viszont egy in vivo, a MelJL, valamint egy in vitro, az MM90906 sejtvonal esetén nem
jelentdsen nétt a GISO érték a rezisztens sejtekben. S6t érdekes modon e sejtvonalak
szenzitiv parjaihoz tartozd GIS0 értékek is igen magasak voltak, dsszehasonlitva a masik
négy sejtvonalparral. Tehat ezek a sejtvonalak is mar a vemurafenib kezelés el6tt nagyfokt
rezisztenciaval rendelkeztek, de novo rezisztenciarol beszélhetiink. Az MM90906 sejtvonal
szenzitiv és rezisztens parjanak a relativ életképessége kozott szignifikans kiilonbséget
kiilonbséget azonban a GIS0 értékek csekély valtozasaval dsszevetve biologiailag nem
tartjuk relevansnak.

A korabbi videomikroszkdpos, migraciora iranyuld eredmények és az SRB eredményeim
alapjan elmondhatd, hogy a rezisztenica kialakuldsa egyetlen esetben sem jar migracios
aktivitas csokkenéssel. Ugyakkor a de novo rezisztens sejtvonalparok koziil az in vivo
vonalpar (MelJL pre és post) esetén a relapszus utani biopsziabol létrehozott sejtvonal
migracios aktivitdsa nagyobb volt. Ezzel szemben a gatlészer ndvekvd koncentracidja
mellett torténd sejttenyésztés nem eredményezte a migracios aktivitas fokozodasat a de novo
rezisztens sejtvonalparnal (MM90906). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a rezisztencia
kialakulasa mogotti molekularis valtozasok nem mindegyike jar migracids aktivitas
novekedéssel, ugyanakkor az agresszivebb, rezisztens fenotipus sok esetben megnyilvanul a
migracios aktivitds megndvekedésében is.

A GI50 értékek statisztikai vizsgalatakor kapott nagy konfidencia intervallumok azzal

magyarazhatoak, hogy a logisztikus gorbe illesztésekor extrapolalni kellett (a kezeléshez
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hasznalt koncentraciok kisebbek voltak a GIS0 értéknél) az eredményeket, melybdl a

bizontalansag addodott.

6.2. Immunoblot

Egységes, mind a hat sejtvonalparra érvényes rezisztencia mechanizmust nem talaltam az
immunoblot vizsgalataim soran. Valamint az in vivo és in Vitro rezisztenssé valt melanoma
sejtek kozt sem taldltam egységes mechanizmust. Tovabba az SRB assay eredményei szerint
de novo rezisztens sejtvonalakban, a MelJL és MM90906 sejtvonalakban sem egységes a
rezisztencia mechanizmus.

A RAS-t6] downstream elhelyezkedd effektorok relativ aktivéaciojat vizsgalva egy-egy
sejtvonalra egyedi rezisztencia mechanizmust figyeltem meg:

A MelKD sejtvonalat tekintve a rezisztencia kialakuldsa soran csokkent az Erk1/2
aktivaltsaga, viszont az S6 fehérje aktivaltsaga nem szamottevoen csokkent, noha a téle
upstream elhelyezkedé AKT aktivaltsiga nagyon alacsony. A MelKD post sejtvonalban
tapasztalt alacsony AKT aktivitast jol magyarazza az, hogy a PTEN fehérje expresszidja
magas, mely az AKT aktivaciojat szupresszalja. Ez alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
PI3K tutvonal aktivacioja okozza a vemurafenib melletti talélést a MelKD sejtvonal esetén,
s az S6 fehérjét mas alternativ utvonal aktivalja.

A MelJR sejtvonal esetén szintén alacsony Erk1/2 aktivitast tapasztaltam a rezisztens
sejtpopulacidban. Viszont az S6 fehérje ebben a rezisztens sejtvonalban is megnovekedett
aktivitast mutat, mely aktivitast valamely mas alternativ atvonal befolyasol valosziniileg.

