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A checkpoint kinase 1 expresszioja
és gatlasa TP53-mutaciot hordozo
rosszindulatu daganatokban
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Rosszindulati daganatos megbetegedésekben leggyakrab-
ban a progndzissal is 6sszefiiggd, TP53 gént érinté mutaciok
azonosithatéak. Azonban mind ez idaig nem jart sikerrel
a TP53-mutans tumorok célzott kezelése. Célunk volt in silico
azonositani a TP53 gén mutacidinak hatasat a tuléléssel is
Osszefliggl és terdpidsan célozhaté gének expresszidjara,
majd az igy kapott eredményeket in vitro igazolni TP53-vad
és -mutans izogén sejtvonalparokon végzett gatlészeres
kezeléssel. A TP53-mutacids statusz alapjan 994 beteget
két csoportra osztottunk, majd az 6sszes génre Mann-Whit-
ney-tesztet végeztiink, hogy meghatarozzuk, a mutacié mely
gének kifejezédésével all kapcsolatban. A célozhatd kinazok
kdzt a CHEK1 expresszidjanak szignifikdns novekedését
mutattuk ki a TP53-mutans csoportban. Az A549 izogén
tidékarcinéma-sejtvonalakon igazoltuk a CHEK1-expresszid
valtozasat a mutaciéval 6sszefliggésben, majd egy Chk1
(checkpoint kinase 1) fehérjére specifikus gatloszer hata-
sat vizsgaltuk a sejtek mikddésére. A gén prognosztikus
szerepét Cox-regresszié és Kaplan-Meier talélési analizis
hasznalataval, 1926 tiid6karcindmas betegen vizsgaltuk,
mely soran a CHEKT expresszidjanak novekedése rosszabb
prognézissal tarsult. Eredményeink igazoljak, hogy a CHEK1
kifejez6dése nagymeértékben dsszefiigg a TP53-mutacioval
és a tuléléssel is a tiid6 rosszindulati daganatai esetében.
Magy Onkol 63:345-352, 2019
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The most frequently mutated gene in human tumors is TP53
and its mutation significantly deteriorates patients’ survival.
However, to date no targeted therapy is established for TP53
mutated tumors. Here, our aim was to identify druggable
kinases with higher expression in TP53 mutated tumors, as
well as relate these to altered prognosis. We also aimed to
validate a target gene in TP53 wild type and mutant isogen-
ic cell lines using a specific kinase inhibitor. Gene expres-
sion and mutation data were collected from 994 lung tumor
samples. Samples were separated based on TP53 mutation
status, and differential gene expression was compared us-
ing Mann-Whitney test between patient cohorts. Prognostic
value of identified genes was validated in an array-based lung
cancer dataset (n=1926). Survival analysis was performed us-
ing Cox proportional hazards regression and Kaplan-Meier
survival plots. Effect of TP53 mutations on CHEK1 expression
was validated in the Ab49 isogenic lung cancer cell line. The
cell line was also treated using Chk1 protein specific kinase
inhibitor to monitor cell functions. Expression of CHEK1 was
elevated significantly among targetable kinases and higher
expression of CHEK1 related to worse prognosis. Our results
confirm the higher expression of CHEK1 kinase associated to
TP53 mutations and to shorter survival.
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nova E, Gyérffy B. CHEK1 expression and inhibitors in TP53
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BEVEZETES

Arosszindulatu daganatos megbetegedések kozt a tiid6kar-
cinéma a leggyakrabban el6fordulé (12%) és halalt okozé
(18%) betegség. A GLOBOCAN adatai alapjan 2018-ban 1,8
millio ember halt meg tidétumorban, és 2,1 millid Uj esetet
diagnosztizaltak (1). Az Eurépai Unid tagallamai kozt Magyar-
orszagon a legmagasabb a 100000 fére juté halalozasi rata
a tiddkarcinémara nézve (100000 lakosbol 89) (2).

