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Primer tumor és metasztazis eredetii melanoma sejtvonalak génexpressziés valtozasai
PLX4720 BRAF Kkinaz inhibitor hatasara

Témavezeté: Balazs Margit'?
! MTA-DE Népegészségiigyi Kutatocsoport, Debrecen
2 Debreceni Egyetem Népegészségiigyi Kar Megel6zé Orvostani Intézet Biomarker Analizis

Tanszék, Debrecen

A melanoma malignum a melanocitakbol kiindul6 invaziv, agressziv, attétképz6 daganat.
Annak ellenére, hogy incidencidjanak novekedése a letalis daganatok kozott a masodik, olyan
potencialis terapia, mely az el6rehaladott stadiumt betegek talélését jelentésen
meghosszabbithatja még nem all rendelkezésre. A melanomak kozel 70%-a hordozza a BRAF,
sejtosztodasban szerepet jatszo fehérje mutans valtozatat, melynek hatdsos gatloszere az FDA
altal 2011-ben elfogadott vemurafenib (PLX4032). Hatékonysagat azonban jelentOsen
csokkenti a gyogyszeres kezeléssel szemben viszonylag gyorsan kialakulo6 rezisztencia. Ezért
alapvetd jelentdséglick azok a vizsgalatok, melyek a rezisztencia kialakuldsanak hatterében
allo molekularis mechanizmusok feltardsat célozzak meg.

Vizsgalataink soran célunk volt a vemurafenib alapjaul szolgald vegyiilet (PLX4720)
sejtnovekedést befolyasold hatasanak vizsgalata két BRAF mutaciét hordozé primer-
metasztazis eredetii melanoma sejtvonal paron (WM983A - WM983B és WM278 - WM1617)
WST-1 sejtproliferacios assayvel. El6szor a szenzitiv sejtvonalakbol folyamatos nagy dozist
PLX4720 kezeléssel rezisztens sejtvonalakat hoztunk létre: WM983AREZ. WMOIB3BREZ ¢s
WM278REZ. WM1617RE2, Az eredeti és rezisztens sejtvonalak gén kopiaszam eltéréseit
Affymetrix CytoScan 750K, a globalis génexpresszios eltéréseket Affymetrix Human Gene
1.0 ST microarray-ekkel hataroztuk meg, az eredményeket FISH-el ¢s qRT-PCR-al validaltuk.
Matrigel invaziés kamrdban az eredeti és rezisztens sejtvonalak invazios tulajdonségait
hasonlitottuk Ossze.

Eredményeink szerint a PLX4720 novekedést gatlo hatasa mind a négy BRAF mutans
sejtvonalnal megfigyelheté. A rezisztens sejtvonalak mindegyike megvaltozott fenotipussal
jellemezhetd. Szignifikdns gén kopiaszam eltérést a rezisztens sejtvonalakban a 8-as
kromoszéman talalhaté REXO1L2P, EXT1 és SAMD12 gének esetében tudtunk kimutatni.
Ezzel szemben a génexpresszios vizsgalataink soran 582 gén szignifikins expresszios
valtozasat figyeltiik meg a rezisztens sejtvonalakban az eredeti sejtvonalakhoz képest. A
csOkkent miikodésti gének tobbsége melanoszoma szintézisben ¢€s melanocyta
differenciacioban szerepet jatszo gén volt, mig az emelkedett expresszioji gének elsésorban
novekedési faktor kotddésért és aktivacidért felelds gének, lysyl oxidazok és sejtadhézidoban
szerepet jatszo gének kozé tartoztak. A jelatviteli utvonal analizis az extracellularis matrix
szervezddésében szerepet jatszo utvonalak, PI3K-Akt és fokalis adhézioban szerepet jatszo
jelatviteli Gitvonalak eltéréseit mutatta ki. A WM278RE? sejtvonal invaziv tulajdonsiga az
anyai sejtvonalhoz képest megnétt, ami tovabb erésodott amennyiben kemoattraktdnsként az
inhibitort hasznaltuk. A BRAF inhibitor megvonasat kovetden a sejtproliferacio mértéke a
WMOI83AREZ. WMO83BREZ sejtvonalakban csokkent, mig a WM278RE24 WM1617REZ
sejtvonalakban nott.



Osszefoglalva, fenti megfigyeléseink megerdsitik azt a hipotézist, mely szerint a rezisztens
sejtek fliggdvé valhatnak a BRAF inhibitor kezelést kovetéen, azonban nem minden esetben.
A microarray vizsgalatok soran szignifikans eltérést mutatdé gének és jelatviteli utvonalak
meghatarozo szerepet jatszhatnak a rezisztencia kialakulasaban, igy ezeknek a molekularis
célpontoknak a megismerése hozzajarulhatnak a hatékonyabb terapids stratégiak
kialakitasahoz is.