A MelJL sejtvonalban a rezisztenciat az Erk1/2 és az AKT-S6 ttvonal egyszerre torténd
aktivacidja okozza (Paraiso, 2010).

Az MM90911 sejtvonalban az AKT-S6 aktivacioja ndtt meg jelentdsen a rezisztencia
kialakulasa soran, mely a tulélést biztositja (Shao and Aplin, 2010).

Végezetill, az MM90906 sejtvonal esetében sem az Erk1/2 aktivalodik a rezisztens
sejtekben, hanem az S6 fehérjében latszik egy gyenge aktivacid a rezisztencia kialakuldsa
soran.

A szakdolgozatom eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy melanomékban a
vemurafenib rezisztencia alternativ jelatviteli utak aktivaciojaval is megvalosulhat, nem
szlikséges minden esetben a gatolt MAPK utvonal reaktivacidja (Van Allen, 2014).

A rezisztens sejtvonalakban megnovekedett migracios aktivitas hatterében nem sikertilt

egységes molekularis Gtvonalat igazolnunk. Az Erk1/2 fehérje aktivacidja hatassal van a
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FAK-ra (fokalis adhézids kindz), mely a migraciot befolyasolja. A korabbi sejtmigracioval
kapcsolatos eredmények és az Erkl1/2 relativ aktivacioja kozott nem taldltam egységes
Osszefiiggést, feltehetden mas jelatviteli utvonal a meghatdrozd ezeknek a sejteknek a
Osszefoglalva, eredményeim alapjan elmondhato, hogy az in vivo kialakul vemurafenib
rezisztencia in vitro is létrejon, ugyanakkor a rezisztencia kialakulasanak hatterében
meghuzodva nem feltétlen ugyanazok a mehanizmusok jatszodnak le in vivo és in vitro. A
migracié és a rezisztencia novekedésének hatterében mas mechanizmusok allnak,
feltehet6en csak a RAS jelatviteli halozat gatlasaval nem fog sikeriilni a melanomas betegek

gyogyitasa a jovoben.
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7. Kovetkeztetések

Diplomamunkdmban a vemurafenib ellen kialakuld rezisztencia molekularis hatterérdl
kaptam pontosabb képet. Szakdolgozatomban a célkitlizéseim alapjan az alabbi
kovetkeztetésekre jutottam:

1. A vemurafenibbel szemben mutatott érzékenység négy sejtvonalpar (két in vitro és
két in vivo) esetén mérhetéen valtozott, mig ketté melanoma sejtvonalpar (egy in
vitro és egy in vivo) esetén nem tortént jelentds valtozas a kezelés hatasara. Ebben a
két esetben ugynevezett de novo rezisztencia volt jelen mar a kezelés elétt.

2. A rezisztencia kialakuldsa sordn a RAS jelatviteli halozatban sejtvonal fliggd
aktivaciés mintazatvaltozasok voltak, egységes mintazatvaltozast nem tudtam
azonositani.

3. A rezisztens sejtpopulaciokban megndvekedett migracios aktivitasért felelds
egységes molekularis hatteret nem sikeriilt egyelére igazolni, tovabbi vizsgalatok

sziikségesek ennek felderitésére.
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8. Osszefoglalis

A melanéma a pigmentsejtek (melanocitak) tumoros atalakulasa soran kialakuld rossz
progndzisu daganatos megbetegedés, melynek eléfordulasa vilagszerte emelkedik. A
melanomas betegek 40-70%-aban megtalalhat6 az onkogén BRAF mutécio, mely az esetek
73-90%-aban egy valin glutaminsav szubsztiticid (V600E). V600 mutacidt hordozo attétes
melandmas betegek kezelésére alkalmas a vemurafenib szelektiv gatloszer, viszont a kezelés
kezdeti sikere utan néhany honappal a paciensekben rezisztencia jelenik meg.
Szakdolgozatom célja volt a rezisztencia hatterében lezajlo molekularis mechanizmusok
pontosabb feltérképezése, vagyis annak vizsgalata, hogy a RAS/BRAF/ERK valamint
RAS/PI3K/AKT/S6 jelpalya mely elemei lehetnek fokozottan aktivalva, amelyek a
rezisztenciat okozzak. Célom volt tovabba a rezisztens sejtvonalak megndvekedett
migracids aktivitdsanak hatterében allé6 molekuldris mechanizmusok felderitése.