Hisztopatolégiai szempontbél a tiidé rosszindulatu daga-
natai kissejtes (15%) és nem kissejtes (85%) tumorra, azon
beliil féként laphdmsejtes (30%) és adenokarcinémara (60%)
kilonithetéek el. A megfeleld kezelés megvalasztasahoz
a szbvettani besorolads mellett szlikséges az altipusok geneti-
kaijellemzése is. A nem kissejtes tiid6tumorok ellenallébbak
(20-50% vélaszadasi arany) a platinaalapi kemoterapiaval
szemben a kissejtes tid6tumorhoz viszonyitva (60-80% va-
laszadasi arany). Ez az eltérés a személyre szabott terapia
jelentSségét noveli (3). A kissejtes tid6karcinomas betegek
tobbségénél megfigyelhet6 a daganat kialakulasa szem-
pontjabol kulcsfontossagl tumorprotein p53 (TP53, 90%)
és retinoblasztéma-1 (RB7, 65%) tumorszuppresszor gének
funkcidvesztéses mutacidja. Emellett a MYC protoonkogén
fehérjecsalad tagjainak fokozott megjelenése, a foszfatidili-
nozitol-3-kindz (PI3K] és Notch jelatviteli Gtvonalak megval-
tozésa is jellemzé (4). A nem kissejtes tiid6tumorok esetén
gyakoriak az epidermélis ndvekedési faktor receptor (EGFR,
10-60%) és az anaplasztikus limféma kinaz (ALK, 3-5%)
onkogének aktivaldo mutacioiis. A TP53(50%) és az RB1(10%)
gének mutacidja gyakori a nem kissejtes tidétumorok ese-
tében is. Az adenokarcinémakban ezen felil nagy ardnyban
(30%) megfigyelheté a KRAS onkogén mutécidja is, amely
a laphamsejtes betegeknél joval ritkabb (5, 6).

Jelenleg az amerikai Elelmiszer- és Gydgyszerhatdsag
(Food and Drug Administration, FDA] 19 célzott daganatte-
rapias szert fogadott el a tidétumor kezelésére. Ezek koziil
mind alkalmas a nem kissejtes tiidékarcindma kilonb6zé
altipusainak kezelésére, azonban csak egy gyogyszer al-
kalmazhato kissejtes tiidétumorban szenvedé betegeknél.
A felsorolt genetikai valtozasok koziil a legtobb gydgyszer
a féként adenokarcindmaban eléforduld, mutacié hatasara
tultermelédd EGFR fehérjét célozza. Az elsé generacids
EGFR-gatloszerek (példaul gefitinib, erlotinib) a fehérje tiro-
zinkinaz alegységéhez (EGFR-TK) kotédnek (7). A betegek
tobbsége egy éven belil rezisztenssé valik az EGFR-TK-in-
hibitorokra, ekkor a masodik (példaul dakomitinib, afatinib),
és a harmadik generacids (példaul ozimertinib) gatlészerek
alkalmazasa javasolt. A masodvonalbeli tirozinkinaz-gatlésze-
rek az EGFR-TK alegység mellett a human epidermalis néve-
kedési faktor receptor 2 (HER2) fehérjéhez is képesek kotddni,
és az elsd generacios gyogyszerekhez képest még hosszabb
progresszidomentes tulélést biztositanak a kemoterapias
kezeléssel szemben, azonban az okozott mellékhatasaik is
sulyosabbak (8). Az ALK-vagy ROST-mutaciét hordozd nem
kissejtes tlid6karcindmas betegekben alkalmazhaté a krizo-
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tinib tirozinkinaz-gatloszer, ami noveli a progresszidmentes
tulélést, valamint el8segiti a sugarkezelés sikerességét (9).
Rezisztencia vagy agyi attétek megjelenése esetén a masodik
generacios (példaul ceritinib, brigatinib és alektinib), majd
a harmadik generacids (lorlatinib) ALK-tirozinkinaz-gatlok
alkalmazasa javasolt (10). Megfeleld biomarkerek megléte
esetén a nem kissejtes tidétumorok kezelésében a prog-
rammed cell death protein 1-et (PD-1) célzé nivolumab vagy
pembrolizumab, és a programmed death ligand 1-et (PD-L1)
célzo atezolizumab, durvalumab vagy avelumab monoklo-
nalis antitestek alkalmazasa is lehetséges (7). A kissejtes
tid6tumor esetén elsésorban kemoterapiat, agyi attétek
kialakuldsa utan pedig sugarterapiat is kapnak a betegek.
A PD-L1-et célzd monoklonalis antitest, az atezolizumab az
egyetlen FDA altal elfogadott célzott terapias szer eléreha-
ladott stadiumu kissejtes tiidérak kezelésére. Kombinaltan
alkalmazva kemoterapiaval jelentdsen megnoveli a betegek
progresszidmentes és teljes tulélését is az Gnmagaban al-
kalmazott kemoterapiaval szemben (11).

