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1. Bevezetés, célkitlizés

A halalozasi statisztikdkban a rosszindulatd megbetegedések
szerepelnek a masodik helyen a sziv- és érrendszeri megbetegedések utan.
A melanoma malignum - a bér pigmenttermeld sejtjeibdl kiinduld rosszindulatu
daganat - incidenciaja névekszik vilagszerte, és ez a ndvekedés becslések
szerint 15 évenként megduplazédik. A melanoma malignum Kkorai
felismerésével és az id6ben elvégzett sebészeti kezeléssel a betegek
eredmeényesen gyogyithatok, azonban metasztazis kialakuldsa esetén a
betegség rovid idd alatt halalhoz vezethet. A melanoma sejtek ellenéllnak a

radio- és kemoterapianak, valamint rezisztensek a programozott sejthalélra.

A tumorok kialakulasa, illetve progresszidja egy komplex, tébb lépcsés
(genetikai valtozasok és kornyezeti hatdsok révén létrejovd) folyamat, amely
sordn szamos molekularis eltérés kialakulasa szikséges a malignitas
eléréséhez. Szamos kutatdcsoport tanulmanyozza a melanoma sejtek
névekedését kilénbdz6 in vitro és in vivo modelleken, de az ezzel

kapcsolatos ismereteink a mai napig nem teljesek.

Az elmult évtizedekben felfedezett Notch receptorcsaladot eddig
kevéssé tanulmanyoztdak. A Notch receptorok az embriondlis fejlédés
szabalyozasaban résztvevd transzmembran fehérjek, amelyekrdl kidertilt,
hogy jelentds szereppel birnak a rosszindulatt megbetegedések
kialakulasaban is. A T-sejtes leukémias esetek jelentds részében a Notch-1
receptor (transzlokacio révén kialakult) permanens aktivalédéasa a T-limfocitak
kontrollalatlan névekedését okozza. 2000 koérll jelentek meg az elsd olyan
tudomanyos kdzlemények, amelyek a Notch-1 receptorokat szolid tumorok
kialakulasaval (td6, cervix, vese eredetli daganatok) hoztak ésszefliggésbe.
A Notch-1 receptor jelentésége a melanoma malignum kialakuldséban,
progresszidjaban, illetve a metasztazis kialakulasaban nem ismert. Munkank
célja az volt, hogy in vitro human sejtkultira modellen, és in vivo SCID egér
modellen tanulmanyozzuk  a Notch-1 receptor  szerepét a
tumornévekedésben, és  tldémetasztazis-képzésben.  Kisérleteinkkel

szerettlink volna hozzgjarulni a melanoma patogenezisének részletesebb



megismeréséhez. Ezen megfontolasbdl az alabbi kisérleti stratégiat allitottuk

fel:

1.

A funkciondlisan aktiv Notch-1 receptorok expresszidjanak vizsgalata
human melanocita és melanoma sejtvonalakon, illetve human naevus

pigmentosus és melanoma malignum szdvetmintakon.

A Notch-1 receptor gétlasa, és a gatlas utani hatas tanulmanyozasa a

melanoma sejtek névekedésére in vitro és in vivo.

A funkciondlisan aktiv Notch-1 receptor emlés expressziora alkalmas
vektor konstruktjainak, és rekombinans lentiviralis konstruktjanak
eléallitasa. A Notch-1 aktiv formajanak nagymértékli expresszalasa

emberi eredetli melanoma sejtvonalakon.

A Notch-1 normalisnal nagyobb mértékli expresszidja (overexpresszid)
altali hatas vizsgéalata a melanoma sejtek névekedésére (in vitro & in vivo

SCID egér modellen).

A Notch-1 overexpresszidé hatasanak tanulmanyozésa a sejtadhéziéra, és

egyes adhézidés molekuldk expresszibjara.

A Notch-1 overexpresszié hatasanak tanulmanyozasa a B-katenin fehérje
(mint lehetséges ,downstream” target molekula) melanoma sejtekben mért

szintjére.

A B-katenin molekula expresszidjanak gatlasa (RNS interferencia, siRNS
alkalmazasaval), és a sejtproliferaciora, apoptézisra €s tumorgenezisre
kifejtett hatas tanulmanyozasa a permanensen aktiv Notch-1 receptorral

rendelkezd melanoma sejtekben.

