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1. Bevezetés

Mara egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a rak genetikai eredetli betegség, amelyet
molekularis hibak (génhibak, epigenetikai hibdk) okoznak. A daganat kialakulasa tobblépcsds
folyamat kovetkezménye, mely soran elényds sejtosztddasi tulajdonsagokkal rendelkezo
transzformalt sejtek jonnek 1étre. A tumor kialakuldsa, fenntartasa és fejlodése hatterében 10
mechanizmus all (lasd Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté.. abra) [1]. Ezek a
mechanizmusok 460 génnel allnak kapcsolatban melyekrél mar bizonyitottak, hogy proto-
onkogén vagy tumorszupresszor szerepet toltenek be. A génterméket gyogyszeresen célozva
megprobalhatjuk meggatolni a daganat talélését, tovabbi novekedését és terjedését [2]. A
bioldgiai elvek alapjan ki kell valasztani a daganat novekedése szempontjabol legfontosabb
vezérld (,driver”) hibat. A driver hiba lehet egy gén mutécioja, transzlokacioja,
amplifikacioja vagy a fehérje overexpresszidja is. A Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer (COSMIC) adatbazis a rakgéneknek ma mar tobb 540.000 féle szomatikus mutaciojat
tartalmazza [8].
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1. abra A daganat talélési mechanizmusai [1]



1.1. A jelatviteli rendszerek és a tumorra szabott terapia

A jelatvitel f6 mechanizmusanak a fehérjék foszforilaciojat tekintik. A ndvekedés
szabalyozasanak jelatvitele ligand specifikus tirozin-kindz aktivitdsu ndvekedési faktor
receptorokkal indul. A ligand elinditja a sejtfelszini receptorral kapcsolatba hozhato fehérje
foszforilacios kaszkadokat, melyek a jelet egészen a sejtmagig tovabbitjak. A daganatsejtben
ez a folyamat ligandum jelenlététdl fiiggetlentil is miikddik, ha a novekedési faktor receptorok
vagy a downstream jelatviteli molekulak konstitutivan aktivak funkcidnyerd mutacid miatt. A
masik onkogenitasért felelés mechanizmus lehet a receptor amplifikdcidja és/vagy
overexpresszidja, mely noveli az aktivacidhoz sziikséges dimerizacio esélyét, igy a jelatvitel a
normalisnal fokozottabb mértékii [3]. Nem meglep6 tehat, hogy az onkogének jelentds része
protein kinazokat kdédol, amelyek daganatsejtben a hozzajuk tartozo Osszes jelatviteli utat
képesek feliilszabalyozni. A molekuldrisan célzott terapia legtobb esetben az onkogén
novekedési faktorok receptorok altal létrehozott hamis illetve feler6s6dott jelek gatlasat
célozza meg.

Az onkologia 1j irdnyvonaldanak, a molekuldrisan célzott terdpianak az alapjat a
diagnosztika képezi. Ma mar az ujgeneracids technologidkkalg képesek vagyunk a kiilonféle
pontmutécio, inzercid, delécid), a DNS szerkezeti atrendezddésének (transzlokaciok) és kopia
szam valtozasoknak (teljes DNS szegmens delécidja, duplikdcioja vagy amplifikdcioja)
felismerésére [6]. Napjaink legmodernebb molekularis diagnosztikai panelje kovetkezd
generaciés szekvenaldsi technologiaval egyszerre 50 rakgén 207 amplikonjanak
mutacidanalizisére képes (Ion Torrent'™ HotSpot panel). A technolégiai fejlesztések iranya
tehat adott. A jovo célja, hogy a klinikai gyakorlatba bevezethessiik ezeket a vizsgalatokat,
hogy minden egyes daganatos betegnek megallapitsuk a tumor biomarker profiljat. Sajnos ma
ez még korlatozott keretek kozott zajlik, mivel az egyénre szabott terdpia egészségiigyi

finanszirozasi rendszere még nem alakult ki.

1.1.1. A célzott terapia molekularis biolégiai megfontolasai

A célzott terapidhoz a hibds onkogének/tumorszupresszorok jellemzdi alapjan kell
meghatarozni, hogy melyik az a fehérje, amelynek gyogyszeres gatlasdval megsziintethetjiik a
jelatviteli utvonal tulmiikodését (Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté.. abra). Ehhez az

alabbi megfontolasokat kell figyelembe venniink:
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e Terapias hatast varhatunk, ha konstitutivan aktiv proto-onkogént, vagy az
utvonalon 1évé downstream fehérjéket gatoljuk.
o Terapias hatast varhatunk, ha a funkcidjat vesztett tumorszupresszorral
downstream kapcsolatban 4ll6 fehérjéket gatoljuk.
o Terapias hatast varhatunk, ha két kiilonb6z6 utvonalon elhelyezkedd fehérje
aktivalé mutacidja esetén, mindkét fehérjét vagy downstream utvonalat gatoljuk.
e Nem jelent terapias hatast, ha egy proto-onkogén aktivald mutacidja vagy egy
tumorszuppresszor funkciovesztéses mutacidja esetén az upstream fehérjéket
gatoljuk, mivel az utvonal aktivitasa transzdukcios szignal jelenlététdl fiiggetlen.
A fent emlitett megfontolasok leegyszertsitett modellek, mivel sok esetben az titvonal
bonyolultsaga miatt (negativ visszacsatolasok, parhuzamos ttvonallal valo kapcsolat stb.) mas
Osszefliggésekkel is szamolnunk kell.
Biomarkerek kombinalodasanak szempontjabol:
e Parhuzamos uton 1év6 fehérjék koziil egy-egy aktivacidja kombinalodhat (pl.
PIK3CA ¢és KRAS), mivel igy egymast erdsitik a tulélési mechanizmusok.
e Egy utvonalon beliil nem fordulhat elé két egymas alatt 1év6 fehérje aktivalo
mutacidja, mivel az nem jelentene tovabbi szelekcios elonyt (pl. KRAS és
EGFR) [101]
Reményeink szerint nem lesz végtelen a biomarkerek kombinalodasanak lehetdsége,
mivel a biologiailag értelmetlen, azaz a természetes szelekcid sordn nem hasznos
kombinaciok kialakuldsa irrelevans. Célunk az, hogy feltérképezzik a legvaloszinlibb

kombinaciokat és megallapitsuk ezek bioldgiai és terapids konzekvenciait.

2. abra A legfontosabb onkogének/tumorszupresszorok helye a jelatviteli folyamatban



1.1.2. Sikerek a daganatos betegek egyénre szabott kezelésében

63 éves nem-kisssejtes adenocarcinomaban (NSCLC) szenvedd beteg daganatat 2000-
ben sebészeti uton eltavolitottdk és adjuvans kemoterapidban részesiilt. 2003-ban agyi
metasztazist fedeztek fel, mely a teljes agyi sugarterapiara nem reagalt. Tekintetbe véve a
beteg ¢életveszélyes allapotat és egy reményt add tanulmanyt a kezelést egy uj, célzott
gyogyszerrel, a gefitinibbel folytattdk 2004 januarjaban. A beteg komplett remisszidjat 2004
oktoberében allapitottdk meg, amikor mar nem volt jelen agyi és az idokozben talalt tiido
daganatok sem (Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté.). A primer tumor retrospektiv
ki, amely aktivalé mutacié prognosztizalo faktora a gefitinib hatékonysaganak [15,14].

Ez a tanulmany akkor sziiletett, amikor a gefitinibet teszteld klinikai vizsgalatokhoz az
EGFR mutécios statuszatol fliggetleniil valasztottak ki a betegeket, igy nem meglepd, hogy a
vizsgalatok soran néhany sporadikus esettdl eltekintve nem volt tapasztalhaté javulas. A
retrospektiv vizsgalatok soran viszont kideriilt, hogy az EGFR mutaciot hordozd betegek
100%-a reaglalt a kezelésre, a vad tipust betegek viszont csak néhany szazalékban. Ma mar
preklinikailag és klinikailag is bizonyitott, hogy a gefitinib kizar6lag EGFR érzékenyitd
mutacidjaval rendelkezd beteg esetében hatdsos, ezért nagyon fontos, hogy a kezelés elott

megallapitsuk a tumor genetikai elvaltozasait [19, 103].

3. abra Gefitinib kezelés hatasa az agyi attétre [14]

(A:2004. jan.; B: 8 héttel késdbb)



1.1.3. Az egyénre szabott terapia buktatéi és megvalaszolatlan kérdései

Néhany célzott gydgyszer (pl. vemurafenib) torzskonyvében mar szerepel a biomarker
vizsgalatanak sziikségessége. Ha diagnosztizaljuk a kezeléshez sziikséges biomarkert, a
legelso felmeriild kérdés az lehet, hogy a tumorminta reprezentalja-e az egész tumort? Nem
kell-e feltételezniink, hogy a tumorhoz tartozo sejtek kiilonbozé biomarker mintazattal is
rendelkezhetnek? Ezt a problémat atvihetjiik a metasztazisokra is. A daganatos betegek
kezelésekor az esetek jelentds szazalékaban a primer tumor mar nincs jelen, hanem csak az
attéteket kezeljilk €s a legtobb esetben az attétekbdl nem tudunk mintat venni. Kérdés az,
hogy az attét biomarker profilja ugyanolyan-e, mint a primer tumoré, amibdl a genetikai
informaciokat nyertiilk? Ha nem, akkor melyek azok a gének, amelyek a metasztazisokban
szerepet nyernek? Ha a keringésben 1évO daganatsejteket vizsgaljuk, reprezentaljak-e a
metasztazis képzésre alkalmasakat [2]?