Atud6tumorokban leggyakrabban mutalddé TP53tumor-
szuppresszor gén f6 szerepe a DNS-hibak utan a sejtciklus
leallitdsa és a programozott sejthalal beinditasa, ezaltal
a tovabbi mutacidk kikiiszobolése. A génrdl képzédd p53
fehérje korilbelll 500 gén atirédasara van kozvetlen hatas-
sal, ezaltal szamos sejtbioldgiai folyamatot befolyasol (12).
A gén mutacidja rendszerint gyorsabb lefolyasu betegséggel
tarsul (13). Funkcidvesztés mellett a p53 fehérje mutacidja
a tumorok fejlédését eldsegité funkcidbeli valtozashoz is
vezethet (14). Tobb kisérleti gydgyszer van e mutaciét hor-
dozé betegek célzott kezelésére, de dsszetett szerepe és
funkcionyerd mutacioéi miatt a klinikai gyakorlatban tovabbra
sincs jovahagyott kezelés (15). Szamos gén kifejez8désének
valtozasa egyértelmden 0sszefliggésbe hozhatd a TP53 gén
mutéaciojaval tobb tumortipusban is (4, 16, 17), melyek kozt
tobb tirozinkinaz tuléléssel kapcsolatos szerepét is kimutat-
tak (18, 19). Ezek alapjan célul tliztik ki nagy adatbazisok
hasznalataval olyan a TP53-mutacidval 6sszefligg6 expresz-
szidvaltozast mutatd, terdpidsan célozhaté tirozinkinazok
azonositasat, melyek megndvekedett kifejez6dése rosszabb
prognozissal tarsul. Az igy kapott eredményeket TP53-vad és
-mutans izogén sejtvonalparokon végzett célzott gatloszeres
kezeléssel kivantuk igazolni.

ANYAG ES MODSZEREK

Statisztikai elemzés, kinazok szlirése, tulélés-analizis
AThe Cancer Genome Atlas (TCGA) adatbazisbdl 1053 rossz-
indulaty tidétumoros beteg Uj generacids szekvenalassal
nyert (NGS) adatat toltottik le. A TP53 gén mutacids statusza
alapjan felosztott két betegcsoportot Mann-Whitney-analizis-
sel hasonlitottuk dssze a Genotype-2-Outcome rendszer soran
leirt algoritmussal (http://www.g-2-0.com) (20). A TP53-mu-
tacioval szignifikdnsan 6sszefliggd expressziévaltozast mutato
gének listajabol kiszlrtik a felllexpresszalodd kinazokat,
majd ezek prognosztikus szerepét Cox-regresszidval és



Kaplan-Meier tulélési vizsgalattal hataroztuk meg (http://
kmplot.com/analysis) (21). Ennek eredményeként kisz(rtik
a TP53-mutacidval 6sszefiiggd, fellilexpresszalddo kinazokat,
melyek magas expressziéja rossz prognézissal tarsul tidé-
karcindmas betegekben, melyek koziil a chekpoint kinase
1-et (gén: CHEK1, fehérje: Chk1) vizsgaltuk tovabb (1.a dbra).

