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BEVEZETES

A melanoma malignum a melanocitdkbol kiinduld agressziv daganatos
megbetegedés, mely a tumorok koziil a legnagyobb mutacios rataval rendelkezik.
A betegség kialakulasat kornyezeti (UV sugarzas) és genetikai faktorok (6rokletes
€s szerzett) egyiittes kombinaciéja hatdrozza meg. A bér melanoma
megkozelitdleg egy szdzaléka vezethetd vissza 6roklott mutacidkra, mig a tobbi
eset szomatikus mutacioknak az eredménye. A leggyakrabban mutalodott gén a
csaladdi halmozodaés esetén a CDKN2A tumorszupresszor gén mutacioja. Emellett
egyéb gének mutacidja is szerepet jatszik a familiaris eredetli melanomaknal,

melyek csaladi esetek ~22%- ara jellemzoek.

A malignus melanoma genetikaja

Az utobbi évtizedben a melanomakban megtalalhato, leggyakoribb aktivacios
mutaciot hordoz6 BRAF gént célzo terdpids eljarasok szama jelentdsen megnott,
ennek ellenére az eldrehaladott, attétes betegek tulélési mutatoi még mindig

rosszak.

Teljes genom szekvenalasi adatok alapjan az UV mutagenezisre jellemzd, a
kordbban ismert dominans muticidok alapjan sikeriilt a melanomdkat négy

csoportba sorolni:

-  BRAF mutans melanomak (50- 60%)
-  RAS mutans melanomak (25%)
- NFI mutans melanomék (15%)

- BRAF/ NRAS/ NF1 tripla vad tipusu melanomak (10%)

A kutan melanomékban a leggyakrabban mutalddott gének az aldbbiak: BRAF
(63%), NRAS (23%), P53 (19%), pl6INK4a (19%), PTEN (12%). A BRAF és
NRAS mutécid a szekvenalt 121 melanoma mintaban egyszerre nem fordult eld.

A mutéaciok gyakran asszocialodtak génamplifikaciokkal (TERT, MITF, KIT,



CCND1 és CDK4) vagy deléciokkal (PTEN 25%, CDKN2A 38%). Ezek a

géneltérések potencialis terapias célpontok.
A mitogén aktivalt protein kinaz szignalizacios utvonal

Az eukaridta sejtek egyik legfontosabb szignalizacids kaszkédja a mitogén
aktivalt protein kindz (MAPK) ftutvonal. Az utvonal sokféle molekuléris
folyamatot szabalyoz, mint pl: sejt osztddast, sejt differenciaciot, apoptdzist, sejt
tulélést, rezisztenciat kiillonb6zd hatdéanyagokkal szemben. A kaszkad normalis
miikddése soran a novekedési faktorok kotddnek receptoraikhoz, aktivaljak és
dimerizaciora késztetik a transzmembran receptor tirozin kinazokat. Az aktivalt
kinazok egyéb kofaktorokon keresztiil a RAS fehérjéket aktivaljak, melyek a RAF
fehérjék, majd a MEK fehérjék aktivalasat eredményezik. Az aktivalt MEK
fehérje foszforilalja és az ERK fehérjéket, melyek bejutva a sejtmagba
transzkripcios faktorként szabalyozzék a fenti folyamatokban szerepet jatszo

geének expressziojat.

A MAPK szignalizacios atvonal fontosabb mutacioi

A BRAF onkogén aktivacios mutacidja a bér melanomak 40-60 %-ban fordul el6.
A masodik leggyakrabban el6forduld mutaciéo az NRAS gént érinti (15-20%). A
BRAF gén mutacidja leggyakrabban egy timin adeninra torténd transzverzidja a
600-as kodonban, ami egy valin glutaminsav szubsztiticidhoz vezet; innen
szarmazik a mutacio V600E elnevezése. Az aminosavak cseréje a fehérje
aktivacios részén egy olyan konformacid valtozast okoz, aminek kdvetkeztében a
RAF fehérje, elozetes RAS aktivacio nélkiil is folyamatosan, koriilbeliil 500
szoros aktivitassal tulmiikodik és ezaltal az egész utvonal bekapcsolt allapotban
marad. A 600-as kodonra mas kevésbé gyakori szubsztiticiok is jellemzéek, mint
példaul a valin cseréje lizinre (V600K), aszparginsavra (V600D), vagy argininre
(V600R). Ezeket a 600-as kodont érintdé mutacidkat egységesen I-es tipust

mutacioknak nevezzuik.



BRAF fehérje gatlok

Az utobbi években szdmos, a mutans BRAF fehérje mikodését gatld inhibitort
fejlesztettek ki sikeresen, de csak harom jutott el a melanoma terdpiaban torténd
alkalmazhatosagig; a vemurafenib, dabrafenib és az encorafenib. Ezek koziil az
elso I-es tipusu mutaciot hordozo BRAF fehérjét gatldo gyogyszer a vemurafenib
(PLX4032) volt, melyet a PLX4720 alapvegyiiletbdl fejlesztettek tovabb. Az FDA

elérehaladott, metaszatikus melanomak target specifikus, célzott kezelésére 2011-ben fogadta

el vemurafenibet, majd 2013-ban tovabb boviilt a melanomak molekularis célzott terapiaja,

elfogadasra keriilt egy (jabb BRAF inhibitor, a dabrafenib (GSK2118436, Tafinlar). A
sorban az utols6 az encorafenib (LGX818, BRAFTOVI), melyet az FDA 2018-ban
fogadott el. A hatdéanyag egy nagyon fontos tulajdonsdga a masik kettovel
szemben, hogy kiilonb6z6 kotési affinitdsa van az aszimmetrikus BRAF
protomerekhez ¢és tovabb is marad kotésben veliikk. Napjainkban is szamos Un.
,pan-RAF” gatlo tesztelése zajlik (pl: LXH254, TAK-632, MLN2480, CEP-
32496), melyek szélesebb aktivitassal rendelkeznek a BRAF izoformakra;
azonban ezek még a korai klinikai fazisokban jarnak és tovabbi vizsgalatok
sziikségesek még a hatékonysaguk, biztonsdgossaguk, hasznéalhatosaguk
tisztazdsa érdekében. A BRAF inhibitorokkal torténd monoterapia ma mar
kiegésziil BRAF és MEK inhibitorokkal torténd kombinalt kezeléssel. Az
encorafenib €s binimetinib (BRAFTOVI ¢s MEKTOVI) kombinalt terapiat
elérehaladott és metasztatikus melanomak kezelésére alkalmazzak BRAFV600E

vagy BRAFV600K mutaciot hordozo melanomas betegeknél.
BRAF gatlokkal szembeni rezisztencia