A célzott kezelés ugyanugy, mint hagyomanyos kemoterapia a tumor O&ssejtekre
hatastalan lehet. A tumor dssejtek a normal 6ssejtekhez hasonloan ABC (ATP kotd kazetta)
transzporterekkel rendelkeznek, melyek a sejtbe bekeriildé gyogyszermolekuldkat kipumpaljak.
gy a gyogyszeres kezelés hatésara a tumorsejtek elpusztulnak, de a tumor Gssejtekre nem hat
a terapia. A kezelés utan ezért ujra elindulhat a kolonizaci6. Ha az eredetihez hasonld
tumorsejtek keletkeznek, akkor az elsO terapiara ujra reagdlni fognak, de ha 0j biomarker
profillal rendelkezé tumorsejteket keletkeznek, az eredeti terapiara mar rezisztensek lehetnek.
A tumor Ossejtek elpusztitasthoz ABC transzporter gatlok vagy a tumor Ossejt
differencialodéasért felelos Hedgehog-Patched utvonal inhibitorok jelentik a terapias
lehet6séget [102].

Ha a célzott terapia sikertelen lesz, annak oka vajon a betegség elérehaladott allapota
lesz-e, vagy az, hogy a mai tudasunk és diagnosztika hatteriink alapjan nem sikeriilt

megtaldlni az igazi célpontot?

1.2. Tirozin-kinaz receptorok

A receptor tirozin kinazok (RTK-K) (4. abra); extracellularis ligand k6t6 doménbdl,
transzmembran doménbdl és intracellularis katalitikus doménbdl allnak [4]. Az RTK-k ligand
kotddésének hatdsara dimerizalddnak (kivéve az inzulinreceptort, amely nyugalmi allapotban

is dimer). Ekkor a tirozin kinaz aktivitasu intracellularis doménben az aktivacios hurok tirozin



oldallancai a bekotddott ATP molekula y-foszfatjaval foszforildlodnak, és a dimer
konformécidja miatt képesek lesznek tovabbi tirozin oldallincok autofoszforilacidjara és a
downstream fehérjék aktivalasara is [5]. Ha a receptort koédold gén mutécidja miatt a receptor
aktivalasahoz nem sziikséges ligand, akkor konstitutivan aktiv lesz, ezt a mutaciot hivjuk a

receptor funkciényerd vagy aktivaldé mutacidjanak.
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4. abra Az RTK alcsaladok [4]

Feliil az alcsalad prototipus-receptora, alul az ismert alcsaladtagok. A vastag betiikkel irt receptorok proto-
onkogének. A *-gal jel6lt tagok nem rendelkeznek kinaz aktivitassal.

1.2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptor (ErbB) csalad

Az ErbB csalad tagjai az EGFR, HER2, HER3 és HER4 (novekedési faktor receptor
1-4) transzmembran tirozin-kinaz receptorok, melyek elsdsorban epitelialis sejteken vannak
jelen. A receptorokat aktivalo ligandok (EGF (epidermdlis novekedési faktor), TGFa
(transzformaldo novekedési faktor), amfiregulin, heregulin, heparink6td EGF, epiregulin,
epigen és B-cellulin) az extracelluldris részhez kotédnek. A ligandkotés utan a receptorok
homo- vagy heterodimert képeznek a csalad valamely tagjaval, igy bekovetkezik a tirozin-
kinaz domén foszforilacidja, majd a jelutaktivdlas. A HER2 nem képes ligandot kotni,

valamint a HER3 tirozin-kinaz aktivitasa defektiv, ezért ezek aktivalodasa csak



heterodimerizacioval lehetséges. A ligand és dimer partnerek is meghatarozzak, hogy melyik
jelatviteli ut fog miikddni.

Az ErbB csalad altal aktivalhato Gtvonalakat szemlélteti a 5. abra. A daganatsejtekben
leggyakrabban a PI3K/AKT apoptozis gatld és Ras/MAPK proliferacioért felelés utvonalak
aktivalodnak, melyeket a 1.4 és 1.5 fejezetekben részletezek. Az EGFR és a HER2 a PI3K-
AKT utat a GRB2 (novekedési faktor receptor-adaptor fehérje) és a GAB1 (GRB2 kotd
fehérje) kozremiikodésével aktivalja, viszont a HER3 és HER4 kozvetlen kdtddéssel is képes
aktivalni a PI3K-t (foszfoinozitol-3-kinaz). Ennek tulajdonitatd az, hogy a leggyakoribb dimer
a HER2/HER3, mivel ez miikddik a leghatékonyabban [2].

ErbB ErbB Ligand

5. abra Az ErbB receptorok altal aktivalhaté jelatviteli utvonalak [17]

A két 6 jelatviteli utvonalon kiviil szamos szabalyozo ttvonal all kapcsolatban ErbB
receptorokkal, melyeknek kiemelkedd szerepe van a sejtproliferacioban és ehhez sziikséges

transzkripcios faktorok szabalyozasaban, illetve az apoptozis indukalasaban [2,18].

1.2.1.1. EGFR (EGFR1, ERBB1, HER1)

AZ EGFR volt az els6 receptor, amit kdzvetleniil kapcsolatba hoztak a rakkal. Aktivalo
mutacioi leggyakrabban tiidé adenokarcindmakban fordulnak eld (14%). De leirtdk mar
mutaci6it nem-kissejtes tiidorak laphamrak formajaban is (1-5%), kissejtes tiidérakban (4%),
mesotheliomdkban (3%), tripla negativ emlérakban (12%), ovarium karcinoméaban (2%),
gyomor adenokarcindmakban (4-5%) is. Amplifikdcioja is el6éfordul tobbek kozott

tiidéddaganatokban, vastagbéldaganokban, glioblasztémakban.
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Az EGFR gatlasra a kifejlesztett gyogyszer a gefitinib (Iressa®) és az erlotinib
(Tarceva®), melyek a legjobban jellemzett ¢és vizsgalt kis molekulasulya tirozin kinaz
inhibitorok (TKI). Els6 generacios reverzibilis gatlok, melyek az intracellularis domén ATP
kotd helyére kotédve, kompetitiv akadalyozzak a receptor foszforilacidjat. Gefitinibre és
erlotinibre érzékenyitd az L858R funkcionyerd pontmutécid, amely a leggyakoribbak EGFR
mutacio (36% a COSMIC adatbazis szerint) [8]. Gyakoriak még a 19-es exon érzékenyitd
delécios mutansai is. Az extracellularis doménben is megfigyeltek aktivaldo misszenz
mutaciokat (R108K, T263P, A289V, G598V), melyek TKl-re szintén érzékenyitének
bizonyultak [10]. Az els6 generaciés TKI-re rezisztenciat okozd mutaciok kozil a
leggyakoribb T790M pontmutacid, amely legtobb esetben gefitinibbel agy erlotinibbel valo
kezelés soran szelekcids nyomasra, mint masodlagos mutacié alakul ki az L858R vagy 19-es
exon delécids mutacio mellet. A rezisztencia a sztérikus gatlasnak, 01 feltételezések szerint
pedig a megndvekedett ATP kot affinitasnak az eredménye [11,12]. A 20. exonra esd in
frame inzerciok pl. D770 N771insNPG primer rezisztenciat okoznak. Rezisztencia mutéaciot
hordozo betegek kezelésére 1) generacios irreverzibilsen kotddd inhibitorok (pl. afatinib) mar
klinikai vizsgalatban vannak [13]. Osszefoglalva a tirozin-Kindz domén mutéciokat a 6. abra

EGFR mutaciok helye tartalmazza [9].
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6. abra EGFR mutaciok helye, gyakorisaga és érzékenysége elsé generaciés TKI-ra [9]
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Bér az elsd generaciés EGFR inhibitorok nagyon j6 klinika eredményeket mutatnak
NSCLC esetében, és mas EGFR aktivald mutaciot hordoz6 daganatokban is, nagyon fontos,
hogy a TKI rezisztencia mutaciot hordozd betegeket kisziirjilk a kezelés el6tt. Ma mar az
EGFR mutacioé kimutatasanak fontossagat az ASCO (American Society of Clinical Oncology)
is tamogatja az anti-EGFR kezelés tervezésekor [2,73,74,75].

A cetuximab (Erbitux®) monoklonalis antitestet EGFR-t expresszalo daganatokra
torzskonyvezték, mely az extracellularis doménhez kotddve kompetitiv gatolja a ligand
kotédését. A legijabb vizsgalatok alapjdn viszont EGFR overexpresszidja vagy
amplifikacidja nem biztosit terapids elonyt. Kontraindikéacié a mutdns KRAS (GDP/GTP kotd
fehérje) jelenléte, de barmely downstream fehérje aktivaldo mutécioja kizarja a cetuximab és a
masik forgalomban 1évé EGFR antitest, a panitumumab (Vectibix ®) hatasossagat is (lasd 7.
abra). Preklinikai és klinikai vizsgalatok igazoljak, hogy a cetuximabra valo érzékenységet az
EGFR extracellularis domén delécios mutacioja (EGFRvIII) vagy a tirozin-kinaz domén
mutaciol sem befolyasoljak, igy sikeresen alkalmazhatoak még TKI rezisztencia mutdciot
hordoz6 esetekben is. A cetuximab kezelés hatdsira kialakulhat rezisztencia mutacio az
ektodoménen (pl. S492R), mely a cetuximab kotddését negativan befolydsolja. Ilyen
esetekben meg kell vizsgdlni a panitumumab kezelés lehetoségét, melynek kotddési

mechanizmusa eltéré [31, 32, 33, 34, 35, 36, 37].

%Cetuximab!panitumumab¥
i =
508 G ‘ .
vl V ?
Grb2 ‘\_B'R P85
She &EBK
N e
*
DUSPs ——] (MAPK 7oK @rﬁ}
AKT GSK
\ SEK

7. abra EGFR gatlo antitestekre fellépd rezisztencia mechanizmusa [31]
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1.2.1.2. HER2 (ErbB2, NEU)

A HER2 amplifikacioja és dverexpresszioja jol ismert biomarker az emldrék cézott
tiidorakban (NSCLC) is.