Sejtek fenntartasa

Az in vitro vizsgalathoz TP53-gén-kittstt (TP53 mut), va-
lamint a gén vad alléljat hordozd (WT) A549 nem kissej-
tes tid6karcindma-sejtvonalakat hasznaltunk. A TP53 gén
funkciovesztéses mutaciéjat CRISPR-Cas9 technoldgiaval
idéztlk el6, aminek eredményeképp nem képzddik a génrél
p53 fehérje a mutans sejtvonalban. A sejtvonalakat 10%
FBS-sel (borjimagzatszérum, EuroClone, Olaszorszag) és
1% penicillin/sztreptomicin/amfotericin B oldattal (Lonza,
Svajc) kiegészitett RPMI 1640 médiumban (Corning, Egyesiilt
Allamok], 37 °C-os inkubatorban, 5%-o0s CO,-szint mellett
tartottuk.

Mutacio és génexpresszio vizsgalata

zasanak igazolasahoz DNS-t és RNS-t izolaltunk mindkét
sejtvonalbél AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen,
Németorszag) felhasznalasaval a gyarté utasitasai alapjan.
terrel (Nanodrop-1000, Thermo Fisher Scientific, Egyesiilt
Allamok) allapitottuk meg. A mutéci6 vizsgalatdhoz a TP53
gén kddold szakaszat polimeraz lancreakcidval (PCR) sok-
szoroztuk fel. A reakciokat 50 pl végtérfogatban végeztiik
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el, ami 100 ng DNS-t, 2x DreamTaq Green PCR Master
Mix-et (Thermo Fisher Scientific), 500 nM forward és re-
verse primert tartalmazott. A kezd6 denaturaciét (95 °C, 3
perc) kovetéen az alabbi protokollt ismételtettik 40-szer
Esco Swift Maxi (Thermo Fisher Scientific) késziilékben:
denaturacio 95 °C-on 30 mp-ig, bekotés 55 °C-on 30 mp-ig,
lanchosszabbitads 72 °C-on 30 mp-ig, majd a végén egy 7
perces 72 °C-os szakasz kovetkezett. Az igy kapott termékek
Sanger-féle szekvenalasat a Microsynth cég (https://www.
microsynth.ch/home-ch.html) végezte el. A szekvenciakat
a BioEdit szoftver (22) segitségével illesztettiik a TP53 gén
genomi (NG017013) és exonszekvenciaihoz (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/].

A CHEKT1 gén mennyiségi vizsgalatdhoz 1-1 pg RNS-b6l
cDNS-t készitettiink Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval. A kvantitativ
PCR (qPCR) reakciét Rotor-Gene Q (Qiagen) készilékben
az alabbi héprofillal végeztiik el: polimeraz aktivacié 95 °C
2 percig, majd 36-szor ismételve 95 °C 10 mp-ig, 62 °C 10
mp-ig, 72 °C 20 mp-ig. Egy reakciéhoz 10 pl végtérfogatban
1 pl 10-szeresre higitott cDNS-t, 2x SensiFAST SYBR No-
ROX Kitet (Bioline Reagents, Egyesiilt Kiralysag), és 250 nM
forward és reverse primert adtunk. Minden mintat dsszesen
haromszoros ismétlésben mértiink le, majd a kisérletet
négyszer ismételtlik. A relativ expresszié kiszamitasahoz
a AACt modszert alkalmaztuk, a CHEKT gén kifejezédését
a GAPDH és ACTB gének expressziéjahoz, a mutans vonalat
pedig a vad tipusthoz viszonyitottuk. A primereket exon-
exon hatérra terveztiik. A PCR-hez és qPCR-hez hasznalt
primereket az 1. tablazat tartalmazza.