Annak ellenére, hogy a mutans BRAF fehérjét célzo gyogyszerek az elso terapias
szerek, amelyek ténylegesen meghosszabbitjdk az 4ttétes melanoméaban szenvedd
betegek tulelését, sajnos egy id6 utan hatékonysagukat vesztik a daganatban
kialakulo gyogyszer-rezisztencia miatt. A rezisztencianak idérendben harom, jol

elkiiloniilé fazisa van: (i) valtozasok a sejt jelatviteli titvonalaiban, ami egy Uj
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homeosztazis kialakulasdhoz vezet (egy napon beliil); (ii) epigenetikai, immun-,
¢s mikro kornyezet adaptacid, melyek a gyogyszerrel szembeni toleranciat
eredményezi (egy honapon beliil); (ii1) genetikai mutaciokon keresztiil rezisztens
klénok kialakulasa, melyek tokéletesen adaptalodnak az inhibitorokhoz, esetleg
dependenssé is valnak (t6bb honap/ év). A mutins BRAF-kinaz gatlas direkt
kovetkezménye, hogy az ERK fiiggd negativ visszacsatolas nem tud megvaldsulni
¢s ahogy a tumor sejtek adaptalédnak a drog folyamatos jelenlétéhez egy uj

»alapallapot” jon létre.

Az endoplazmatikus retikulum, mint célpont a melanoma terapiaban

A melanoma sejtek akarcsak mas daganatos sejtek, Szdmos olyan talélési
stratégiat hasznalnak, melyekkel elkeriilhetd az apoptozis. Az egyik ilyen
stratégia a ,selejtfehérje” valasz (unfolded protein response, UPR) aktivalasa,
mely szabalyozza az endoplazmatikus retikulumban (ER) stressz hatasara
bekovetkezd apoptotikus folyamatokat, mely alapvetéen kétféleképpen
valésulhat meg. Egyrészt olyan onkogének aktivacidjan keresztiil, melyek
gatoljdk az ER stressz indukalt apoptozist, masrészt ER dajkafehérjék
tultermelésével, melyek segitenek a daganatnak lekiizdeni az ER-re harulo
megnovekedett stressz  hatasait, melyek a daganatok megnovekedett
fehérjetermelésébél erednek. Igy nem meglepd, hogy az UPR lehetséges terapids
célpont €s a fentieket figyelembe véve két szisztéma szerint timadhatd. A két
modszer lényege ugyanaz €s részben atfed, az UPR komponenseinek gatlasaval,

vagy az ER stressz tovabbi indukalasaval a daganat sejtek apoptdzisba keriilnek.

A kozelmultban Cerezo ¢és munkatarsai szintetizaltak és karakterizaltak egy 1j
molekulacsaladot a thiazole benzensulfonamidokat (TZB), melyeknek daganat-
ellenes tulajdonsagat irtdk le. A molekulacsaladbdl a legigéretesebbnek a HA15
elnevezésli molekulat talaltdk, ami daganatos sejtekben ER stresszt indukal, a
HA15 az egyik {6 dajkafehérje a BiP/GRP78/HSPAS gatlasan keresztiil és apop-

tozison, illetve autofagian keresztiil a sejtek pusztulasat eredményezi, mig a
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normal sejtekre nincs hatassal. Tovabba azt talaltdk, hogy a szer hatékonysaga
fiiggetlen a melanoma sejtek altal hordozott mutacioktdl és a BRAF inhibito-
rokkal szemben kialakult rezisztenciatol. A HA15-6t hatékonynak talaltak

prosztata, mell, vastagbél, hasnyalmirigy, glioma daganat sejtvonalaknal is.



Célkitiizések

Kutatasaink soran két, molekularis mechanizmusaban eltér6 melanoma ellenes
gyogyszer hatasat vizsgaltuk melanoma sejtvonalakon. Vizsgalataink fokuszaban
elészor a vemurafenib analog PLX4720 nevii BRAF inhibitor volt. Ezt kdvetden
Cerezo munkacsoportja altal szintetizalt HA15 gydgyszerjelolt molekula hatasat
tanulmanyoztuk meg BRAFV600E mutaciot hordoz6 melanoma modellrend-

szereinkben. Vizsgalataink céljai:

. A PLX4720 BRAF inhibitor hatasanak vizsgalata két melanoma sejtvonal
paron (ugyanabbol a beteg primer tumorabol és metasztazisabol szarmazo

sejtvonalak).

- PLX4720 hatasaanak vizsgalata a sejtek éeltképességére, rezisztens
sejtvonalak létrehozasa,

- annak meghatirozdsa, hogy milyen genomikai, gén- ¢és protein
expresszids kiilonbségek jarulnak hozza a BRAF inhibitor rezisztencia
kialakuldsahoz,

- a rezisztens ¢€s az eredeti sejtvonalak invaziv képességének
0sszehasonlitasa,

- adrog megvonds sejtosztodasra gyakorolt hatdsanak vizsgélata.

Il. A Cerezo munkacsoportja altal szintetizalt HA15 nevii ,,melanoma ellenes”
uj gyogyszerjelolt molekula a sejtek életképességére, sejtosztodasra
gyakorolt hatisanak vizsgalata BRAFY®F mutans és PLX4720 rezisztens

sejtvonalaknal, kiilonboz6 sejt tenyésztési koriilményeket hasznalva.

- ER stressz és autofagia markerek génexpresszios vizsgalata kiilonb6zd
sejt tenyésztési koriilmények kozott,

-  HAIS rezisztens sejtvonal 1étrehozasa,

- A HAI1S5 szenzitiv és rezisztens sejtvonal génexpresszids vizsgalata

RNAseq analizis segitségével.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejttenyésztés

Vizsgalatainkat 10 melanoma sejtvonalon végeztik el. Mindegyik sejtvonal
BRAFY8E mutaciot hordozott és vad tipusu volt az NRAS génre nézve. A
sejtvonalak a WM983APY/WM983B™; WM278P2/WM1617™M és A375 sejtvonal
voltak, illetve a PLX4720 rezisztens WMO983ARES WMO9I83BRES, \WWM278RES,
WM1617RES; tovabba a HAI1S rezisztens WM983BHARES yoltak. A sejteket
RPMI 1640 tapfolyadékban tenyésztettik (FBS 10%, 37°C, 5% CO,). A
rezisztens sejtvonalakat tobb hétig tarto folyamatos, nagy dozisa PLX4720/HA15

kezeléssel hoztuk létre.