HER2 gatlasara két monoklonalis antitestet fejlesztettek ki. A trastuzumab
(Herceptin®) az extracellularis rész IV. doménjéhez kotddik és gatolja a jel tovabbitasat.
HER2-t expresszal6 (HER2+) korai vagy metasztatikus mellrdkra torzskonyvezték. A
trastuzumab hatasat lehet fokozni konjugalt citotoxikus szerrel pl. entamsine-nal
(trastuzumab-DM1), mely a tumorsejtbe bejutva a mikrotubulusok ellen hat. A konjugatum
terapias hatasait HER2+ mellrakban fazis 11l vizsgalatdban mar kimutattdk. A pertuzumab
(Perjeta™) az extracellularis rész II. doménjéhez kotodve megakadalyozza a HER2
kapcsoldodasat mas csaladtagokkal. A trastuzumab csak az EGFR-HER2 és HER2-HER4
jelatvitelt gatolja, a pertuzumab viszont a HER2-HER3 kapcsolodasat is. Ez utébbi dimer
képes a legerGsebben aktivalni a tulélés szempontjabol fontos PI3K-AKT utat. A két antitest
kombinacidja ezért molekuldris biologiai szempontbodl elonyds, amit fazis 2 vizsgalatban is
bebizonyitottak, sét in silico azt is megfigyelték, hogy koétddésiik a HER2-h6z kooperativ,
ami noveli a terapias elényt [2, 41, 42, 43].

A lapatinib (Tyverb®) kis molekulaju reverzibilis kettds EGFR/HER2 gatlot szintén
alkalmazzak HER2+ betegek kezelésre. A lapatinib képes gatolni az aktivaldé mutaciot
tartalmazo HER2-t is; ezek koziil a V777L és H878Y pontmutdnsok és az inzercids mutansok
lapatinibra érzékenyitének bizonyultak. Lapatinib kezelés hatasara kiszelektaloédhatnak
rezisztens mutansok is (pl. L755S), melyekre az ujgeneracios irreverzibilis inhibitorok pl.

AEE788 hatékonyak lehetnek [44,45, 46].

1.2.1.3. HER4 (ErbB4)

A HER4 funkciéja az onkogenezisben még nem teljesen tisztazott. Szomatikus
mutécioi koziitt talalunk konstitutivan aktiv driver mutaciokat, melyek foként melandmaban
fordulnak eld és lapatinibre a vad tipushoz képest érzékenyitéek, de egyes sejtvonalakban
eléfordulnak passenger és funcidvesztéses mutansok is [47, 48, 49, 50]. A lapatinib fazis II

vizsgalata HER4 mutans melanémaban most zajlik.
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Az ErbB csalad szomatikus mutacionak hely és szovet szerinti eléfordulasat a 8. abra
mutatja. Az abrabol egyértelmiien latszik, hogy a tirozin-kinaz doménben van leggyakrabban
mutacio.

'Y Missense or Nonsense mutation
<> Deletion, Duplication or Insertation

Pancreas <4 v
CRC w
Esophageal $v v
Head & Neck v vy vv
Lung v YoV oY vYyw
| oo
| J
EGFR| - [ P
1 168 208 334 360 480 505 637 712 I 968 1013-1037- 1210
Receplov Ldomain  GFRdomain  ReceptorLdomain  GFR domain 843 875 1022 1046
Head & Neck v
HCC v
CRC v v
Breast <v v
Lung Mi's s ¥
. o BE
| | S
ereez| [N I o o BB |
1 173 212 339 365 485 510 642 720 =l 9761020- 1057- 1250
Reup(odeomaln GFRdomain  ReceptorL domain  GFR domain 861 883 1024 1066
Lung v
_— - - e . S o
croes [ I A E B |
167 203 328 352 473 499 630 709 L 965 1011- 1057- 1343
Reoep(odeoman GFRdomain  ReceptorLdomain  GFR domain 850 872 1020 1066
CRC v v v
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Lung Y Vv vv v vy v v
Melanoma v XY VY v vy wy iy v ¥ W v A d ¥ N
erocs | IR TN IO "
1 167 206 331 357 477 502 634 718 =] 974 1019- 1059- 1309

Receplor L domain GFRdomain  Receptor Ldomain  GFR domain 859 881 1028 1063

8. abra Az ErbB csalad és szomatikus mutacioi [49]
PTK: protein tirozin-kinaz domén; Lung: tiidérak; Ovarian: petefészekrak, Pancreas: hasnyalmirigyrak; CRC:

vastagbélrak; Esophageal: nyeldcsorak; Head & Neck: fej-nyaki daganat; GBM: glioblastoma; HCC: méajtumor;
Gastric: gyomorrak; Breast: mellrak

1.2.2. c-KIT, PDGFRA és FLT3

A c-KIT (6ssejt/hizosejt novekedési faktor receptor, CD117) sejtfelszini receptor
ligandja az SCF (6ssejt faktor), mely a RAS/MAPK, PI3K/AKT és JAK/STAT (Janus-
kinaz/transzkripcié szignaltranszducer- és -aktivacios proteinje) utvonalakat képes aktivalni,
de transzkripcios faktorokon keresztiil a MET expressziojat is szabalyozza. Szerepet jatszik a
sejttulélés és proliferacid szabalyozasaban, a hematopoézisben, az Ossejtek fenntartasaban,
gametogenezisben ¢és a hizosejtek fejlodésében. Gasztointesztinalis stromalis tumor (GIST)
85% -ban KIT ¢és 5% -ban PDGFR aktivalo mutaciok mutathatok ki valamint a diagnozis
szempontjabol fontos expresszidjuk is mérhetd. A KIT szerepet jatszik a GIST kiinduld
sejtiének, az intersticialis Cajal-sejteknek a proliferaciojaban és differenciacidjaban.
Szomatikus mutécidi tobbek kozott még melandmaban mutattdk. Torzskonyvezett célzott
gyogyszere az imatinib mezilatot (Glivec®), melynek indikdcidja KIT+ nem rezekdbilis

¢és/vagy metasztatikus GIST. Az imatinib érzékenység erdsen fligg a mutécio helyétdl, primer

14



rezisztencia is felléphet. Hotspot mutaciok a 9-es és 11-es exonon fordulnak eld. A kezelés
soran mar az els6 6 hét utan kialakulhat masodlagos imatinib rezisztens mutéaci6 a 13., 14., 17.
¢s 18. exonon, megakaddlyozva az imatinib kotdédését (9. abra). A masodvonali szerként
hasznalatos sunitinib (Sutent®) a csak 13. és 14. exon rezisztencia mutansok esetében
hatasos. A dasatinib (Sprycel®) és nilotinib (Tasigna®) gatolja az imatinib és sunitinib
rezisztens mutansokat is, ezért szamos klinikai vizsgalat zajlik ezekkel a hatéanyagokal is [2,

51, 52, 53, 54, 55, 56].

Primer mutaciok Masodlagos mutaciok

Ligand kotés Exon 13 V654A

Példa
Exon 14 16701
A502-Y503dup Exon 9:12%
_— —— Membran
W557-K558del, V560G Exon 11: 70% |im
K642E  Exon 13: 1% DEIGHY
ATP kotés D820A/E/G/Y

Exon 17 N822H/K

N822K Exon 17:1% | Aktivaciés hurok Y8230

AB29P
| Exon 18

\ I

9. abra KIT mutaciok és gyakorisaguk GIST-ben [54] (JM: juxtamembran domén)

PDGFRA (vérlemezke eredetii novekedési faktor receptor a) proliferacioban és a
kemotaxisban jatszik szerepe. A KIT-tel homolog szerkezetli és funkcioju tirozin-kinaz
receptor, ezért aktivald mutacioik kdlesonosen kizarjak egymast és tirozin-kinaz inhibitorokra
érzékenyitd vagy rezisztenciat okozd mutéacioi is analdogok a KIT mutaciokkal. Preklinikai és
klinika vizsgélatok igazoljadk, hogy mutdnsainak gétlasra a multikindz inhibitorok, pl. a

sunitinib, sorafenib (Nexavar®), pazopanib (Votrient®) alkalmasak lehetnek [57,58, 59].

FLT3 (Fms szerli tirozin-kindz 3) egy citokin tirozin-kindz receptor, amely a
hematopoézisben jatszik szerepet, és az EGFR-hez hasonléan a RAS/MEK, PI3K/AKT és
STAT downstream utvonalakat aktivalhatja. Leggyakoribb mutacioja az FLT3-ITD, mely
juxtamembran domén kiilonb6zd méretli és elhelyezkedésti un. belsdé tandem duplikacioi, az
akut mieloid leukémia esetek egynegyedéért felelds. In vitro, in vivo valamint klinikai
vizsgalatok is igazoltak, hogy a sunitinib (Sutent®) gatolja az FLT3-ITD és FLT 3 tirozin-

kinaz domén pontmutans kinazok aktivitasat is [38, 39, 40].
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1.2.3. VEGFR2

A VEGFR2 (vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor receptor 2, KDR) az
angiogenezisben jatszik szerepet, ugy hogy noveli a mikrovaszkuldris permeabilitast. Szolid
daganatok esetében a tapanyagszerzéshez a leggyakoribb vaszkularizacios stratégia a
neoangiogenezis, amelyben az endotélsejtek osztddnak. Az endotélsejtekben a VEGF
(vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor) hatdsira a VEGFR2 a PLCy/PKC/RAF
(foszfolipaz C-y/protein-kindz C/RAF), a PI3K/AKT és az SRC tutvonalakat aktivalja. Az
angiogenezisben részt veszenk még a VEGFRI,-3, PDGFRpB, FGFR1-4 ¢s EPHB2,-4
receptorok is, ezért hatékony antiangiogenezis szerek a multikinaz-inhibitorok melyek a
VEGEFR ¢és PDGFR receptorokat is gatoljak. Ezek koziil torzskdnyvezve van mar a pazopanib
sunitinib és sorafenib. Az utobbi kettd in vitro hatdsosnak bizonyult VEGFR2 aktivalo

mutaciok esetén is, de alkalmazasuk nem kotédik biomarker jelenlétéhez [2,59,60,61].