1. TABLAZAT. A vizsgalat soran alkalmazott PCR és kvantitativ PCR primer szekvenciak

Gén Primer Szekvencia (5’-3’) Termék Exon Intron
TP53 p53-E2-4-F TCCTCTTGCAGCAGCCAGACTGC 2- 2
TP53 p53-E2-4-R GGCATTGAAGTCTCATGGAAGC 620 bp 4 3
TP53 p53-E5-6F CTTCCTACAGTACTCCCCTGC 5- 5
TP53 p53-E5-6R ACTGACAACCACCCTTAACC 441 bp 6 6
TP53 p53-E7-9F CTCATCTTGGGCCTGTGTTATCTCC 7- 7
TP53 p53-E7-9R CCACTTGATAAGAGGTCCCAAGACTTAG 760 bp 9 8
TP53 p53-E10-11F CCTCCTCTGTTGCTGCAGATCC 10 10
TP53 p53-E10-11R GGCTGTCAGTGGGGAACAAGAAG 1110 bp 1

Gén Primer Szekvencia (5’-3’) Termék

CHEK1 CHEK1_F CTCATGGCAGGGGTGGTTTAT

CHEK1 CHEK1_R CTGTTGCCAAGCCAAAGTCTG 121 bp

GAPDH GAPDH_F AAATCAAGTGGGGCGATGCT

GAPDH GAPDH_R CAAATGAGCCCCAGCCTTCT 86 bp

ACTB ACTB_F CTGTGGCATCCACGAAACTA

ACTB ACTB_R AGTACTTGCGCTCAGGAGGA 200 bp

MAGYAR ONKOLOGIA 63:345-352, 2019
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a TCGA adatbazis adatai alapjan. c) CHEKT expresszidjanak hatasa a teljes talélésre tidékarcindma esetén. d) A CRISPR-Cas rendszerrel létreho-
zott valtozasok aranya az A549 TP53-muténs sejtvonalban. e] CHEKT expresszidjanak vizsgalata az izogén A549 sejtvonalakban kvantitativ PCR-rel
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Gyogyszeres kezelés, sejtproliferacio, apoptozis

és sejtciklus mérése

A TP53-mutdns és -vad A549 sejtvonalakat a Chk1-specifikus,
prexasertib-mezilat (szinonimak: LY2606368, LY2940930,
fejleszt8: Array BioPharmal) kis molekulasUlyd inhibitorral
kezeltlik (2.a dbra). A gatloszer hatasat a sejtek prolifera-
cids képességére CCK8 (Cell Counting Kit-8, Dojindo, Japan)
kolorimetrias teszttel vizsgaltuk a gyarté ajanlasa alapjan.
A két sejtvonalbdl 1000 sejt/100 ul mennyiséget osztottunk
ki 96 lyuku lemezekre. Egyéjszakas inkubacid utan a sej-
teket a teljes médiummal higitott LY2940930 gatlészerrel
kezeltik az aldbbi koncentraciokban: 1 nM, 2,5 nM, 5 nM,
10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 1000 nM. A kontrollsejteket
a gyogyszer olddszerével, a 2,5 uM-os kezelésnek megfeleld
mennyiségi (0,05%) médiumban bekevert DMSO0-val kezeltiik,
ezzel parhuzamosan lemértiik a kezeletlen kontrollsejteket.
72 6ras kezelés utan hozzdadtuk a CCK-8 festéket a sejtek-
hez, majd 2 6ras inkubacioé végeztével 450 nm és 650 nm
hulltdmhosszon lemértiik a lemezeket EnSpire Multimode
Plate Reader késziilékkel (PerkinElmer, Egyesiilt Allamok).
Minden koncentraciot kilencszeres ismétlésben vizsgaltunk
sejtvonalanként. A sejtek relativ proliferaciéjat a DMSO-val
kezelt és a kezeletlen kontrollsejtek abszorbanciajahoz vi-
szonyitva szamoltuk ki, majd ez alapjan a GraphPad PRISM
szoftver (GraphPad Software Inc., Egyesdilt Allamok) hasz-
nalataval kiszamoltuk a LY2940930 inhibitor 50%-os, 75%-0s
és 90%-os gatlasi koncentracidit (ICy,, 1C,s, 1Cy,).