Sejtproliferacios assay

crr

A sejtek proliferaciojat WST-1 assay-vel hataroztuk meg a gyartd utasitasai
szerint. Az abszorbanciat 450 nm-en mértik Epoch™ Microplate

Spectrophotometer segitségével.

Invazios assay

Az invazids képesség meghatarozasahoz BD Biocoat Matrigel invazios kamrakat
hasznaltunk (porus méret: 8 um). A felsé karma 500 pl sejtszuszpenzidt
tartalmazott szérummentes tapfolyadékban, (5 x 10* sejt/kamra). Az als6 kamra-
ban 10% szérumot tartalmazo tapfolyadékot hasznaltunk kemoattraktansként. 24
Ora inkubdci6 utan az als6 kamraba atjutd sejteket metanollal fixaltuk és
hematoxylin-cosinnal festettiik. Az invaziv sejteket fénymikroszkop alatt 200x

nagyitason 7 kiillonb6z6 latotérben szamoltuk le és atlagoltuk.

Valos ideji kvantitativ PCR

A kandidans gének relativ expresszios szintjeinek meghatarozéasa valos idejii PCR

modszerrel tortént, LightCycler® 480 Real-Time PCR System berendezéssel.



RNS szekvenalas (RNS-Seq) és adatelemzés

Az RNS-Seq analizishez cDNS konyvtarakat 1 pg teljes RNS-bol készitettiik
Ultra II RNS Sample Prep kit felhasznaldséval a gyartd protokollja szerint. A
konyvtar elokészitést és a szekvenalast az UD Genomed Kft. segitségével
végeztikk el. A nyers szekvendldsi adatokat (fastq) a HISAT2 algoritmus
segitségével illesztettiik az emberi referencia genom GRCh38 verzidjdhoz, és
BAM fajlokat allitottunk el6. A késobbi elemzést StrandNGS szoftverrel végez-
tik. A normalizdlashoz a DESeql algoritmust hasznaltuk. A megvaltozott
expreszszioji gének azonositasahoz t-tesztet alkalmaztuk Benjamini-Hochberg

tobbszoros tesztkorrekcioval.

Utvonal elemzés

Az RNAseq és a microarray adatokbol generalt génlistaknal funkcionalis dusitési
elemzést alkalmaztunk a bioldgiai utvonalak azonositasa céljabol. Ehhez a
ToppFun online szoftvert, alkalmaztuk. Az eszkozt alapértelmezett beallitasokkal
¢s 0,05-6s p értek cut off-al hasznaltuk. A funkcionalis génhaldzatok
vizualizalasahoz a Cytoscape szoftver ClueGo (2.3.5. V.) szoftvert hasznaltuk

(3.5.1. V.) Alapértelmezett beallitasokkal és 0,05-0s p-értékkel.

Fehérje expresszios vizsgalatok

Fehérje expresszids vizsgalatokhoz a Proteome Profiler Human XL Oncology

Array Kit-et hasznaltuk, mellyel 84 daganat specifikus fehérje egyidejii

gy y

Quick Start™ Bradford Protein Assay-vel hataroztuk meg a gyartod protokollja

szerint.

Statisztikai elemzések

SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) szoftvert hasznaltuk a tovabbi

statisztikai elemzéseinkhez. Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztunk az adatok normal
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eloszlasanak meghatarozasédhoz. Pearson’s korrelacioval elemeztiik az array CGH
¢s gRT-PCR adatok kozotti Osszefliggést. Mann-Whitney-Wilcoxon tesztet
hasznaltunk az invaziv és nem invaziv sejtvonalak mRNS expresszios adatainak
Osszehasonlitdsdhoz. Minden esetben a p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.

EREDMENYEK

A PLX4720 sejtnovekedést gatlé hatiasa a BRAFY®F mutins melanoma

sejtvonalakon

A BRAFiI (PLX4720) sejtnovekedés gatldo hatasanak meghatarozasahoz két par
BRAFY®E mutins sejtvonalat (WMO983APL és WM983B™, WM278P ¢és
WM1617™?) kezeltiink kiilonbozé koncentracidji hatdéanyaggal (0, 5, 50, 500,
1000, 2000 ¢s 5000 nM). Jelentds (p <0,001) csokkenést figyeltiink meg a sejtek
¢letképességében 500 nM PLX4720 koncentracio felett. A rezisztens sejtvonal-
variansok létrehozasahoz a sejteket ~ 10 hétig folyamatosan 5 uM PLX4720-al
kezeltiik, és addig tenyésztettiik, amig a t0l¢ld sejtek Gjra bendtték a tenyésztd

flaskat.

A BRAFi megvonas hatasa a rezisztens sejtvonalakra

A BRAFi rezisztens sejtvonalakat 5 uM PLX4720 vagy azonos térfogati oldoszer
(DMSO) jelenlétében tenyésztettiik. Megfigyeltiikk, hogy a BRAF inhibitor
megvonasat kovetéen a sejtek életképessége 3 rezisztens sejtvonalban
(WMOI83ARES, WMOI83BRES, WM16177E%) jelentdsen csokkent, ugyanakkor a
WM278RES  sejtek  megnovekedett — sejtosztodassal valaszoltak a  drog

megvonasara.

A rezisztens sejtvonalak invaziv tulajdonsagai

A BRAFI ¢érzékeny ¢és rezisztens sejtvonalak invaziv potencidljanak

Osszehasonlitdsdhoz Matrigel-invaziés kamrakat hasznaltunk. Az érzékeny
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sejtvonalak kismértéki invaziv képességgel rendelkeztek (invaziv sejtek atlagos
szama 0-1,8/mikroszkdp latotér). Ezzel szemben a négy rezisztens sejtvonal koziil
haromnal (WM983ARES WMO83BRES WM278RES) az invaziv sejtek atlagos szdma
2,5-29,3 kozott volt. Sem a WM1617, sem a sejtvonal rezisztens parja
(WM161775%) nem volt invaziv a kisérletek alapjan. Ezt a megfigyelést tovabb
erdsitette a jol ismert invazios / proliferacidos marker gének (TCF4 ¢s LEF1 gének)
kozotti szignifikdns 0Osszefiiggés felfedezése qRT-PCR alkalmazasaval (R=
0,854; p = 0,007).

A BRAFi-érzékeny és rezisztens melanoma sejtvonalak gén képia szam

valtozasai

Array CGH-el valamennyi, a BRAFi kezelésre rezisztens sejtvonalban a 8q kro-
moszoma Szakaszon DNS kopia szam novekedést talaltunk. Ezen a szekvencian
az EXT1 (8924.11), SAMD12 (8q24.12) és a REXO1L2P (8q21.2) gének eltéréseit
figyeltik meg. Ezenkiviil génamplifikdciot taldltunk a 7q34 régioban a
WM1617RES sejtvonalban, ahol a BRAF gén lokalizalodik.