1.24. c-MET

A c-MET (hepatocyta novekedési faktor receptor) és ligandja a HGF a daganatokban
tobbek kozott a terjedésért, proliferacioért, morfogenezisért €s tulélésért felelos. A MET ut a
legtobb esetben overexpresszid miatt feliilszabalyozott, de aktivald mutdcidja és
amplifikacioja is gyakori. A crizotinib (Xalkori®) kis molekulaji, szelektiv MET gatlo,
melyet ALK transzlokaciora torzskonyveztek. Az amplifikalt MET gatlasara a crizotinib
pozitiv preklinikai és klinikai eredményeket mutat, néhany mutans sejtvonal esetében a
crizotinib viszont nem mutatott antitumor aktivitast. Az EGFR gatlokkal szemben fellépo
rezisztenciaért sok esetben a MET felelds, mivel a HER3-mal dimert képezve tudja aktivalni a
talélésért felelos PI3K/AKT utat. MET inhibitor alkalamzasaval pedig az EGFR 1t er6sodhet
fel. a HER3 altal medialt PI3K/AKT 1t gatlasara az EGFR és MET inhibitor kombinacidja
lehet a legjobb megoldas, melyre most zajlik fazis I vizsgalat [62,63, 64,65].

1.25. RET

RET-nek (Ret proto-onkogén) a fo jelatviteli utakon keresztiil a novekedésben és
differencidcioban van szerepe. A RET volt az elsé tirozin-kindz receptor, amelyet medullaris
pajzsmirigyrakban (MTC) kimutattak. A RET 6rokl6dd vagy szomatikus mutacidja vagy
transzlokacio eredményeképpen keletkezd RET/PTC kimérafehérje is konstitutiv aktivalast

eredményez. A vandetanibot (Caprelsa®) MTC-re torzskonyvezték és biztatd, hogy a
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leglijabb fazis 3vizsgalatok szerint a RET M918T mutdns betegek hosszabb progresszio-
mentes tilélést mutattak a nem mutans betegekhez képest, mely a leggyakoribb RET mutacio
MTC-ben. A vandetanib esettanulményok szerint az 6rokl6dé6 RET mutansok gatlasra is
alkalmas. A V804 aminosav cseréje viszont preklinikai vizsgalatok szerint vandetanib
rezisztenciat okoz, de a sunitinib ebben az esetben megfeleld gatloszernek bizonyulhat,
melynek fazis 2 vizsgalata lezajlott MTC kezelésére pozitiv eredménnyel. RET/PTC-t
tartalmazo sejtvonalak gatlasara is alkalmasnak bizonyult a vandetanib ¢és sunitinib
[66,67,68,69,70].

1.2.6. ALK

Az ALK (anaplasztikus lymphoma kindz) egy arva receptor tirozin kinaz, melynek
aktivacidja ligand kotddésével majd homodimerizacioval zajlik. A NSCLC 4-7% -aban a 2.
kromoszoma rovid karjanak inverzidja miatt az ALK gén az EML4 (4-es tipust mikrotubulus
kapcsolt fehérje-szerll) génbe transzlokalodik, aminek eredménye, hogy a képzddott fuzids
fehérje konstitutiv ligandfiiggetlen kinaz aktivitassal rendelkezik. Anaplasztikus nagy-sejtes
limfomaban az NPM (nukleofoszmin) ¢és az ALK fuzigjat irtdk le, ami szintén
funkcionyeréssel jar. Az ALK atrendez6dés kolcsondsen kizarja az EGFR és KRAS
mutacidkat. Neuroblastomaban megfigyelték az ALK gén 6roklédo €és szomatikus aktivald
mutacidit és amplifikaciojat is. A konstitivan aktiv ALK képes EGFR-hez hasonldan
feliilszabalyozni a proliferaciohoz, tuléléshez sziikséges downtream utvonalakat, mint pl. a
STAT3, AKT/PI3K, RAS/ERK jelutakat, igy transzformalva a sejtet [28].

Az ALK/MET inhibitor crizotinib (Xalkori®, PF-02341066) gatolja EML4-ALK
aktivitasat. Transzlokacioknal crizotinib kezelés hatasara kialakulhat rezisztencia mutéacio (pl.
F1174L), melyek gatlasara vizzgalat alatt van mar két hatoanyag: NVP-TAE684 ¢és 17-AAG
[29,30].

1.3. Nem receptor tirozin-kinazok
1.3.1. ABL

Az ABL gén (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog) transzlokacioja a
kronikus mieloid luekémia (CML) esetek 90-95%-ban eléfordulo citogenetikai zavar. Ennek

sordn a 9-es kromoszoman 1évé ABL és a 22-es kromdszoman 1évé BCR (toréspont klaszter

régio) egy része kicserélddik és létrejon az tigynevezett Philadelphia kromoszéma (Ph). A
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fuziés géntermék, a BCR/ABL aktivitdsa konstitutiv lesz. Az imatinib mezilat (Glivec®)
gatolja a BCR/ABL fuzios fehérje aktivitasat. Kezelés hatdsdra megsziinhet a kezdeti valasz,
mivel imatinib rezisztens mutaciok johetnek létre az ABL-ben. Klinikai vizsgalatok igazoltak,
hogy ilyen esetekben dasatinib, nilotinib lehet a megfelelé valasztas, de a hatds nagyban fiigg

a mutacié helyétol [22, 23].

1.3.2. SRC

Az SRC a legeldszor felfedezett retroviralis onkogén. Az SRC egyes tirozin kindzok
transzaktivacidjan keresztiil (pl. EGFR, AKT, PLCy) befolyassal van az apoptdzisra,
angiogenezisra, attétképzésre ¢€s a sejtciklus szabalyozasara. Foleg mellrdkban ¢€s
vastagbélrakban igazoltak onkogén szerepét. A dasatinib multi-kinaz inhibitor legszenzitivebb
célpontja az SRC. Preklinikai vizsgalatok igazoljak a dasatinib hatdsossagat az SRC aktivalt
sejtvonalak esetében. [97, 98].

1.4. PISK-AKT-mTOR jelut

A PI3K-AKT-mTOR aktivalodasa daganatsejt tulélését biztositja. Az utvonal
legfontosabb fehérjéje az mTOR (rapamycin emlds célpont), mely szamos folyamat
szabalyozasaért felelds. Az mTOR két komplexben taldlhato: mTORCI és mTORC2. Az
utobbi az AKT-ot (protein kinaz B) aktivalja és a citoszkeletont szabalyozza. Az mTORCla
proliferaciot és sejtnévekedést stimulalja a 4E-BP (elF-4E-kot6 fehérje) és az S6K (riboszéma
protein S6-kinaz) keresztiil, melyek felel6sek a transzlacio, transzkripcio elinditasaért. Ezen
kiviil az mTORCI1 szerepet jatszik a tulélésben, angiogenezisben, lipid bioszintézisben,
mitokondriuk anyagcsere szabalyozasaban, sejtvdz szervezddéséban és a riboszoOma
bioszintézisben. Az S6-kinazon keresztiil megvalosuld negativ visszacsatolas gatolja az
PIK3CA/AKT tulzott aktivitasat. (lasd 10. abra) [2, 96, 100].

Az PI3K/mTOR ttvonal onkogén aktivalasa létrejohet a PI3K (foszfoinozitol-3-kinaz)
vagy AKT (Akt-8 retroviral oncogen) fehérjék konstitutiv aktivacidja vagy a PTEN (foszfataz
¢és tenzin homolog) szupresszor funkciovesztése révén. A forgalomban lévd gydgyszerek
kozil az aktivalt utvonal gatlasira mTOR gatlok 4llnak rendelkezésre: az everolimus
(Afinitor®) és temsirolimus (Torisel®). Ezek rapamycin analdog inhibitorok, melyek a
MTORC1-et gatoljak hatékonyan.
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Az utvonal gatlasra alkalmas még a metformin, melyet neoadjuvans kemoterapids
szerként hasznalnak, de eredetileg a 2. tipusu diabétesz kezelésére talaltadk alkalmasnak. A
metformin az AMP aktivalt protein-kinazt (AMPK) aktivalja mely, gatolja az mTOR
aktivitasat és legujabb kutatdsok szerint a metformin kozvetlentl is gatolja az mTOR-t, ezért
antiproliferativ hatassal rendelkezik. Temsirolimussal kombinalva klinikai vizsgalatok most

zajlanak [92, 93].
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10. abra A PI3K-AKT-mTOR jelut [100]

1.4.1. PIK3CA

PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kinaz) a receptorokrol és a RAS-fiiggd6 MAPK (mitogén
aktivalt protein kindz)-ut feldl érkezé jelek egyik legfontososabb atkapcsold allomaésa.
Aktivalas esetén a p85 alegység a receptor intracellularis doménjével 1ép kapcsolatba, majd
dimerizalodik a pl110 alegységgel. Igy az aktiv PI3K a PIP3 (foszfatidil-inozitol-3,4,5-
trifoszfat) keletkezését indukalja, amely aktivalhatja a downstream jelatviteli fehérjéket. A
pl10 alegységet kodold gén a PIK3CA, melynek aktivalo mutacioi a daganatok 30%-ban
eléfordul. Az aktivalt PIK3CA medidlta jelek gatlasdra rapamicin analog mTOR gatlok
lehetnek alkalmasak (everolimus, temsirolimus) [91, 94]. Mégjobb klinikai eredmények
varhatoak a kettds PIK3CA/mTOR gatloktol, mert csokkenthetik az mTORC1 gatlasabol
szarmazo PI3K erdsités hatdsat. Az EGFR terapia fontos negativ biomarkere az aktivalo
PIK3CA mutacio [2,31]. Az Osztrogén receptor pozitiv mellrak kezelésére anti-Osztogén
gyogyszereket (pl. tamoxifen, letrozol) hasznalnak, melyekre a mellrakokban igen gyakran

mutans PIK3CA rezisztenciat okoz [104].
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1.4.2. PTEN

A PTEN (foszfatdz és tenzin homolég gén) egy tumorszupresszor, melynek feladata,
hogy a keletkezett PIP3-at (foszfatidil inozitol-trifoszfat) visszalakitja PIP2-v¢, igy lassitja a
PIP3 jelutat. A PTEN pontmutacidja vagy delécidja inaktivacidt okoz, igy a PI3K/AKT ut
aktivitisa megné. EGFR inhibitorokra és anti-Osztrogénekre is rezisztenciat mutat a PTEN
mutaciot tartalmazo tumorsejt [89,95]. Ilyen esetben logikus megoldas lenne a downstream
mTOR gatlasa inhibitor alkalmazéisa, de sejtvonalas kisérletek €s klinikai adatok alapjan a
PTEN funkciovesztéses mutacidja mTOR inhibitorokra is rezisztenciat okoz. Ennek az lehet
az oka, hogy az mTOR gatlasa miatt megszlinik a PI3K/AKT utvonal negativ visszacsatolasa

a S6 kinazon keresztiil, igy mégjobban er6sodik az AKT utvonal [90,91].