Munkam soran Osszesen hat szenzitiv-rezisztens melanéma sejtvonalpart vizsgaltam,
melyek koziil harom sejtvonalpar adott beteg kezelés el6tti és relapszus utani biopsziajabol
lett 1étrehozva, valamint harom masik sejtvonalpar egy-egy tagjaban a rezisztencia
folyamatosan novekvo vemurafenib koncentraciéo mellett alakult ki, in vitro. El6szor SRB
assay ¢letképességi vizsgalat segitségével meghataroztam a sejtek vemurafenib kezeléssel
szemben mutatott érzékenységét. Négy sejtvonalpar esetén mértiink alacsony GIS0 értéket
(0.5-3uM) amely a rezisztencia kialakulasa soran jelentésen emelkedett (1.3 - >25uM).
Tovabbi két sejtvonalpar esetén a kezdeti magas GIS0 érték (8.4 és 19.3uM) mar nem
emelkedett szamottevéen (12.4 és 23uM) vagyis itt de novo rezisztens sejtekrol
beszélhetiink.

Immunoblottal vizsgaltam a megndvekedett GI50 értékkel kapcsolatba hozhatd ndvekedési
jelpalya downstream effektorait, valamint a rezisztens sejtvonalakban megnovekedett
migracids aktivitas hatterében feltételezett fehérjéket. Vizsgalataim soran sem a rezisztencia
sem a megnovekedett migracios aktivitds hatterében nem sikeriilt egységes molekularis
mintazatot kimutatnom.

Eredményeim igazoljak, hogy az in vivo kialakulé vemurafenib rezisztencia in vitro is
1étrejon, ugyanakkor a hatterében lezajlo molekularis mehanizmusok in vivo és in vitro
rezisztencia kialakulds soran nem feltétlen egyeznek meg. A migracid és a rezisztencia
novekedésének hatterében mas mechanizmusok allnak, feltehetéen csak a RAS jelatviteli

halozat gatlasaval nem fog sikeriilni a melanomas betegek gyogyitasa a jovoben.
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9. Summary

Examination of RAS-signaling pathway’s activation in BRAF mutant melanoma cells

Melanoma arises from the neoplastic transformation of melanocytes and has a dismal
prognosis and steadily increasing incidence worldwide. 40-70% of melanoma cases harbour
oncogenic BRAF among which valine to glutamic acid substitution (V600E) accounts for
73-90% of BRAF mutations. Vemurafenib is a selective inhibitor for the treatment of
BRAF(V600E) mutant metastatic melanoma, however after the initial response resistance
develops almost all patients after few months during therapy.

Our aim was to describe molecular mechanisms underlying vemurafenib resistance hence to
investigate the activation of downstream elements of the RAS/BRAF/ERK and
RAS/PI3K/AKT/S6 molecular pathways potentially leading to resistance. Further aim was
to examine the molecular background of increased migrational activity of resistant cell-lines.
Alltogether six sensitive-resistant pairs of melanoma cell-lines were used for the
experiments. Three pairs of cell-lines were established from biopsies of the same patient
taken before the therapy and after the relapsus. Other three pairs of cell-lines were
estasblished culturing the cells in the presence of growing concentrations of vemurafenib, in
vitro. First sensitivity to vemurafenib was determined using SRB assay. The four sensitive
cell-lines were characterised with low G150 values (0.5 - 3uM) parallel with increased G150
values (1.3 - >25 uM) in their resistant pairs. De novo resitance was found in two pairs of
cell-lines in which high G150 values (8.4 and 19.3uM) were measured in the pretreatment
cell-lines and resistant ones showed hardly increased GI50 values (12.4 and 23uM).
Immunoblot experiments were performed to evaluate the molecular background of
vemurafenib insensitivity and increased migrational activity in resistant cell-lines. No
uniform activation pattern could be determined underlying resistance and increased
migration.