BRAFi-érzékeny és rezisztens sejtvonalak génexpressziés mintazata

A rezisztenciaval Osszefliggésbe hozhatd, szignifikdns génexpresszids
(Affymetrix Human Gene 1.0 microarray) valtozast 1903 génnél mutattunk ki. A
rezisztens sejtvonalakban 437 olyan egyedi gént talaltunk, melyek legalabb
kétszeres expresszios valtozast mutattak. A gének kozott 204 gén expresszidja
megnott €s 233 gén expresszioja csokkent a BRAF1 szenzitiv sejtekhez képest. A
megnovekedett expresszidju gének elsdsorban novekedési faktorok, ndvekedési
faktor receptorok, extracellularis matrix, integrinek ¢€s sejtadhézidos molekulak
voltak. Az overexpresszalt gének szamos biologiai folyamatban jatszanak fontos
szerepet a Gene Ontology (GO) osztalyozasa alapjan, beleértve az angiogenezist,

crer

magaba foglald, szignifikansan megvaltozott jeldtviteli tUtvonalak koziil
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kiemeljiikk az aldbbiakat: az extracellularis matrix miikodésének szabalyozd
gének, az ECM-hez kapcsolodo fehérjéket kodold gének, a fokélis adhézidoban
részt vevo gének, az ECM glikoproteineket, kollagéneket €és proteoglikanokat-,
szekretalt oldhatd faktorokat kodold gének és a TNF jelatviteli utban részt vevo
gének. Megfigyelésiink szerint az alul expresszalt gének nem kapcsolhatok
jelatviteli utvonalhoz vagy molekularis funkcidhoz, ugyanakkor az aldbbi
bioldgiai folyamatokkal fliggenek 6ssze: pigmentacio, celluldris lipid metabolikus
folyamatok és melanocita differenciacié. qRT-PCR-al 6t kandidans gén (PMEL,
LOXL1, SERPINEL, EPHA2 ¢s WNT5A) relativ génexpressziojat hataroztuk meg,
nagyon jO egyezést taldltunk a qRT-PCR és microarray adatok kozott
(0.786<R>0.976; P<0.05).

BRAFi-érzékeny és rezisztens sejtvonalak fehérje expressziojanak elemzése

Az eredeti €s a rezisztens sejtvonalak kozotti fehérje expressziobeli kiilonbségek
meghatarozasdhoz Proteome Profiler Human XL Onkologiai arrayt hasznaltunk,
mely 84 daganatos elvaltozassal kapcsolatos fehérje expressziojanak egyidejii
detektalasara ad lehetdséget. A rezisztens sejtvonalakban szamos a BRAFiI
érzékeny sejtekhez viszonyitva eltéré mértékben expresszalt fehérjét figyeltiink
meg. A fehérjemintazatok eclemzésekor hat fehérjét (ANGPLT4, EGFR,
Endoglin, FGF2, Serpin E1 és VCAM-1) fokozott expresszio s két fehérjét (OPN
¢s Survivin) csokkent expresszio jellemezte, melyek hasonld expresszids

mintazatot mutattak valamennyi rezisztens sejtvonalban.

HA1S hatasa a BRAFi érzékeny és rezisztens melanoma sejtvonalakon

A HA1S5 kezelés hatasa a normal melanocitak életképességére

El6szor a HA 15 normal human melanocitakra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk normal
sejttenyésztési koriilmények kozott (a sejteket 10% FBS jelenlétében tenyész-
tettiik). A melanocitak életképességét WST-1 assay-vel hataroztuk meg. A
kontroll, DMSO-val (a HA15 olddszere) kezelt sejtek életképességét 100%-nak
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tekintettiik. Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy a melanocitak életké-
pessége alacsony dozisu HA15 (10 uM) kezelést kovetden is szignifikansan
csokkent (p<0,05), és a koncentracié 100 uM-re torténé novelésével szignifi-

kansan tovabb csokkent normal tenyésztési koriillmények kozott (p< 0.01).

Az eredeti kéziratban hasznalt sejttenyésztési koriilmények szimuldldsahoz a
melanocitakat FBS nélkiil tenyésztettiik (a sejtek ,,cheztetése” dsszesen 62 dran
at). Tizennégy oOras éheztetés utan 10 uM HA15-at adtunk a sejtkultirahoz, majd
a melanocitakat 48 6ran at tovabb inkubaltuk. A 14 6ras ¢heztetés utan a sejteket
10% FBS jelenlétében 10 uM HAI15-vel kezeltik 48 oran 4at. A normal
sejttenyeésztési  koriilményekkel ellentétben az éheztetett melanocitak
¢letképessége 60% ala csokkent HAL1S kezelés nélkiil, 10 uM HA15 hataséra a

melanocitdk életképesség tovabb csokkent 45% ala.

A melanoma sejtvonalak vizsgalatakor az egyik kisérleti elrendezésben 14 6ran
keresztiil éheztettiik a sejteket a gyogyszeres kezelés elott, ami a sejtek
¢letképességének jelentds csokkenését eredményezte az Osszes melanoma
sejtvonalban. Ha azonban a tapoldatot 10 uM HA15-t tartalmazo teljes médiumra
(10% FBS) cseréltiik, azt tapasztaltuk, hogy a sejtek életképessége 48 dra mtlva
teljesen visszatért. Ez egyértelmiien azt mutatja, hogy a sejtek életképességét
jelentdsen befolyasolta az FBS megvonasa, ugyanakkor a gydgyszernek nem volt

szamottevo hatasa normal sejttenyésztési koriilmények kozott.

Ez a megfigyelés ellentétes volt az irodalmi adatokkal. Annak érdekében, hogy
kizarjuk annak a lehet6ségét, hogy az eredetileg rendelt hatéanyag (Selleck
Chemicals Inc.) esetleg szennyezett volt, a HA15 hatéanyagot egy masik cégtol
is megrendeltiik (MedChemExpress Ltd.) és megismételtiik a kisérleteket két
BRAFi-érzé¢keny melanoma sejtvonalon (WM983A és WMO983B). A kezelés 10
uM HA15-el normal sejttenyésztési koriilmények kozott tortént, a sejtek

¢letképességét 48 6ra mulva hataroztuk meg. Mindkét cégtdl szarmazdé HA15
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kezelés ugyanazt a hatast eredményezte. A sejtek életképességének dramai

csokkenése csak 50 uM és 100 uM hatdanyag koncentracional kovetkezett be.