1.5. RAS-RAF-MEK-ERK jelut

EGFR-RAS-RAF-MEK-ERK (MEK=MAPKK (mitogén-aktivalt protein kinaz-kinaz,
ERK=MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz)) jelat aktivalasa a c-Myc (V-myc
myelocytomatosis viral oncogene homolog) és E2F transzkripcids faktorokat kodold gének
talmiikodését 1dézi eld. Ezek egyrészrdl a sejtproliferacid és az angiogenezis erds indukaloi,
masrészt sejthalal kaszkadok aktivaloi is. Az EGFR-RAS-RAF kaszkad felels tovabba a sejt
tulélésben szerepet jatszo fehérjék aktivaciojaért is (pl. AKT/PKB, PKC), melyek elnyomjak
a sejthaldl jeleket. A jelut eredd valasza a novekedési faktorokra fiziologias koriilmények
kozott végil a proliferacio. A RAS-RAF-MEK-ERK jelatviteli kaszkad szigorti sorrendje
azzal bizonyithato, hogy az utvonal tagjai koziil egynek az aktivaldo mutacidja kizarja a tobbiét
(hiszen nem okozna nagyobb szelekcios elony) és hatastalanna teszi az upstream fehérje

gyogyszeres gatlasat [3].

1.5.1. KRAS, HRAS és NRAS

A RAS csalad a kis G-fehérjékhez tartozik. A RTK-rdl a Grb2 adaptor fehérje és a

SOS1 (SOS kicserélodd faktor) segitségével tovabbitodik a jel a RAS-ra, melynek hatasara a

megkotott GDP-t GTP-vé alakitja, igy elsdsorban a RAF/MEK, de a PIBK/AKT utakat is

indukalhatja. A KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) az egyik leggyakoribb

onkogén, hasnyalmirigyrakok 90%-ban mutans, de barmely daganattipusban eléfordulhat.

Aktivaldo mutécioi 12., 13., 59. és 61. aminosavakat érintik, melynek eredménye RAS GTP
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crer

KRAS egyelore indirekt gyogyszercélpont, mivel az dket célzd gyodgyszerek még fejlesztés
alatt allnak és az EGFR-t célzd terdpidk negativ biomarkere. Preklinikai és klinikai
vizsgalatok sora igazolja, hogy KRAS aktivaldé mutacié jelenlétében az EGFR-t célzo
kezelések cetuximabbal, panitumumabba erlotinibbel hatdstalanok lesznek, hiszen a mutans
KRAS aktivalasahoz nem sziikséges upstream jel. Az NRAS és a HRAS szerkezetében ¢€s
fukcidjaban homolog a KRAS-sal, szoveti eldfordulasukat tekintve kiilonboznek [79, 80, 81,
85].

1.5.2. BRAF

A BRAF (szerin-treonin kinaz B-Raf) a KRAS fel6l a MEK-re kozvetiti a jelet.
Aktivald mutaciot - melyek koziil a leggyakoribb a V600E- fOleg melandméaban ¢és
vastagbélrakban észlelték, de barmely daganattipusban eléfordulatnak. EGFR gatlo
alkalmazasakor gondolni kell arra, hogy a BRAF aktivalé mutacioja rezisztenciat okoz [77].
Létezik mar egy torzskonyvezett BRAF gatlo, a vemurafenib (PLX4032, Zelboraf ™),
melynek indikacioja V600-as mutaciot hordozé irrezekabilis vagy metasztatikus melanoma
malignum. A vemurafenib rendkiviil szelektiv a V600E mutdns BRAF gatldsara a vad
tipushoz képest [20,21]. Ha a melanoma KRAS aktivalé mutaciot tartalmaz, a MEK/ERK ut
képes aktivalodni a CRAF-on (szerin-treonin kinaz) keresztiil is, ezért ebben az esetben
BRAF gatlo alkalmazédsa hatastalan (11. abra). Ekkor megoldas lehet dual BRAF/CRAF
gatlok (pl. XL-281), vagy MEK-gatlok alkalmazasa, melyek jelenleg klinikai vizsgalatban
vannak [2, 76]. Vemurafenib kezeléskor is kialakulhat rezisztencia a KRAS aktivalodasa
miatt, de a PDGFRp Overexpresszidja altal is. Utobbi esetben az alernativ PI3K/AKT
medialta MAPK talélési utvonal er6sodik [78].

BRAF V600E melanoma NRAS mutant melanoma
+ BRAF gatlo + BRAF gatlo

BRAF inhibitor BRAF inhibitor o

11. abra BRAF és NRAS mutans melanéma valasza BRAF gatlora [76]
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2. Célkitazés

Célunk adatbazison alapuld dontéshozo rendszer 1étrehozéasa, amely a tumor biomarker
mintdzata alapjan elére jelzi, hogy a molekuldrisan célzott gyogyszerek koziil melyek
lehetnek hatdsosak és melyek nem. A rendszer alapjaul egy mutacid-specifikus adatbazist
hozunk 1étre, mely a beteg tumormintajaban diagnosztizalt aminosav-eltéréshez
gyogyszerérzékenységet tarsit. Erre épiil az evidencia alapu dontéstdmogatd rendszer, amely
terapias lehetdségek koziil kivalasztja a kedvezdeket vagy a hatédstalanokat. TDK
dolgozatomban 18 fontos rakgén mutacioit és 20 torzskonyvezett gyogyszer

alkalmazhatdsagat vizsgalom.
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3. TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE ™

3.1. Modszerek

TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE™ (célzott gyogyszer érzékenységi
adatbazis) —t arra terveztem, hogy Osszegyljtsem, hogy az adott géntermékre kifejlesztett
inhibitorok a vad tipusu enzimhez képest az egyes mutans valtozatokat kisebb vagy nagyobb
mértékben gatoljak, mas szdval, melyek azok az aktivald mutacidk az onkogénben, amelyek
egy adott gydgyszerre érzékenyitenek, vagy éppen rezisztenciat okoznak.

Az adatbazis épitésének elsd 1épése, az egyes génekhez tartozd szomatikus mutaciok
letoltése volt a COSMIC (Catalogue of Somatic Mutation in Cancer) adatbazisbol [8]. Ez az
adatbazis kiilonb6z6 laboratoriumok altal rakos szovetekbdl és sejtvonalakbol szekvenalt

gének szekvenciait hasonlitja Ossze. Az ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/CGP/cosmic/data_export

szerverr6l minden gén esetében letoltdttem a csv fajlokat, ami az egyes tumor mintdhoz
hozzarendeli a benne talalt aminosav €s nukleotid valtozast a szdveti €s hisztologiai tipust, a
tumort vizsgadld tanulmany Pubmed ID-t valamint egyéb jellemzdket is. Adatbazisomhoz az
aminosav valtozasokra ¢és gyakorisagukra volt sziikség, ezért a csv fajlokat a konnyt
kezelhetdség ¢érdekében a TIBCO Spotfire® adatbéaziskezeld programba toltéttem be.
Szliréssel egy 1) Excel fajlba vittem at az Amino Acid oszlopot, majd a program segitségével
generalt Count(Amino Acid) oszlopot, ami kiirja a mutaciok darabszamat. A mutaciokat
gyakorisag szerinti csokkend sorrendbe rendeztem.

Néhany gén esetében rezisztencia mutaciok is kialakulhatnak, melyek altaldban
gyogyszerkezelés hatasdra, mint masodlagos mutéaciok jonnek Iétre. Ilyen pl. az EGFR
esetében a T790M rezisztencia mutacio. Ezen kettds mutansok gyogyszer-érzékenységi
adatait is bevittem az adatbazisba. Az irodalmi kutatas soran olyan egyszeres mutansokat is
talaltam, amelyek nem szerepeltek a COSMIC adatbazisban. Ezért ezekhez az adatokhoz
eléforduléasi gyakorisagot nem tudtam tarsitani.

Az evidencia alapu adatbazis felépitéséhez a PubMed és a Google Scholar keresdjét
hasznaltam. Az egyes génekhez irodalomkutatas alapjan valasztottam ki a kapcsolodo célzott

gyogyszereket (1. tablazat).
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1. tablazat

imatinib, nilotini, dasatinib KRAS erlotinib, cetuximab, panitumumab
crizotinib MET crizotinib

vemurafenib NRAS cetuximab, panitumumab
gefitinib, erlotinib, cetuximab HDICISSVAN pazopanib, sunitinib, sorafenib

sunitinb PIK3CA everolimus, temsirolimus,  metformin,

cetuximab, anti-6sztrogének

lapatinib, trastuzumab, pertuzumab PTEN everolimus, metformin, cetuximab, anti-

Osztrogének

lapatinib RET vandetanib, sunitinib

cetuximab, panitumumab SRC dasatinib

imatinib, sunitinib, dasatinib, nilotinib AVAS(E1Zz¥A pazopanib, sorafenib, sunitinib

Minden gyodgyszermolekula esetében megkerestem a vad tipusi enzim €s mutans
valtoztatok biokémiai assay-ben és sejtvonalakon mért 1Cso (nM) értékeit. Az ICso (half of
maximal inhibitory concentration) az az inhibitor koncentracid, amely valamely biologiai
jellemzd aktivitasat felére csokkenti. Enzim esetében ez az enzimaktivitds 50%-ra valo
csokkentéséhez szilikséges inhibitor koncentraciot jelenti. Kompetitiv agonista gyogyszer
esetében az Gsszefliggés az inhibicios allando (Kj) és az ICsp kozott: 1C50=Ki*(1+S/Kp). A
sejtvonalakon mért ICso adatoknak a sejtploriferacio 50%-ra vald csokkentéséhez sziikséges
gyogyszerkoncentraciot adtam meg.