Az apoptozisteszthez a TP53-mutans és -vad A549 sejt-
vonalakbdl 6000 sejt/100 ul mennyiséget osztottunk ki 96
lyuku lemezre. A sejtciklusvizsgalathoz pedig a két sejtvo-
nalbdl 300000 sejt/2 ml mennyiséget osztottunk ki 6 lyuku
lemezekre. Egyéjszakas inkubacié utan a sejteket 10 nM,
RPMI médiumban higitott LY2940930 gatlészerrel kezeltiik.
Akontrollsejteket a médiummal bekevert DMSO-val kezeltiik
(0,01%). 24 6ras inkubacid utan, a gyartd ajanlasait kdvet-
ve, az apoptotikus sejtek aranyat MUSE Annexin V & Dead
Cell Reagent kittel (Merck Millipore, Egyesiilt Allamok),
a sejtciklus kilénbdz6 fazisaiban lévé sejtek aranyat pedig
MUSE Cell Cycle Reagent kittel (Merck Millipore), MUSE Cell
Analyzer dramlasi citométer (Merck Millipore) hasznalataval
hataroztuk meg. Minden koncentraciét hatszoros ismétlésben
vizsgaltunk sejtvonalanként. A két sejtvonal kozti kiilonbsé-
gek kimutatasara a kiilonboz6 fazisban lévé sejtek aranyat
Kruskall-Wallis- és Mann-Whitney-teszttel hasonlitottuk
ossze és GraphPad PRISM szoftverrel dbrazoltuk.

EREDMENYEK

Statisztikai elemzés, kinazok sziirése, tulélés-analizis

A TCGA adatbazisbdl szarmazd 994 tid6karcindémabol 616
(62%) tumorban volt megtalalhaté a TP53 gén mutacidja (1.b
abra). A vad és mutans betegcsoportok 6sszehasonlitasa
alapjan 2133 gén expresszidvaltozasa statisztikailag 6sz-
szefligg (fold change (FC)>1,44, p<0,01) a TP53-mutacidval
rosszindulatd tidédaganatos betegek esetében (kiegészitd
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1. tablazat; a kiegészitd tablazatok az online valtozatban
tekintheték meg) Ezek kozil 953 gén mutatott magasabb
kifejez6dést a TP53-mutans betegcsoportban a mutaciot
nem hordozé betegekhez képest (kiegészité 2. tablazat).
A mutans betegcsoportban feliilexpresszaldodé gének kozt 37
kinazt talaltunk, melyek koziil a 10 legerésebb szignifikanciat
mutato gén tuléléssel valo 6sszefliggését vizsgaltuk tovabb.
Tidékarcindmas betegek (n=1926) génexpresszids és
tulélési adatainak elemzése alapjan a legerdsebb szignifi-
kanciat mutaté kindzok magasabb expressziéja a rovidebb
teljes tuléléssel mutat 6sszefliggést. Az 9sszes paramétert
figyelembe véve a CHEKT-et vizsgaltuk tovabb a kisérleteink
soran. A TP53-mutaciét hordozé betegcsoportban a CHEKT
kifejez6dése 1,88-szoros a vad tipusu betegcsoporthoz ké-
pest (p=2,25E-32). Ez a kiilonbség a tuléléssel is 6sszefligg,
a betegek median tulélése az alacsonyabb CHEK1-expresszi-
0ju csoportban 128,8 hdnap, mig magas CHEK1-expresszi6
esetén 51,53 honap volt (HR=2,41, p<1E-16) (1.c dbral.

Mutacio és génexpresszio vizsgalata

Az izogén A549 sejtvonalak TP53 génjének szekvencidlis
osszehasonlitdsaval igazoltuk a TP53 gén mutacidjat. A mu-
tans sejtvonalban a TP53gén 5. exonjanak 100. bazisparjanal
a CRISPR-Cas rendszer altal okozott szekvenciavaltozasok
(kivagddas és beékelddés) figyelhetéek meg, melynek ko-
vetkeztében nincs mikddéképes p53 fehérje a sejtvonalban
(1.d dbra). Avalds idejli PCR-vizsgalatok eredménye alapjan
azt is igazoltuk, hogy a CHEKT expresszidja szignifikansan
megndvekedett a TP53-mutéciot hordozé A549 sejtvonalban
avad tipusu sejtvonalhoz képest (FC=1,43, p=0,021) (1.e dbra).