Az FBS megvonas hatasa az A375 melanoma sejtek életképességére

A hosszt tdvi FBS megvonas A375 sejtek ¢életképességére gyakorolt hatdsanak
vizsgalatahoz (a kozolt sejttenyésztési koriilményekhez hasonldan) a sejteket 14
oran at FBS nélkiil tenyésztettiik, majd 48 oran keresztiil FBS-sel és anélkiil
(0sszesen 62 Ora), 14 ora éheztetés utan 10 pM HA15-tel tenyésztettiik tovabb.
kozott nem befolydsolta, 62 6ras FBS megvonasa utdn a sejtek életképessége
jelentdsen csOkkent a hatdéanyag nelkiil is. Abban az esetben, ha a hosszu tava
FBS megvonast 10 uM HA 15 kezeléssel kombinaltuk az életképesség csokkenése
jelentOs volt, hasonloan az irodalomban kdzolt adatokhoz. Vizsgalataink szerint a
hossza tavu FBS megvonas (sejtek éheztetése) és a HA15 szinergisztikus hatast
gyakorol a sejtek életképességére.

HAL5 kezelés apoptozist kivalto hatasanak vizsgalata WM983A melanoma
sejtekben

Mivel irodalmi adatok szerint a HA15 egyidejiileg apoptodzist és autofagiat
indukal, meghatéaroztuk az €16, apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat a kezelést
kovetéen Annexin V-FITC-apoptozis detektaldo kit segitségével. A kisérleti
koriilmeények a kovetkezok voltak: A WM983A melanoma sejteket 14 oran at
¢heztettlik, majd 48 oran at kiilonb6z6 koncentracidoju HA15-tel (10 uM, 50 uM
¢s 100 uM) kezeltiik, a kontroll sejtek DMSO kezelt sejtek voltak. Az aramlasi
citometriai adatok alapjan egyértelmti, hogy 10 uM HA15 kezelés nem
befolydsolta sem a sejtek életképességét, sem az apoptdzis mértékét, a kezelést
kovetden a sejtek eloszlasa hasonld volt a DMSO-val kezelt kontroll sejtekhez.
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a HA15 nem indukalt apoptozist 10 uM HA15

koncentracional, és nem befolyasolta a sejtek életképességét sem. Ugyanakkor a
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drog magasabb koncentracidja egyértelmlien a sejtek életképességének
csOkkenését eredményezte.

FBS megvonas és HA15 kezelés hatasa stressz markergének expresszidjara
A375 melanoma sejtekben

A HAL5 kezelés altal kivaltott ER stressz vizsgalatara harom f6 stressz marker
(CHOP, XBP1 és BIP) génexpresszios szintjét hataroztuk meg kiilonbzo
sejttenyésztési koriilmények kozott, kiilonbozoé idopontokban. Eldszor a sejteket
¢heztettlik 14 6ran at, majd a kozolt sejttenyésztési koriilményeknek megfeleléen
i.) FBS nélkiil- ii.) FBS nélkiil + 10 uM HA15-el és iii.) FBS-el + 10 uM HA15-
el tenyésztettiik tovabb 24 és 48 oran keresztiil. A harom stressz marker gén
expressziojat ezt kovetden hataroztuk meg. A stressz markerek relativ
génexpresszioja hasonld volt a kontrollhoz 14 o6ras FBS megvonds utéan.
Harmincnyolc o6ra elteltével azonban a markerek expresszidja megnétt az
¢heztetett sejtekben (HA1S5 kezeléssel vagy anélkiil; ellentétben a normal
sejttenyésztési koriilmények kozott tartott sejtekkel (FBS + HA15 +), az utdbbi
koriilmények kozott a marker gének expressziojanak csak mérsékelt novekedését
figyeltink meg a kisérlet végén, még akkor is ha HA15-el lettek kezelve. A
legnagyobb relativ expressziot az éhezd, HAL5 kezelt sejtekben az XBP1 génre
mutattuk Ki.

Az FBS megvonas és a HA1S kezelés hatasa az autofagia markergének
expressziojara az A375 melanoma sejtvonalban

A HA15 autofagiat indukald hatasadnak vizsgalatara, négy autofagia marker gént
(DRAM1, P62, ATGS és ATG) valasztottunk és meghatarozzuk a relativ
génexpresszio meértékét a HA1S5 kezelés utan normadl és éhezett sejttenyésztési
koriilmények kozott. Megallapitottuk, hogy az €heztetés (FBS-14 6ran at) nem
valtott ki szignifikans expresszios valtozast ezeknél a géneknél. A sejtek 38 oOrés
¢heztetése utan mind a négy gén expresszios szintje megemelkedett, a legnagyobb
relativ expressziot a DRAM1 génre mutattuk ki. Az éheztetett sejtek 10 uM HA15-
el (FBS- és +10 uM HA15) torténd kezelését kovetden két gén (p62 és ATGDS)
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expresszidja szignifikansan megnétt, ugyanakkor az autofagia markerek
figyelemre méltd expresszids valtozdsat nem figyeltik meg a normal
sejttenyésztési koriilmények kozott tartott sejteknél még 48 oras HALS kezelést
kovetden sem. Osszességében az autofagia marker gének expresszids mintizata
hasonl6 volt az éhezd sejtekben, melyeket HA15-vel kezeltiink 38 és 62 oras
idépontokban is. Ezzel szemben a teljes tapoldatban (FBS + HA15 +, 62 o6ra)
novekedd sejtekben csak a DRAML gén expresszidja emelkedett HA15 kezelés

utan.

HA15-rezisztens melanoma sejtvonalak létrehozasa és jellemzése

Mivel a 10 uM HA15 kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan a melanoma sejtek
¢letképességét, a gydgyszer-rezisztens sejtvonal 1étrehozasahoz kivalasztottuk a
leginkdbb HA15-¢érzékeny sejtvonalat (WM983B), és a sejteket folyamatosan

e

kozott. Megkozelitdleg 10 hét elteltével két rezisztens sejtvonalat hoztunk 1étre,
az egyik rezisztenssé valt 20 pM HA15 (WM983BHAISRES20M) "4 masik 30 uM
HA15 (WM983BHAISRESIOUM)  kezeléssel szemben. A rezisztens sejtek
(WMOB3BHAISRESI0UM) ¢letképességét a folyamatos HA 15-kezelés (30 pM HA15)
nem befolyasolta, kivéve, ha a koncentraciot 50 uM-re noveltik. Ezzel
ellentétben az eredeti WM983B sejtvonal életképessége mindkét koncentracional

szignifikans csokkenést mutatott.