Abban az esetben, ha nem talaltam szamértéket, az abrakbol vagy szovegbdl olvastam ki,
hogy az adott mutacio érzékenyitd vagy sem, a kovetkezd jelolést alkalmazva: <wt, >wt és
~wt. Ha egyértelmii rezisztenciat irtak le az adott gyogyszermolekulara, de nem volt
feltiintetve szamérték, a >wt(res) jelolést alkalmaztam. Néhany esetben kizardlag klinikai
adatot taldltam, azaz azt, hogy egy adott paciens milyen mértékben reagalt a célzott kezelésre
rakos szovetében az adott mutaciét hordozva. Ekkor CR (teljes remisszio), PR (részleges
remisszi6), MR (kismértékii valasz), SD (stabil betegség), PD (betegség elérehaladasa) és NR
(nincs valasz) jeloléseket alkalmaztam a kézleményben hasznalt jelolések szerint. Ha csupan
szoveges kapcsolatot talaltam a mutacio és gyogyszerérzékenyége kozott preklinikai vagy
klinikai szinten és mds besorolas nem volt alkalmazhaté a P (=pozitiv) vagy N (=jeloléseket)
alkalmaztam.

A mutansok ICso értékeit kapott a vad tipus ICso értékével és a maximalis

plazmakoncentracioval (Cmax) hasonlitottam Ossze. A Cpax-0t a torzskonyvezett napi dozis
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alapjan allapitottam meg a gyogyszer fazis 1 vizsgalatabol, majd atszdmoltam nM dimenzora.
Azt feltételeztem, hogy az a mutans rezisztens, amelyre a gyodgyszer 1Csy értéke tullépi a
maximalis plazmakoncentraciot. A 2. tablazat tartalmazza az altalam felépitett empirikus

osztalyozasi rendszert, amely iranyado lehet az egyes gydgyszerek alkalmazasahoz.

2. tablazat
Mutacié hatasa a Klinikai adatok
Sejtvonalas vagy enzimes adatok alapjan Kapcsolat
gyogyszerzékenységre alapjan
Erzékenyit I Cso(mut)<0,9*ICsq(Wt) <wt CR, PR P
Vad tipussal egyez6 0,9*1Cso(Wt)<ICsp(mut)<1,1*ICso(Wt) ~wt MR, SD
Vad tipushoz képest
1,1*1Cs(Wt)<ICsp(mut)<Cmax >wit
kevésbé érzékeny
Rezisztenciat okozo Cmax<ICso(mut) >wi(res) PD, NR N

. Az adatbazishoz 6sszesen 108 kozleményt dolgoztam fel, melyeknek jegyzéke a 7.1-es
fiiggelékben lathatd. Az COSMIC adatbazisbol letoltott mutacidhoz tartozo adatok lathatoak
az excel fajl felsé részében, mig a COSMIC-ban nem szerepld egyszeres vagy dupla
mutansok a tablazat aljan lathatdak. Az excel tablazatban minden adathoz hiperhivatkozasként
beillesztettem a PubMed hivatkozésat, igy rakattintva kozvetlentil elérjiik az adatot tartalmazo

cikket.

3.2. Eredmények

Az adatbazist18 gén és 20 célzott gydgyszer dsszesen 35 féle gyogyszer-gén kapcsolatat
tartmazza, melynek felépitéséhez 108 kozleményt hasznaltam fel. Az adatbazis a
diagnosztika@kps.hu e-mail cimen igényelhetd.

Példaként a dolgozatban az EGFR és KIT adatbazisanak egy részlete lathato (Hiba! A

hivatkozasi forras nem talalhaté. és Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhato.).
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Hatdanyag gefitinib erlotinib cetuximab
Napi dézis 250 mg 150 mg 400 mg/m2
M [ng/nmol}) 446,9 393,4 145781,6
Cmax (ng/ml) 85 1055 205000
Cmax (nmol/l) 190,20 2681,75 1406,21
_ /55112 COSMIC masodlagos ) ) ) ) ) )
mutacio . . . Sejtvonal IC50 (nM)| Enzim ICS0 (nM) |Sejtvonal IC50 (nM)| Enzim IC50 (nM)  |Sejtwonal IC50 (nM)| Enzim IC50 (nM)
mintabol mutacid
wit 157 3 110 0,56 0,25
p.LB58R 4203 = 0,8 40 3
p.7?del 2171
p.E746_A750del 1971 6,7
p.? 550
p.T790M 459 =2000 =2000 0,62
p.L747_P753=5 206 7 5 0,37
p.L747_A750=P 133 74
p.L747_T751del 131 <wi
p.L861Q 120 170 103
p.E746_S5752=V 83 306
p.G7185 71 68 16
p.G715A 66 PD
p.L747_S752del 66 PR
p.S7681 60 315 250
p.G718C 36 PR
p.L747_T751=P 34 PR
p.E746_T751=A 32 MR
12. abra Részlet az EGFR adatbazisabol
A B o u E r 5] H 1 E) LS
1 Hatdanyag Imatinib Sunitinib Dasatinib Nilotinib
2 Napi dozis 400mg S0mg 50 mg BID 400 mg BID
3 M (ng/nmol) 446,9 398,5 488 529,5
4 Cmax (ng/ml) 1740 261 376 1644
3 Cmax (nmol/l) 389345 55,50 77,05 3104,82
. /22552 COSMIC mésodlagos. i i i i i i i i
& mutacié B it Sejtvonal IC50 (nM)| Enzim IC50 {nM) [Sejtvonal ICS0 (nM)| Enzim IC50 (nM) |Sejtvonal IC50 {nM)| Enzim IC50 (nM) [Sejtvonal IC50 {nM) Enzim IC50 {nM)
mintabol mutacis
7wt 3400 100 <100 40 512 79 210
804 nem COSMIC
805 p.Y503_F504insAY (502-503 dupl) D820Y > 5000 1486 40,6 248
206 p.Y¥503_F504insAY (502-503 dupl) NS22K >1000 >1000 66,2 369
807 p.Y503_F504insAY (502-503 dupl) V654A 3100 100 3345 1045
208 p.¥503_F504insAY (502-503 dupl) D816H 4930 >1000
809 p.Y503_F504insAY (502-503 dupl) D320G 2640
810 p.V359D p.T6701 >10000 70 =>10000
811 p.W560G P-V654A >wt (res) >wt (res)
812 p.v560del p-V654A 3927 585 192
813 p.W3557_Ks53del p.T6701 >10000 50-100 >10000 >10000
814 p.V559D D820Y 3202 432 297
815 p.W557_Ks58del P-VB534A 50-100
816 p.V560D p-V654A 1600 <100
817 p.V360D p.T6701 >5000 <100
818 p.V560D DA16H 1990 >1000
219 p.V560D D820A 4000
220 p.V560D D320G 3255 >1000
T SR ey e

13. abra Részlet a KIT adatbazisaboél (kettés mutansok)

Az adatbazis preklinikai eredményeken alapul, kivéve néhdny esettanulmanybol
szarmaz6 klinikai értéket. Az adatbazis az ICs értékek Osszehasonlitasaval segit eldonteni,
hogy az adott mutdciot tartalmazd sejt melyik célzott gydgyszerre lehet érzékeny. Az ICsg
értékek kiilonb6zd laboratériumok méréseibdl szarmaznak, igy az eredmények statisztikai
értékelését nem taldltam helyénvalonak. Ehelyett megvizsgaltam mutans 1Csq értékek vad
tipustol ¢és maximalis plazmakoncentraciotél vald eltérését, melyhez szinjeloléseket
alkalmaztam (lasd 2. tablazat). A maximalis plazmakoncentracioval vald 6sszehasonlitds arra
szolgal, hogy megallapitsuk a ténylegesen rezisztens mutansokat, tehat azokat az esetek,
amikor a gyodgyszer torzskonyv szerinti adagolasa esetén nem fogunk elérni szdmottevd

farmakologiai hatast.
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Az igy felépitett informaciohalmaz hianypotld, hiszen még nem Iétezik olyan
adatbazis, amely a szomatikus mutaciok gyodgyszerérzékenységre kifejtett hatdsat vizsgalna
[99].

Egy hasonlé kezdeményezés a Genomics of Drug Sensitivity in Cancer, mely tobb mint
1000 sejtvonal érzékenységét vizsgalja 130 rakellenes szerre (célzott gyogyszerek és
hagyomanyos kemoterapias szerek) [88]. A vizsgalat soran a sejtéletképességi assay-ket
meghatarozott  protokoll  szerint  végezték, 1igy az eredmények ténylegesen
meghataroztak hatasat a gyogyszerérzékenységre a vad tipushoz képest. A vizsgélat hatranya
az, hogy az elemzést csupan két csoportra osztja, mutans és vad tipus, igy az érzékenyitd ¢€s
rezisztenciat okozo mutaciok is egy statisztikai halmazba keriilnek. Az adatbazisnak a masik
gyenge pontja az, hogy a vizsgalt génekhez sok esetben nem relevans gyogyszermolekulakat
tarsit vagy a legfontosabb gyogyszermolekuldkat kihagyja a screeningbdl, igy a témaban nem
jartas felhasznalé hamis kovetkeztetéseket vonhat le az eredményekbdl.

Az altalam felépitett adatbazis eldnye az, hogy mutacio specifikus, tehat minden eddig
kimutatott mutacio esetében kiilon-kiilon prediktalja a gyogyszerérzékenységet, amennyiben
létezik adat. Masik elénye, hogy mar forgalomban 1év6 gyodgyszermolekulakat vizsgal,
melyeknek hatdsossagat igazoltak a célgénre. Az adatbazis uj irodalmi adatokkal
folyamatosan bovithetd. A teljes adatbazis az adott célpontokra kifejlesztett preklinikai vagy
klinikai vizsgalat alatt allo Osszes gyogyszert tartalmazza, de TDK dolgozatomban csak a

torzskonyvezett gydgyszermolekulak szerepelnek.

