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Szász István

Humán melanoma sejtek génexpresszió változásai PLX4720 BRAF kináz 
inhibitor hatására 
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A melanoma malignum a melanocitákból kiinduló invazív, aggresszív áttétképző daganat. Annak 
ellenére, hogy incidenciájának növekedése a letális daganatok között a második, olyan potenciális 
terápia, mely az előrehaladott stádiumú betegek túlélését jelentősen meghosszabbíthatja még nem áll 
rendelkezésre. Az FDA által elfogadott, igen hatásos a mutáns BRAF kináz működését gátló vemura-
fenib (PLX4032) hatékonyságát jelentősen csökkenti a gyógyszeres kezeléssel szemben viszonylag 
gyorsan kialakuló rezisztencia. Ezért alapvető jelentőségűek azok a vizsgálatok, melyek a rezisztencia 
kialakulásának hátterében álló molekuláris mechanizmusok feltárását célozzák meg.

Vizsgálataink során célunk egy vemurafenib analógnak a PLX4720-nak a sejtnövekedést befo-
lyásoló hatásának vizsgálata volt BRAFV600 (WM983A, WM983B), NRASQ61 (WM3211) mutációt 
hordozó és a fenti génekre vad típusú (WM1361) humán melanoma sejtvonalakon. Először a szen-
zitív sejtvonalakból PLX4720 kezeléssel rezisztens sejtvonalakat hoztunk létre, melyek jelölése: 
WM983AREZ_C1, WM983BREZ. Az eredeti és rezisztens sejtvonalak gén kópiaszám eltéréseit FISH-el 
határoztuk meg, a globális génexpressziós eltéréseket Affymetrix Human Gene 1.0 ST arrayn végez-
tük el, az eredményeket qRT-PCR-al validáltuk. Matrigel inváziós kamrában a sejtvonalak inváziós 
tulajdonságait hasonlítottuk össze.

Eredményeink alapján, a PLX4720 növekedést gátló hatása kizárólag a BRAF mutáns sejtvonalak-
nál figyelhető meg. A WM983BREZ sejtvonal csökkent EGFR gén kópiaszám mellett kb. 50x maga-
sabb relatív mRNS szintet mutatott az eredeti, nem rezisztens sejtvonalhoz képest. Ezzel szemben 
a WM983AREZ_C1 EGFR gén kópiaszáma nagyobb volt, mint az eredeti sejtvonalé, ugyanakkor a mRNS 
szint tizedére csökkent. A WM983BREZ sejtvonal invazív tulajdonsága PLX4720 kemoattraktáns ha-
tására megnövekedett. A BRAF inhibitor megvonását követően a sejtproliferáció mértéke csökkent, 
amit Bürker kamrás sejtszámolást követően határoztunk meg. Génexpressziós vizsgálataink alaján 
2246 gén szignifikáns expressziós szintbeli változását figyeltük meg a rezisztens sejtvonalakban. A csök-
kent működésű gének többsége melanoszomális, sejt adhézióban szerepet játszó vagy tumorszup-
resszor gén volt. Míg az emelkedett expressziójúgének elsősorban a mátrix metalloproteinázok, ABC 
transzporterek és növekedési faktor receptorok közé tartoztak. Az útvonal analízis az EGFR, AMPK 
útvonalak, valamint a prosztaglandin, zsírsav és koleszterin anyagcserében szerepet játszó útvonalak 
eltérését mutatta ki. 

Összefoglalva, fenti megfigyeléseink megerősítik azt a hipotézist, miszerint a rezisztens sejtek füg-
gővé válnak a BRAF inhibitor kezelést követően. A microarray vizsgálatok során szignifikáns eltérést 
mutató gének és jelátviteli útvonalak meghatározó szerepet játszhatnak a rezisztencia kialakulásában, 
így ezeknek a molekuláris célpontoknak a megismerése hozzájárulhatnak a hatékonyabb terápiás 
stratégiák kialakításához is.
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