Mivel a HA15 a HSPAS/BIP fehérje (az UPR 6 szabalyozo fehérjéje) miikodését
gatolja, meghataroztuk a BiP gén expresszios szintjét az eredeti WMO983B ¢és
mindkét rezisztens sejtvonalban (WM983BHAISRES2UM ¢g WWN[9Q3 BHAISRESIOUM)
A HA15 rezisztens sejtvonalak szignifikdnsan megnovekedett BiP génexpressziot

mutattak az eredeti WM983B sejtekben mért BiP expresszidhoz képest.

Megvizsgaltuk, hogy a rezisztens sejtek (WM983BHARES) hogyan reagalnak a
HA15 megvonasat kovetden. A kisérlet soran a rezisztens sejteknél a hatbanyagot
DMSO-val helyettesitettiilk, és megallapitottuk, hogy a sejtek ¢letképessége
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csokkent €s a sejtek morfologidja megvaltozott. A rezisztens sejtek morfoldgiai
valtozasai azt jelzik, hogy a sejtek gyogyszerfiiggd fenotipust fejlesztettek ki,

hasonloan a BRAF inhibitor-rezisztens sejtvonalakhoz.

Az FBS megvonas hatasa a WM983B melanoma sejtek génexpresszios

mintazatara (RNS-Seq analizis)

Meghataroztuk az éhezett €s a normalis sejttenyésztési koriilmények kozott
tenyésztett sejtek génexpresszidos mintazatat RNS-Seq analizis segitségével. Az
RNS-Seq adatokat kiértekelve 6531 feliilszabalyozott és 4890 alulszabalyozott
transzkriptumot talaltunk az FBS megvonast kovetdéen WM983B melanoma
sejtekben. A legnagyobb expresszios kiilonbséget az RP11-134F2.8 génnél
figyeltik meg (217-szeres valtozas), mely egy Dnal C domént tartalmazd
feherjét kodol. Egy masik megnovekedett expressziot mutaté gén az RP11-
618G20.1 (64-szeres valtozas) volt, mely egy hosszu, nem kodolé RNS-t kodol,
¢s az angiogenezissel mutat osszefiiggést. Két a sejtek ¢heztetéssel Osszefliggd
gén SLCOA4CL (32-szeres valtozas) és a PIK3IP1 (14-szeres valtozas) szintén
megnovekedett expressziot mutatott az FBS megvonasat kovetéen a WM983B
sejtpopulacioban. A megvaltozott expresszidju gének molekularis funkcionalis
jellemzése szerint a gének kalciumion-kotéssel, ioncsatorna-aktivitassal és ion-
transzmembran transzporter-aktivitassal, koleszterin és a szteroid bioszintézisé-
ben szerepet jatszod, a kalcium jelatviteli és SREBF tutvonalakkal vannak kapcso-

latban.

A differencialtan expresszalt gének azonositasa HA15-rezisztens melanoma
sejtvonalban RNS-Seq analizissel

HA15-rezisztens melanoma sejtvonalak (WM983BHARES) [étrehozasa nem volt
kiilonosebben nehéz, mert a sejtek normal sejttenyésztési koriilmények kozott
nem voltak érzékenyek a 10 uM HA1S5 kezelésre. Amikor azonban a hatéanyag
koncentracidt 20 uM-ra és 30 uM-re noveltik, a sejtek életképessége jelentdsen
csOkkent, és néhany hét mulva a sejtek képesek voltak megbirkdézni a
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megnodvekedett HA 15 koncetracioval és stabil rezisztens sejtvonalakka valtak. Az
RNS-seq analizis 2802 olyan gént tart fel, melyek az extracellularis matrixhoz, az
integrinhez, a kollagénhez, a mikrotubulushoz, a DNS replikacids origo
kotodéséhez és a DNS helikaz aktivitashoz kapcsolodnak és részt vesznek a sejt-
ciklus szabalyozasaban, a mitotikus prometafazisban, a testvérkromatidék kohézi-
0janak felbontdsaban és a DNS szintézisében. A WM983BHARES melanoma
sejtvonalban a legnagyobb expressziot a fehérjét kodolo PAPPA2 gén (Pappalysin
2) mutatta, tovabba a listan szereplé szamos magasan expresszalt gén specifikusan

kapcsolddik a gyogyszer-rezisztencidhoz, mint példaul az ABCC9 és az IL13RA2.

DISZKUSSZIO

A BRAF onkogén mutacioinak felfedezése a rosszindulata daganatok kiilonboz6
tipusaiban jelentds eldrelépést jelentett a célzott terapidk kifejlesztésében. A bor
mely a daganatok tobb, mint 40-60 %-ban eléfordul és ma mar a legfontosabb
terdpias célpont az eldrehaladott és attétes daganatokban szenvedd betegek
szdmara. A BRAFY%%%E muticié jelentdségének felismerését kovetden az 1
gyogyszerek szama dradmai modon boviilt, jelentds klinikai sikereket értek el a
MAPK jelatviteli utvonal hibas molekuldinak mitkodését gatlo inhibitorokkal
(vemurafenib, dabrafenib), citotoxikus T-sejt aktivaciot kivaltd monoklonalis
antitest (CTLA-4) alkalmazasaval, programozott sejthalal fehérjel (PD-1/ PD-
L1) gatlokkal. Mindezek a terapias megoldasok jelentdsen javitottdk az
elorehaladott és metasztatikus melanomaban szenvedd betegek prognézisat.
Ugyanakkor a kezelések sikerét jelentdsen bearnyékolja a gyogyszerekkel
szemben kialakul6 rezisztencia. Annak ellenére, hogy jelentds szamu vizsgalat
fokuszal a rezisztencia kialakuldsdt meghatdrozd molekularis eltérések

megismerésére, a pontos mechanizmusok nem teljesen ismertek.
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Kutatasaink célja a BRAFY®%E mutans fehérjét célzo inhibitor (BRAFi: PLX4720,
vemurafenib analdég) novekedés gatlo hatasanak vizsgalata volt melanoma
sejtvonal modellrendszereken, tovabba célunk volt BRAFi-rezisztens sejtvonalak
létrehozésa, valamint a szerzett BRAFi rezisztencia hatterében allo6 genomialis és
fehérje expresszios valtozasok karakterizalasa. Vizsgalataink masik célpontja
egy, a kozelmultban szintetizalt, endoplazmatikus retikulumban (ER) stresszt
indukald, ,anti-melanoma” gyogyszerjelolt molekula (HA15) hatasanak
vizsgalata volt BRAFi szenzitiv és BRAFi rezisztens melanoma sejtvonal
modellrendszerekben. Vizsgalataink kezdetén felfigyeltiink arra, hogy az
irodalomban leirt sejttenyésztési koriilmények tavol allnak az optimalistol, ezért
célul thztik ki a HA15 BRAFY®E muticiét hordozé melanoma sejtek
¢letképességére, génexpresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalatat kiillonbozd
sejttenyésztési koriilmények kozott. Célunk volt annak tanulményozésa, hogy a
HA 15 kezeléssel szemben kialakul-e rezisztencia (ami HA 15 hatasat leird Cerezo
¢és munkatarsai szerint nem alakul ki). Kisérleteink soran sikerrel 1étesitettiink
HAL5 rezisztens sejtvonalakat, elemeztiik a drogra érzékeny és rezisztens

sejtvonalak génexpresszios mintdzata kozotti kiilonbségeket RNAseq analizissel.