In summary, our data proves that vemurafenib resistance can be induced in vitro as well,
however, in vitro and in vivo emerging resistance does not necessarily share the same
molecular mechanisms.

Furthermore, these results suggest that resistance and increased migratiory acticvity can not
be explained only by activational changes in the RAS pathway thus even inhibition of
multiple sites of the RAS pathway will likely not be sufficient to overcome vemurafenib

resistance in melanoma patients.
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12. Mellékletek

ojEgJeuo 3 - Al sgleyR
SOEpUEZS .

jojeuebep

-wozIAZs AUAY | MENpLUEZSSol

kozott. A tablazatban a nok és a férfiak halalozasi adatai 0sszesitve vannak. (KSH).

1. melléklet. Halalozasok a gyakoribb haldlokok szerint Magyarorszagon
http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat _eves/i_ wnh0O1.html



http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_wnh001.html

Uj esetek szama Incidencia Exitusok szama Mortalitas
Ev Férfi NG Egyiitt | (0j esetek szama/| Férfi NG Egyiitt | (meghaltak szama/
100000 lakos) 100000 lakos)

2001 5370 685 1255 12 188 137 325 3.2

2002 627 795 1422 14 170 158 328 3.2

2003 743 947 1690 17 153 177 330 3.3

2004 739 884 1623 16 202 142 344 34

2005 807 955 1762 17 180 172 352 3.5

2006 820 926 1746 17 171 148 319 32

2007 844 936 1780 18 197 145 342 34

2008 930 1085 2015 20 184 156 340 34

2009 950 1059 2009 20 190 128 318 32

2010 880 1031 1911 19 205 131 336 34

2011 977 1001 1978 20 214 154 368 3.7

2012 1066 1222 2288 23 210 169 379 3.8

Megjegy=és: az incidencia értékeket a melanoma esetszdmok, a mortalitds értékeket a melanoma miatti haldlesetek szdma és a Kézponti
Statisztikai Hivatal magyarorszdgi népességi adatai alapjin szamoltuk ki. Forrds: Kozponti Statisztikai Hivatal,
Demografiai lekérdezé (8).

2. melléklet. Az Uyjonnan felismert melanomék és a melanéma miatt meghaltak szdma,
melandma incidencia és mortalitds adatok 2001-2012 k6zott Magyarorszagon
Toth és mtsai.: A Semmelweis Egyetem Bér-, Nemikortani és Béronkologiai Klinika

melanomas betegeinek epidemiologiai vizsgalata (2015.)
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PRIMER ANTITEST

Primer 1do, Szekunder
] Gyart6 Katalégusszam | Higitas )
antitest héfok antitest
o overnight, )
Erk1/2 Cell Signaling 9102 1:1000 4oC anti-egér
o overnight, )
p-Erk1/2 Cell Signaling 9101 1:1000 Joc anti-nyul
o overnight, )
AKT Cell Signaling 9272 1:1000 4oC anti-nyul
o overnight, )
p-AKT Cell Signaling 4558 1:1000 4oc anti-nyul
o overnight, )
S6 Cell Signaling 2217 1:1000 4oc anti-nyul
S overnight, )
p-S6 Cell Signaling 2215 1:1000 4oC anti-nyul
o overnight, )
PTEN Cell Signaling 9188 1:1000 4oc anti-nyul
] overnight, ]
Doublecortin Gene Tex gtx07133 1:500 4oC anti-nyul
_ ) overnight, )
Citokeratin6B Gene Tex gtx110426 1:500 4oC anti-nyul
SZEKUNDER ANTITEST
) Jackson 1 ora,
anti-egér 715035151 | 1:1000 —
Immunoresarch szobahd
] Jackson 1 ora,
anti-nyul 711035152 | 1:1000 —
Immunoresarch szobahd

3. melléklet. A vizsgalataimban hasznalt primer és szekunder antitestek.
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