Gyogyszeres kezelés, sejtproliferacio, apoptozis

és sejtciklus mérése

A TP53-mutdns és vad tipusli A549 sejtek 72 6ras, LY2940930
Chk1-inhibitorral végzett kezelésének hatdsara csdkkent
a sejtek relativ proliferacidja, és 10, 25, 50, 100 és 1000 nM
LY2940930 gatldszeres kezelés esetében a két sejtvonal
kozt szignifikans kilonbséget figyeltink meg (p<0,0001)
[2.b abral. A LY2940930 gatloszer IC,-értéke az A549 WT
sejtvonal esetében 10,2 nM, az A549 TP53-mutans sejtvo-
nalban 9,2 nM. A vad sejtvonalat vizsgalva a sejtek 16,5%-a
még 1000 nM-os koncentracié mellett is proliferalt, mig
a mutans sejtvonalban mar 25 nM-os kezelés is indukalta
a proliferacié megsz(inését. A dozis-valasz gérbe nonlinearis
regressziés modellje alapjan a LY2940930 inhibitor IC,.- és
ICy-ertéke az A549 WT sejtvonalban 13,9 nM és 18,9 nM, az
A549 TP53-muténs sejtvonalban 12,4 nM és 16,8 nM. A sej-
tek ugyanakkora mérték( gatlasdhoz a TP53-mutans vonal
esetében kevesebb gatlészer elegendd.

Az apoptotikus sejtek aranyanak vizsgalata soran az A549
vad tipusu kontroll és kezelt csoport kozott egyik sejtpopu-
lacié sem mutatott szignifikans valtozast a 10 nM LY2940930
kezelés soran. Az A549 TP53-muténs sejtvonalban a késgi
apoptotikus sejtek aranya szignifikdnsan megnétt (p<0,05)
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Sejtciklusfazisok

Sejtciklusfazisok

2. ABRA. A checkpoint kinase 1 célzott gatlasa A549 izogén sejtvonalakon. a) Prexasertib kémiai képlete. b) A549 izogén sejtvonalak relativ prolife-
racidja 72 6ras Chk1-gatlé kezelés hatasara. c, d) Apoptotikus sejtek ardnya A549 izogén sejtvonalakban 24 dras kontroll (0,05% DMSO) (c), illetve
10 nM Chk1-géatlé kezelés (d) hatdséra. e, f] A sejtciklus kiilonboz8 fazisaiban lévé sejtek aranya az A549 izogén sejtvonalakban 24 6ras kontroll
(0,05% DMSO0)] (&), illetve 10 nM Chk1-gatlé kezelés (f) hatasara
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a kezelés hatasara a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Az
él6 sejtek aranya 75,2%-rél 62,4%-ra csokkent (p<0,05),
a programozott sejthalal altal elpusztult sejtek aranya pedig
24,6%-rol 37,6%-ra névekedett (p<0,05). Az A549 TP53-vad
és -mutans sejtvonal kontrollcsoportjainak 6sszehasonlitasa
soran szintén a késéi apoptotikus sejtek szamaban mutat-
tunk ki szignifikans kilénbséget (p<0,05). Azonban a 10 nM
LY2940930 kezelés hatdsara az A549 TP53-vad és -mutans
sejtvonal kozt nem volt kiildnbség (2.¢,d dbra).

A sejtciklusvizsgalat soran a kezelés hatasara kiilonbséget
mutattunk ki a sejtfazisok kdzott megoszlo sejtek aranyaban
mindkét sejtvonalban. Az A549 vad sejtvonalban a GO/G1 és
a G2/M fazisban lévé sejtek megoszlasa forditott ardnyban
valtozott (p<0,05), mig a TP53-mutans sejtvonal esetén az S
fazisban lévé sejtek aranya 20,5%-rél 23,1%-ra novekedett
(p<0,05). Az A549 vad és TP53-mutans sejtvonalat 6sszeha-
sonlitva a kontrollkezelés soran a kiilénb6z6 fazisokban lévé
sejtek aranyaban nincs eltérés, azonban a LY2940930-kezelés
hatdsara mindharom fazisban szignifikans kiilonbség volt
megfigyelhetd a két sejtvonal kozt (p<0,05) (2.e,f dbra).