Vizsgalataink soran BRAFi-rezisztens sejtvonalakat hoztunk létre ugyanabbol a
betegbdl szdrmazd primer €s metasztatikus melanoma sejtvonalakbol. A négy
rezisztens sejtvonal koziil harom invazivabb volt, mint az eredeti, BRAFi
¢rzékeny sejtvonal. A melanomardl és mas daganattipusokrdl ismert, hogy az
epithelidlis-mezenchymalis tranzicié (EMT) fenotipusat mutatjak, amely tobbek

kozott fokozott invazivitassal jar egyiitt.

Proteome Profiler Human XL Oncology Array alkalmazasaval 0j, a szerzett
BRAFi-rezisztenciaval Osszefiiggésbe hozhatd fehérje mintazatot irtunk le. A
proteome array 84 daganatspecifikus fehérjéje koziil szdmos, eltérd expresszidju
fehérjét talaltunk a rezisztens €s érzékeny sejtvonalak kozott. Ugyanakkor ki kell

emelni, hogy nyolc fehérje (ANGPTL4, EGFR, ENDOGLIN, FGF2, SERPINEI,
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VCAM-1, Survivin és oszteopontin:OPN) expresszidja valamennyi rezisztens
sejtvonalban azonos iranyban valtozott az érzékeny sejtvonalakhoz képest.
Vizsgalatunk egyik érdekes eredménye, hogy mind a négy rezisztens sejtvonalban
csokkent az OPN fehérje expresszidja. Az OPN bizonyitottan potencialis
biomarkernek tekinthetd szdmos daganattipus esetén, expresszidja a
daganatprogresszidval all 6sszefliggésben. Gyogyszer rezisztenciaval kapcsolatos
szerepe még kevésbé tanulmanyozott. Megfigyeléseink azt sugalljak, hogy az
OPN csokkent expresszioja a szerzett BRAFi rezisztenciaval kapcsolatban allhat,

ennek megerdsitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az array CGH vizsgalataink soran 0j, BRAF1 rezisztencidhoz kapcsolodd gén
kopiaszam valtozasokat talaltunk, melyek minden rezisztens sejtvonalban az
EXT1, SAMDI12 és REXO1L2P géneket érintették. Mindharom gén megnove-
kedett kopiaszama a rezisztencia kialakulasat kovetden megnott. Irodalmi adatok
szerint az EXT1 gén szabalyozza a tumor sejtek daganat dssejtszerti viselkedését
a doxorubicin-rezisztens emlérakos sejtekben tovabba eldsegiti az EMT-szert

fenotipust kialakulasat is.

Megfigyeltiikk, hogy a gyodgyszer-rezisztencia kialakulasa mellett a rezisztens
melanoma sejtekben a drog megvonasat kovetden BRAFI iranti fliggdség is
kialakul. Modell rendszeriinkben a PLX4720 megvonasa a rezisztens melanoma
megfigyelésiink egyrészt Osszhangban all azzal a hipotézissel, miszerint a
rezisztens sejtek kialakithatjdk a gyogyszerfliggdséget, melynek klinikai

jelentésége lehet, melyet a célzott kezelés soran figyelembe kell venni.

A kiilonb6z6 BRAF és MEK/ERK inhibitorok ¢és azok kombinacidjaval elért
biztatdo terapids alkalmazasok mellett mds molekuldris targeteket célzo
gyogyszerek fejlesztése is folyamatban van, ezek célja elsddlegesen a gydgyszer-

rezisztencia kialakulasanak elkeriilése. Cerezo munkacsoportja szintetizalt egy

crer
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vegylletet, melyet HA15-nek neveztek el. A gydgyszer hatdsait melanoma
modellrendszeriinkon vizsgalva a kozolt koncentracional in vitro koriilmények
kozott nem talaltuk ugyanazt a hatast, melyet lekozoltek, ennek oka, hogy a
melanoma sejtvonalak in vitro gyogyszeres kezelési koriilményei nem voltak
optimalisak. A sejtek életképességét normal (10% FBS) és FBS mentes
(kiilonb6z6 ideig ,.éheztetett sejtek™) sejttenyésztési koriilmények kozott
vizsgaltuk, a publikaltakkal azonos HA 15 koncentracié mellett (10 uM HA15).
Megallapitottuk, hogy kilenc melanoma sejtvonal (koztiik 4 BRAFi-rezisztens)
kozil hét egyaltalan nem volt érzékeny a 10 uM HA15 kezelésre. Ugyanakkor
megfigyeltiik, hogy ha a sejteket FBS nélkiil tenyésztettiik (az irodalomban kozolt
protokollnak megfelelden), életképességiik 14 oras ¢heztetést kovetden jelentdsen
csokkent a drog hozzdadasa nélkiil is. Mivel az irodalmi adatok szerint a HA15
ER stresszt és autofdgiat indukal, meghataroztuk, hogy Oonmagaban a sejtek
¢heztetése milyen hatassal van stressz (CHOP, XBP1 és BIP) és autofagia
(DRAM1, P62, ATGS5 és ATG7) marker gének expresszidjara. Megfigyeltiik,
hogy a stressz markerek expresszidja megnovekedett az ,,&heztetett” sejtekben
HA15 kezelés nélkiil is. Az autofagia marker gének expresszios mintazata hasonlo
volt a HA15-tel kezelt és kezeletlen, de FBS megvonads mellett tenyészett
sejtekben is. Az FBS megvonas szamos molekularis Gtvonalon keresztiil okoz sejt
stresszt, ez kisérleti koriilmény a leggyakrabban alkalmazott mddszer a stressz
kivaltasara sejtvonalak esetén. Mivel az irodalmi adatok szerint a HA15 hatasat
14 6ras FBS megvonasat kovetden hataroztidk meg, valamint a kisérletek végig
FBS nélkiil zajlottak, ez biztosan befolyasolta a sejtek viselkedését. Mindezek a
sejttenyésztési/kezelési koriilmények onmagukban is autofigia és apoptotikus
mechanizmusokat valtott ki; ezért nem 1dealis kisérleti hattér annak bizonyitasara,

hogy ezeket a mechanizmusokat kizarolag a HA15 indukalja.