3.2.1. Fontos megallapitasok

Eredményeimbdl vilagosan latszik, hogy a tumorban nemcsak a mutacidé jelenlétét
sziikséges megallapitani, hanem a mutécid statuszat is, mert a kiilonb6zé muténsok eltérd
érzékenységet jelenthetnek az egyes gyogyszerekre. A kovetkezékben néhany példan
keresztiil mutatom be az adatbazis fontossagat:

KIT adatbazisat megvizsgalva az imatinibre, sunitinibre, niolitinibra és dasatinibra
minden egyes mutdns eltérd érzékenységgel reagdl. Egyik mutins esetében a dasatinib
rendelkezik a legkisebb 1Csy értékkel, a masik mutans esetében pedig az imatinib lehet a
megfeleld terapia. A 4 gyogyszer eltéré molekulaszerkezete miatt minden egyes mutaciéo mas-
mas hatassal van a kotddésiikre. Ezzel ellentétben az EGFR minden mutécidja hasonloan

viszonyul az erlotinibre és gefitinibre vald érzékenységhez, ezért ha egy EGFR mutacio
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esetében azt talaljuk, hogy érzékeny gefitinibre, nagy valdszinliséggek érzékeny lesz
erlotinibre is. Adatbazisom segitségével tehat az egyes gyogyszerek mechanizumasak
hasonl6sagat vagy kiillonbozéségét is megfigyelhetjiik.

Adatbazisom segitségével elkeriilhetjiik azt, hogy a beteg olyan kezelést kapjon, ami
hatastalan lesz. A klinikai vizsgalatok statisztikailag kimutattak, hogy a BCR/ABL imatinib-
rezisztens mutansok esetében a nilotinib vagy a dasatinib hatasos lehet [23,26]. Kutatasom
soran kideriilt, hogy nem minden imatinib-rezisztens mutins szenzitiv nolitinibre ¢és
dasatinibre. A leggyakrabban eléforduld T3151 mutans esetében az in vitro adatokat
alatamasztjak klinikai adatok is, miszerint dasatinibra és nilotinibra is rezisztens, és az
E255K/V, F359C/V, Y253H mutaciok is csak mérsékelt érzékenyéget okoznak a nilotinib
esetében [24,25].

Molekularis biologiai szempontbol furcsa, hogy preklinikai és klinikai vizsgéalatok
szerint az EGFR gatlo erlotinib vagy cetuximab kezelés hatdsos lehet a KRAS G13D mutans
esetében. A cetuximab egyik klinikai vizsgédlata soran a GI13D muticido esetében
szignifikansabb hosszabb progressziomentes és teljes talélés volt tapasztalhatd az egyéb
KRAS mutans vagy vad tipusu betegekhez képset. Egy esettanulmény arrdl szamolt be, hogy
egy kettés EGFR 19 del exon ¢s KRAS G13D mutans beteg esetében az erlotinib kezelésre 8
hénapig progressziomentes volt, ami azt jelenti a KRAS mutacié nem jelentett rezisztenciat a
TKI kezelésre. Ez annak valosziniisithetd, hogy ez a GI13D mutdns kevésbé jelent
aktivitasnovekesét és az EGFR gatlas egy alternativ utvonal gatlasat is jelentette. Az in vitro
adatok aldtamasztjak a klinikai eredményeket: a G13D mutacié kevésbé transzformald és nem

inhibealja olyan mértékben az apoptdzist, mint a G12 mutansok [82,83,84].
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4. TARGET-DRUG ASSOCIATION ANALYZER™

A TARGET-DRUG ASSOCIATION ANALYZER™ arra szolgal, hogy megallapitsa,
hogy az egyes biomarkerek jelenlétében melyik célzott gyogyszer lehet hatasos és melyik
nem ¢és melyek azok a gydgyszerek melyeknek alkalmazasa irrelevans. TDK dolgozatomban
18 gén és 20 célzott gydgyszer kapcsolatat allapitottam meg (1. tablazat), valamint
megvizsgaltam 6 olyan esetet ahol 2 gén muticidja is jelen van. A rendszer alapjat a a
TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE ™ képezi, ami preklinikai adatok alapjan
mutaciospecifikusan  becsiilli meg a gyogyszerérzékenységet. A TARGET-DRUG
ASSOCIATION ANALYZER™ egy evidencai alapi dontéshozd rendszer, amely a
TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE™ alapjan és a klinikai eredmények
figyelembe vételével segit eldonteni, hogy a beteg tumorjaban talalt mutaciok alapjan melyik
kezelés lehet alkalmas, melyik nem. A dontéshozo rendszerben arra torekedtem, hogy mindig
a legmagasabb fokt klinikai kapcsolatot (fazis Il vagy fazis III vizsgalatot) rendeljem a
biomarker €és gyogyszer kapcsolatdhoz, amennyiben létezett ilyen vizsgalat. A gyogyszerek
hasznalhatosagat szervtdl fliggetleniil vizsgéaltam, kivéve az anti-Osztrogén szereket (pl

tamoxifen), amelyek a mellrak kezelésére indikaltak.

4.1. Modszerek

A tumormintaban diagnosztizalt biomarkerhez a 20 célzott gyogyszert 4 féle csoportra
osztottam a kapcsolatuk tipusa szerint (3. tablazat). A kapcsolat tipusat irodalmi kutatassal
hataroztam meg, melyet az 4.2 Eredmények fejezetben kozlok. A kapcsolat tipusat
modosithatjak egyes mutaciok (pl. a rezisztencia mutaciok), igy minden mutaciod esetében a
TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE ™ adatbazis adatat is figyelembe kell venni
a gyogyszerérzékenységre vonatkozdéan. Ha az analizis soran, azt taldljuk, hogy tobb
gyogyszer is hatasosnak bizonyulhat, a TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE™
ICso értékei alapjan megbecsiilhetjiik, hogy ezek koziil melyikre a legérzékenyebb.

Mindegyik kozleményhez hozzarendeltem az evidencia szintjét, ami azt mondja meg,
hogy az adat a gyogyszervizsgalatok melyik fazisdbol szarmazik: preklinikai (biokémiai
assay-k, sejtvonalas vagy xenograftos egér kisérletek), fazis 1, 2 vagy 3 vizsgalatbol vagy

esettanulmanyokbdl, retrospektiv vizsgdlatokbol szarmazik (3. tdblazat).
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A biomarker és a gyogyszer kapcsolatanak szintjét IS meghataroztam, mely a
kozleményekben talalt kisérletek szamatol és a tanulmany tipusatol fliggetleniil allapitja meg
a kapcsolat er6sségét (3. tablazat).

Az elemzést elvégeztem az olyan esetekre, ahol egyszeres vagy kétszeres mutacio fordul
elé egy génen beliil, illetve 6 szakirodalomban eléforduld biomarker kombinaciora, amely
esetekben két gén is hordoz mutaciot.

A felhasznalt kozlemények listajat, a kapcsolat szintjét és evidencidjat a 7.2 fliggelék

tartalmazza.

4.2. Eredmények

A TARGET-DRUG ASSOCIATION ANALYZER™ felépitéséhez hasznalt kozlemények
jegyzEékét a 7.2. fejezet tartalmazza. A 7. tablazatban lathatjuk az analizis soran megallapitott
kapcsolatokat a biomarker és gyogyszer kozott a 4. tablazat szerinti csoportositast hasznalva.
A 7. tablazatban szerepld szamok a szamok a 8.2. fejezetben szerepld kozlemények
hivatkozasai. A felhasznalt kozleményhez hozzarendeltem kapcsolat szintjét és evidenciajat
is. Az atlos vonallal athuzott esetekben a kapcsolat megallipitasahoz a TARGETED DRUG
SENSITIVITY DATABASE™ adatbazis hasznalata is sziikséges, ugyanis ezekben az
esetekben eldfordulhat, hogy az adott génben talalt mutacio/kettés mutacid6 megvaltoztatja a
az altalanos kapcsolatot a gén ¢és a gyogyszer kozott. Az ilyen esetek legtobbszor
rezisztenciat okoznak, de a KRAS egy mutansanak esetében eléfordul, hogy érzékeny lesz
EGFR géatlora annak ellenére, hogy az altalanosan elfogadott 0sszefliggés szerint a KRAS
aktivaldo mutacioi rezisztenciat okoznak EGFR gatlokra.

A tablazatbol konnyedén leolvashatd, hogy a gydgyszer alkalmazasahoz mely gének
vizsgélata sziikséges, azaz melyek azok a biomarkerek, melyek jelenéte indikéalhatja vagy
éppen kizarja a gyogyszer alkalmazéasat. A tabldzatbol latszik az is, hogy melyek azok a
gyogyszerek melyek alkalmazasa nem kotddik biomarker jelenlétéhez (pazopanib, sorafenib,
sunitinib), és melyek azok a gydgyszerek kizardlag biomarker jelenlétében hatasosak, vagy

hatastalanok.
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3. tablazat

Biomarker és gyogyszer

Evidencia szintje

Kapcsolat szintje

kapcsolatanak tipusa
Pozitiv - A biomarker jelenlétében a célzott

gyogyszer hatasos lehet.

Torzskonyvezett — R - A biomarkert

tartalmazza a torzskonyvi eléiras

Negativ- A biomarker jelenléte miatt a célzott

gyodgyszer hatastalan lesz.

Semleges - A biomarker jelenléte nincs
kapcsolatban a gydgyszer hatasossagaval, és
gyogyszer lehet

jelenlététdl fiiggetlentl

hatasos mas biomarkerek

Klinikai | = CI - Fazis II-lll vizsgalatbdl

szarmazoé evidencia

Klinikai Il - CIl - Fazis 1,

H

hatasosséaga és a biomarker jelenléte kozott. Példaul

Erés a

Magas- kapcsolat a gyogyszer
0-10% -ban reagal, ha nincs jelen a biomarker, és 50-

100%-ban ha jelen van, fuggetlenil az esetek

szamatél és a tanulmany tipusatol

egyéb
csoportos vagy csoportos retrospektiv

vizsgalatbol szarmazé evidencia

Irrelevans — A talalt biomarker és a célzott
gyogyszer kozétt nincs kapcsolat, mivel a célzott

gyogyszer alkalmazasa egy masik biomarker

jelenlétéhez kotott.