MEGBESZELES

Tld6karcindmas betegekben Gsszefiiggést taldltunk a CHEKT
magas kifejezédése és a TP53-mutacidk megjelenése kozt.
Ahogy a TP53-mutacié megléte, Ugy a CHEKT nagyobb mér-
ték( kifejezddése is 0sszefliggést mutat a rosszabb teljes
tuléléssel. A CHEKT gén kifejezédésének prognosztikus
szerepét tobbek kozt kimutattak petefészek-, kolorektalis
és eml8tumorban is (23, 24).

A TP53-mutacidval és a tuléléssel dsszefliggd szere-
pe a Chk1 kinaz dsszetett funkcidibol ered. F6 feladata
a DNS-karosodasok kikiiszébdlése. Egyszald DNS-toré-
sek vagy a replikacids villa hibaja esetén az ATM (ataxia
telangiectasia mutated) és ATR (ataxia telangiectasia and
RAD3-related] géneken keresztil aktivalhatja a check-
point kinase 1 m(kodését, ami a sejtciklus megakasztasat
és a replikacio javitasat indukalja a mitézis el6tti S és G2
fazisokban. A sejtciklus lefékezésében és a programozott
sejthalal indukalasaban a TP53 génnel parhuzamosan és
egylittmikodve fejti ki hatasat (25, 26).
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Sejtciklusgatlé funkciojabol eredéen ellentmondasos
a Chk1 tuléléssel kapcsolatos szerepe, azonban in vitro és in
vivo vizsgalatok is igazoltak, hogy a checkpoint kinase 1 gat-
ldsa nagymértékben csokkentia TP53-mutacioval rendelkezd
rosszindulat daganatsejtek tulélését (27, 28). Ezt az ered-
ményt a mi kisérleteink is aldtdmasztjak, mivel a LY2940930
inhibitor az irodalomban fellelheté adatokkal megegyezd,
10 nM koncentraciéban elérte a tiidékarcindma-sejtek pro-
liferdcidjanak 50 szazalékos csokkentését (29). A mi ered-
ményeinkkel korreldlva szdmos esetben megfigyelték az S
fazisban lévé sejtek szamanak novekedését a Chk1-gatlas
hatdsara. E sejtek instabil osztédasi allapotban keriilnek at
az S fazisba, mely végil a sejtek pusztulasahoz vezet (30, 31).

Klinikai vizsgalatok keretében mar tébb Chk1-inhibitor
szerepét vizsgaltak, azonban napjainkig nincs elfogadott cél-
zott gatlészer. Avizsgalt inhibitorok kombinalt alkalmazasaval
sugar- és kemoterapiadval szembeni nagyobb érzékenységet
értek el preklinikai és klinikai vizsgalatokban. Klinikai egyes
fazisban a LY2940930 inhibitor monoterapiaban alkalmazott
biztonsagos dézisa 105 mg/m? kéthetenkénti adagolassal
szolid tumorok esetében (32).

In silicoeredményeink alapjan a TP53-mutacidval rendel-
kezd, rosszindulatu tiid6tumoros betegek esetén a checkpoint
kinase 1 gatlasa potencidlisan csokkentheti a tumorsejtek
In vitro eredményeink alapjan a LY2940930 Chk1-gatlo-
szer mar 10 nM koncentracidoban hatékonyan csokkentette
a TP53-muténs és -vad tlidékarcindma-sejtek proliferaciojat
és a két sejtvonal kézt a sejtciklus megvaltozasaban szignifi-
kans kilonbséget mutattunk ki, amit az irodalmi adatok is
alatdmasztanak. Apoptozis kivaltdsahoz valészin(sithetéen
ennél magasabb koncentracié sziilkséges. Ez alapjan javasol-
hatd a Chk1 fehérjére specifikus LY2940930 inhibitor tovabbi
vizsgalata TP53-mutans rosszindulatl tumorok esetében.
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