Vizsgéltuk, hogy hogyan valtozik a sejtek génexpresszidos mintdzata FBS

megvonas mellett (14 6ra). RNS-Seq analizissel 6sszehasonlitottuk az optimalis
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(10% FBS) és FBS nélkiil tenyésztett sejtek génexpresszios WM9I83B melanoma
sejtekben. Nagyszamu differencidltan expresszaldodo transzkriptet talaltunk. A
legnagyobb expresszids kiilonbséget az RP11-134F2.8 génnél mutattuk ki (217 x
fold change). Ez a gén az ER DnaJ C doméntartalmu fehérjét kddolja, mely részt

s

BiP (a HA15 target génje) kofaktora.

Fontos kiemelniink, hogy az eredeti publikacioval ellentétben HA15-rezisztens
sejtvonalat tudtunk létrehozni. Erdekes az a megfigyelésiink, hogy a HA15-
rezisztens sejtvonal hasonld tulajdonsdgokkal rendelkezik, mint a BRAFi-
rezisztens sejtvonalak. Ez megnyilvanul abban, hogy a gydgyszer megvonasat
kovetéen a sejtek proliferacioja lecsokkent, tovabba a BRAF inhibitorokkal
szembeni rezisztencia egyik mechanizmusa a cél fehérje génjének (mutans
BRAF) tulzott expresszidjaval jar egyiitt. A HAL15-el szemben kialakult
rezisztencia, korabbi eredményeinkhez hasonléan. a HAI1S5 célgén BIP
expressziojanak dozisfiiggd novekedését eredményezte a HAL5-rezisztens

sejtvonalban.

Osszefoglalva bizunk abban, hogy a fentiekben leirt eredményeink elésegithetik
a BRAFi rezisztencia komplex mechanizmusainak alaposabb megismerését, és
hozzajarulnak az 1j ,anti-melanoma” drog (HAL5) hatasmechanizmusanak

pontosabb feltarasahoz és annak megvalaszolasahoz, hogy a HA15-nek milyen

crer

FOBB MEGALLAPITASOK ES EREDMENYEK

Vizsgalataink alapveté célja két, kiilonb6zé molekularis mechanizmussal

jellemezhetd melanoma sejteket célzo gydgyszer hatasanak vizsgalata volt.

BRAF inhibitor Kkezelés hatasara Kkialakuldo rezisztencia molekularis
mechanizmusanak vizsgalata melanoma sejtvonal modell rendszerekben
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Sikeresen hoztunk létre BRAFi rezisztens, primer- és metasztatikus
melanomakbol szarmazéd sejtvonal modellrendszereket. Genomikai és
proteomikai moddszerekkel jellemeztik a szerzett rezisztenciaval
Osszefliggd molekularis valtozasokat.

Leirtuk, hogy a gydgyszer megvonasa csokkenti a sejtproliferacidt a
rezisztens sejtvonalakban.

BRAFi rezisztenciaval 0Osszefiiggésbe hozhatd, korabban nem vagy
kevésbé ismert gén kopia szam eltéréseket talaltunk az EXT1, SAMD12 ¢és
REXOL1L2P géneknél.

Proteome profiler-analizissel megfigyeltiik, hogy 6 fehérje (ANGPLT4,
EGFR, Endoglin, FGF2, Serpin E1 és VCAM-1) expresszidja minden
rezisztens sejtvonalban jelentésen megemelkedett. Vizsgalatunk egyik
érdekes eredménye, hogy az OPN expresszidja valamennyi rezisztens
sejtvonalban csokkent (a Survivin mellett), ami arra utal, hogy az OPN
expresszid valtozasa egyértelmlien Osszefligg a szerzett BRAFi

rezisztenciaval, és a BRAFi rezisztencia, korai markere lehet.

A HAI1S5 szelektiv melanoma ellenes gyogyszer?

Sikeriilt 1étrehozni HA15 rezisztens sejtvonalat, és megallapitottuk, hogy a
HA1S5 rezisztens sejtek hasonld tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a
BRAFi rezisztens sejtvonalak.

Az irodalmi adatokkal ellentétben normal sejttenyésztési koriilmények
kozott a HA1S kezelés nem okozza a sejtek életképességének szignifikans
csokkenését. A gyogyszer altal kivaltott ,,anti-melanoma” hatas részben a
melanoma sejtek ,,éhezésének”™ a kdvetkezménye, és nem kizarolagosan a
gyogyszer hatasaval hozhato kapcsolatba.

Az ER stressz €s az autofagia markerek kvantitativ mérésével megallapi-
tottuk, hogy a HA15 nem 6nmagaban valtja ki az ER stresszt, hanem a

sejtek FBS megvonds mellett torténd tenyésztése és a HALS egylittes
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hatasanak az eredménye. Megfigyeltik a HA15 célfehérje (BiP) fokozott
expressziojat dozisfiiggd mértékben a rezisztens sejtvonalakban, ami arra
utal, hogy a BIiP gén tulzott expresszidja szerepet jatszhat a HAI1S
rezisztencia kialakuldséban.

- A gyogyszer megvonasa utan a sejtek csokkent proliferacioval reagaltak,
valdszintileg azért, mert nemcsak a HA15-tel szembeni rezisztencia, hanem

a gyogyszer fliggdség is kialakult a sejtekben.

Osszefoglalva, sikeresen létrehoztunk  gyodgyszer-rezisztens melanoma
sejtvonalakat két eltérd hatidsmechanizmussal jellemezhetd gyogyszer
alkalmazasaval. Uj, a BRAF inhibitor rezisztencia kialakulasaval osszefiiggd
genomialis és fehérje expresszids valtozasokat talaltunk. Egy 0j ,,melanoma
ellenes” gydgyszerjelolt molekula in vitro karakterizalasa soran, megallapitottuk,
hogy a drog hatasa inkabb mérsékelt, mint szignifikans melanoma sejtekre,
tovabba az alkalmazott koncentracional nem szelektiv hatasu, normal
melanocitak életképességét is csokkenti. Az irodalmi adatokkal ellentétben a
melanoma sejtek a HA15 kezelés soran rezisztenciat alakitanak ki. Tovabbi
vizsgalatokra van sziikség a HA1S5 daganat ellenes hatasanak tisztazasa

érdekében.
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