2. Irodalom

2.1.Melanoma malignum

A betegség incidencidja Magyarorszagon 7.6/100,000, a betegség

okozta halalozas pedig 1.6/100.000. (WHO, 2000) A Debreceni Egyetem



Orvos és Egészségtudomanyi Centruma Bér- és Nemikértani Klinikgjan az uj
melanomas esetek szama 1999 es 2006 kdz6tt 80 és 118 kdzott valtozott. A
bér eredeti melanomak szdvettanilag 4 nagy csoportba oszthatok. A
felszinesen terjed6 vagy superficial spreading melanoma (SSM) az 6sszes
melanomak kétharmadat adjak. A nodularis melanomak, a vertikdlis
névekedesi fazisu tumorok az esetek 10-15%-at alkotjdk. A lentigo maligna
melanoma (LMM), -in situ formaja a lentigo maligna- napfénynek Kkitett
bérfelszinen jelentkezik. Az acralis lentiginosus melanoma (ALM) tenyéren,
talpon es subungualis lokalizacidoban fordul el6. A primer melanomak
leghasznosabb prognosztikai indikadtordnak a Breslow féle tumor vastagsag
ertéket, es az ulceracié meglétét vagy hianyat tartjdk. A melanoma malignum
kiemelkedd attétképzési tulajdonsagokkal rendelkezik, az attétek kb. 2/3-a a

primer tumor felismerését kovetd elsé 3 évben kialakul.

A melanoma kialakulasa egy tébb 1épcsds biolégiai folyamat. A Clark
altal kidolgozott modell szerint a melanoma leggyakrabban a naevus talajan
fejlédik ki, majd a radidlis névekedési fazist és a vertikalis ndvekedési fazist
kdvetéen metasztazisok kialakulasa johet létre. A malignus sejtjekre jellemzé
leglényegesebb eltérések a kovetkezékben foglalhatok &ssze: korlatlan
osztédasi aktivitas, a programozott sejthalalra valé érzékenyseg elvesztése, a
szbveti invazid és metasztazis képzésének képessége, a sejtndvekedést
kontroll alatt tartdé szignalokra valé inszenzitivitas, az angiogenezis
serkentésenek képessége, valamint a sejt sajat ndvekedését fokozd
mechanizmusainak bekapcsolasa. A melanoma kialakulasaban és
progresszidjaban az eddig felderitett és fontos szerepet jatsz6 molekularis
valtozasok a kovetkezd géneket érintik: a Mitogen-aktivalt protein kinaz
(MAPK) utvonal, RAS, BRAF, retinoblastoma dtvonal, p53 dtvonal, sejtciklus,
PI13Kinaz utvonal, MITF, c-KIT.

2.2 Notch-1 receptor

A Notch gén egy szabalyoz6é jelrendszert mikoédtet az él6
szervezetben, és ezen jelatviteli GOtvonal egyes elemek szerkezete a

torzsfejl6dés soran alig valtozott. Az emlésdkben négy kilénbdzd tipusu



Notch-receptor taldlhatdé meg: a Notch-1-2-3-4 receptor. Ezek -
mechanizmusukat tekintve - az l-es tipusu sejtfelszini receptorok kozé
tartoznak. Egy, a ligand koét6désére szolgald, nagyméretli extracellularis
doménnel, egy transzmembran doménnel, valamint egy a
szignaltranszdukcioban kozvetlendl is részt vevd intracellularis doménnel
rendelkeznek. A Notch receptorok egyetlen fehérjgbdl allé prekurzor
molekulaként termel6dnek, ami egy 3 lépéses aktivalédasi folyamaton megy
keresztll. Metalloprotedzok, mint pl. TACE (ADAM17), illetve y-szekretazok
(presenilin) hasitdsa révén felszabadul a Notch intracellularis doménja (NIC),
amely bejut a sejtmagba, ahol CSL transzkripcids faktorhoz kapcsol6dva
kOldbnb6z6 gének transzkripcidjat inditia be. A Notch receptorok altal
szabalyozott legismertebb gének: a bazikus helix-loop-helix (bHLH)
hairy/enhancer od split (Hes) géncsalad tagjai, p21, cyclin-D1, myc, PTEN,
EphrinB2; a Notch receptorral kapcsolatos gének kézil a Nrarp, a Deltex-1,
valamint a pre-T cell receptor-a gén, illetve simaizom aktin ismert. A human
Notch receptoroknak 5 ligandja ismert: a Delta-1, Delta-3, Delta-4, Jagged-1
és a Jagged-2. A ligandok is az I-es tipusu transzmembran receptorok kézé
tartoznak. A Notch szignalizaciés Otvonal féleg poszttranszlacié uton
szabalyozodik, a receptor és a ligand extracellularis doménjének

glikozilacidéjan, vagy proteolizisén keresztiil.