Kozepes — M - Tisztazott kapcsolat van a biomarker
és a gydgyszer hatasossaga kozott, de vannak

kivételes esetek

Klinikai Ill - Clll - Esettanulmany

Preklinikai — PC — Preklinikai (biokémiai,

molekularis  bioldgiai,  allatkisérletek)

Alacsony - L — A kapcsolat nagyon csekély, még ha

statisztikailag  szignifikans is a  nagyszamu

vizsgalatok alapjan

kisérletbdl szarmazé evidencia

W+ vagy ,-, a pozitiv vagy negativ kapcsolatot jeldli

4. tablazat (a szamok a 7.2. fejezet hivatkozasai; HER2+: HER2 6verexpresszid)

mutécié vagy
P ABL | ALK | BRAF | EGFR | FLT3 | HER2 | HER4
transzlokacié

HRAS

KIT | KRAS | MET | NRAS PD 3CA| PTEN | RET

PIK3CA|PIK3CA| PTEN | PTEN [PIK3CA| PTEN

SRC VEGFR2

KRAS | BRAF | KRAS | BRAF | HER2+| HER2+

anti-oestrogens

cetuximab

crizotinib

dasatinib

erlotinib

everolimus

gefitinib

imatinib

lapatinib

metformin

nilotinib

panitumumab

pazopanib

41 41 41 41 41

pertuzumab

sorafenib

39 39 39 39

sunitinib
40 40 40 40

temsirolimus

trastuzumab
18

vandetanib

vemurafenib

biomarker és gyogyszer kapcsolata:

1 pozitiv

1 negativ

:semleges : nincs kapcsolat
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1 pozitiv, de eléfordulnak rezisztencidt okozé mutdcidk (ldsd: Targeted Drug Sensitivity Database)

1 negativ, de eléfordul olyan mutdcié, amely nem okoz rezisztencidt (ldsd: Targeted Drug Sensitivity Database)




A dontéshozo rendszer alkalmazhatdsagat néhany példan keresztiil mutatom be:

1. példa
KIT D816V mutans beteg
8 Lo £ Prn N
Se e 0e Op "0 o g M

Ao

Pozitiv biomarkere: dasatinib [PC, +H]
Negativ biomarkere: imatinib [PC, -H], sunitinib [PC, -H], nilotinib [PC, -H]
Hatasos lehet: pazopanib [CI, +H], sorafenib [CI, +H] (VEGFR, PDGFR gatlok)

Nem hozhat6 kapcsolatba, mivel erésen biomarker fliggdek: az 6sszes tobbi

2. példa
KIT W557 K558del/T6701 mutans beteg

Aen Hen

Pr  p L
&, & W P60, %5 » 2
e g e O 038 0 s A0y s ey Pas g g oy Rey &fceﬁ?

Pozitiv biomarkere: sunitinib [PC, +H]
Negativ biomarkere: imatinib [PC, -H], dasatinib [PC, -H], nilotinib [PC, -H]
Hatasos lehet: pazopanib [CI, +H], sorafenib [CI, +H] (VEGFR, PDGFR gatlok)

Nem hozhat6 kapcsolatba: az 6sszes tobbi



3. példa
PIK3CA H1047R mutans HER?2 + mellrikos beteg

& &
T g e Sy 030

Pozitiv biomarkere: lapatinib [PC, +M], everolimus [CI, +H], temsirolimus [PC, +H],
metformin [CII, +H]

Negativ biomarkere: cetuximab [PC, -H], anti-oestrogens [CII, -L], trastuzumab [PC, -H]
Hatasos lehet: pazopanib [CI, +H], sorafenib [CI, +H], sunitinib [CI, +H] (VEGFR, PDGFR
gatlok)

Nem hozhato6 kapcsolatba: az 6sszes tobbi

4. példa
PIK3CA H1047R és KRAS G21V Kkettés mutans colon carcinomas beteg

A,
D 2, b
s G, o
Ty A ey 705 %0, 0, e 17 g e B g Sy T, Rer ek,

Pozitiv biomarkere: -

Negativ biomarkere: everolimus [PC, -H], cetuximab [PC, -H], temsirolimus, metformin
Hatésos lehet: pazopanib [CI, +H], sorafenib [CI, +H], sunitinib [CI, +H] (VEGFR,
PDGFR gatlok)

Nem hozhato6 kapcsolatba: az sszes tobbi
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Ha egy muticid kezelésére TARGET-DRUG ASSOCIATION ANALYZER™ szerint
tobb célzott kezelés lehetséges az onkologus a mellékhatasok vagy egyéb klinikiai jellemzok
alapjan eldontheti, melyik lehet a legmegfelel6bb a beteg szamara. Eléfordulhat az is, hogy a
célzott kezelések kozil egyik sem megfeleld az adott muticidhoz, ebben az esetben a

hagyomanyos kemoterapias kezelés mellett kell maradni.

4.3. Perspektivak

Terveink kozé tartozik, hogy adatbazisunkat és dontéshozd rendszeriinket a lehetd
legtobb rakgénre és célzott gyogyszerre kiterjessziik, annak érdekében, hogy a beteg a
legmegfelelobb kezeléshez juthasson hozza.

Kutatdsom masik iranyvonala a molekulamodellezésen alapuld farmakogenetikai
vizsgalatok lesznek, ahol bioinformatikai eszk6zok segitségével in silico probaljuk
meghatarozni a gydgyszermolekula affinitdsat a mutans fehérjéhez.

Ritka mutaciok esetében nem 4&ll rendelkezére adat a gydgyszerérzékenységre
vonatkozdan. Arra nincs lehetdség, hogy az Osszes eddig identifikalt mutdns fehérjét
expresszaltassuk  sejtvonalakban, ¢s  megmérjiilk  érzékenységliket  kiilonbdzo
gyogyszermolekuldkra. A kérdés, hogy vajon meg tudjuk-e becsiilni in silico a
gyogyszerérzékenységet ezekben az esetekben? Az internetes adatbazisokbdl elérheté 3D
fehérjestrukturak szdma egyre novekszik, beleértve a mutacidval rendelkezd és
gyogyszermolekuldval dokkolt modelleket is. Ezek elemzésébdl megérthetjiik a gyogyszer-
fehérje k6t6dés mechanizmusat és a mutaciok terapias valaszra kifejtett hatasat is [99].

A KIT L576P pontmutansaval in silico végzett imatinib és dasatinib dokkolasok soran
az imatinib esetében a mutaciod jelenléte kedvezdtlen szabadenergia ndvekedést okozott, a
dasatinib és a vad vagy mutans forma a kotési szabad energia nagyjabol megegyezik. Ennek
megfeleleléen a sejtvonalakon végzett kisérletek is azt mutatjak, hogy a dasatinib a L576P
mutans és a vad tipus sejtvonalat egyforma ICsg értékkel gatolja, mig imatinibre rezisztens a
mutans sejtvonal. A vizsgalat Osszefliggésbe hozhatd egy metasztatikus nyalkahartya
melanomas beteggel, akirdl retrospektiv kideriilt, hogy L576P hordoz6. Az elsévonala
imatinib kezelésre nem reagalt, masodvonalban pedig dasatinibbel kezelték, amely parcialis

remissziot eredményezett [72].
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5. Osszefoglalas

Mara egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a rak genetikai eredetli betegség, melyet
megkdzelitdleg 460 gén szomatikus vagy Oroklott mutacidi okozhatnak. Ez ) irdnyvonalat
adott az onkologiai diagnosztikanak és a daganatellenes gyogyszerek fejlesztésének. A feladat
az, hogy minden egyes beteg esetében megtalaljuk a molekularis célpontot, ami
meghibasodott €s a célpontnak megfeleléen gydgyszeresen gatoljuk az okozott sejtmiikddési
szabalyozasi zavart. A gyogyszerérzékenys€g vagy rezisztencia nagymértékben fiigg a
mutacid génbeli helyétdl, amely kovetkezd generacids szekvendldsi technikdkkal pontosan
meghatarozhatd. Az utobbi 10 évben a célzott terdpia kezdeti sikerei miatt rohamosan nétt a
molekuladris adatok halmaza és klinikai vizsgéalatok szdma, valamint tobb mint 400 1
gyogyszermolekula all klinikai fejlesztés alatt. A rakgének lehetséges mutacionak szama a
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) adatbazisban elérte az 540.000-et [8].

Célunk egy olyan dontéstamogatd szoftver fejlesztése az onkologusok szdmara, ami a
tumor biomarker profilja alapjan prediktalja, hogy a kezeléshez melyik célzott gyogyszer
lehet hatasos, és melyik nem. A rendszer alapjdt a TARGETED DRUG SENSITIVITY
DATABASE képezi, amely irodalmi adatok alapjan a szomatikus mutaciok
gyogyszerérzékenységre kifejtett hatasat vizsgélja. Az adatbazis mutans sejtvonalakon vagy
enzimeken mért gyogyszerérzékenységi adatokat tartalmaz a vad tipussal 6sszehasonlitva. A
felépitett informaciohalmaz hianypo6tlo, hiszen hasonlod adatbazis még nem létezik [99]. A
TARGET-DRUG ASSOCIATION ANALYZER dontéshozo rendszer klinikai evidencidkra
¢s a TARGETED DRUG SENSITIVITY DATABASE-re ¢piil. Feladata az, hogy
megallapitsa a molekuléris diagndzis soran talalt biomarker mintazat biologiai jelentdségét, és
pozitiv vagy negativ kapcsolatit az egyes gydgyszermolekuldk hatékonysagaval. A
dontéshozo rendszert jelenleg 17 proto-onkogén és 1 tumorszupresszor gén valamint 20
torzskonyvezett célzott gydgyszermolekula alkotja.

Jovobeli tervek kozé tartozik, hogy az adatbazist a lehetd legtobb
onkogénre/tumorszupresszorra Kkiterjesztjik és bioinformatikai moédszerekkel - fehérje
szerkezet modellezéssel és gydgyszermolekula dokkolassal - megprobaljuk eldre jelezni a
gyogyszerérzékenységet azokban az esetekben is, amelyeknél még nem 4ll rendelkezésre

kisérletes eredmény.
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