A Notch jelatvivé rendszer fizioldgias szerepe a tébbsejtes eukariota
elélények egyedfejlbdesének, és a mar Kkifejlett egyedek széveti
homeosztazisa fenntartasanak koordinalasa, és mikddése mind a harom
csiralemezbél (endo-,mezo-, ektoderma) Kkiindulé szdvettipusokat érinti.
Kiderllt, hogy a Notch jelatvivérendszer koéros mikddése onkogénként
hozzgjarul az eml6rék, vastagbeélrdk, a korai stadiumu méhnyakrak, a
hasnyalmirigyrak, valamint egyes agydaganatok kialakuldsdhoz. Neéhéany
daganattipusban, mint pl a keratinocita eredetlii daganatok (bazalioma,
spinalioma), egyes B-sejt eredetii daganatok (B-ALL), kés6i stadiumu
méhnyakrak, hepatocellularis carcinoma és pajzsmirigyrak esetében viszont
tumorszupresszorként viselkedik. A Notch-1 gén celluléris proto-onkogénekkel

egylttmikddve képes felgyorsitani a tumorképzédés folyamatat kilonbézé



szbvetekben. A jelenlegi magyarazat szerint a Notch receptorok
mikddésének jellege nagyban fligg a receptor tipusatol, a jel er6sségétél, az

idézitéstél, a sejttipustol és a szdvettipustol.
2.3 Az adhézios molekulak szerepe

A tumormetasztazis kialakulasahoz szamos szekvencialis 1épés szilkséges: a
tumorsejteknek disszocialdédniuk kell a primer tumortol, majd infiltralniuk kell a
kdérnyezd strémat, az érfalat, illetve a nyirokutakat, tovabba ki kell Iépnilik az
errendszerbdl, és sikeresen behatolni és megtelepedni a célszervben. Hogy
ezek a sejtek elpusztulnak, csendben tulélnek, avagy klinikailag
diagnosztizalhat6  tumort hoznak-e létre, az nagyban flgg az
immunrendszertdl és a mikrokdrnyezet hatasatdl is. A sejt-sejt, illetve a sejt-
extracellularis matrix kapcsolddast lehetévé tevd sejt-adhézios molekulak
(kadherinek, integrinek, szelektinek és az immunglobulin csalad tagjai) fontos
szerepet jatszanak a fenti Iépésekben, igy a metasztazis kialakulasaban is.

Amikor a melanocitak malignus melanomasejtté transzformalédnak,
illetve, amikor a tumorsejtek a noninvaziv radialis fazisbél az invaziv,
metasztatikus potenciallal bird vertikalis fazisba lépnek at, akkor a sejtfelszini
adheziés fehérjék repertoarja Iényegesen megvaltozik. Ismeretes, hogy a

leglényegesebb valtozasok az E- és N-kadherin (Ca2+ fliggd sejtadhézios

molekulak), Mel-CAM és az av3 integrin (vitronectin receptor) molekulakat
érintik. A Mel-CAM fehérje a melanoma metasztazisok 80%-ban megtalalhaté,
€s a szintje egyenesen aranyos a Breslow értékkel. A Mel-CAM megjelenése
a melanoma sejteken fokozza azok aggresszidjat, €s metasztatikus
potencialjat. Ha korai, radidlis fazisu melanoma sejtekben a Mel-CAM
molekula expresszidjat indukaljdk, majd ezeket a sejteket egerekbe oltjak,
akkor az esetek 70%-ban metasztazis alakul ki.

Egyre tébb tény tdmasztja ala a feltevést, hogy tumor sejtek képesek
szabalyozni a sajat adhézidjukat az intracellularis térbdl kiindulé jelekkel, az
integrineken keresztll. Mechanikai hatast (nyomas, surlédas, deformacio)

kdvetéen a citoszkeleton mechanikai szenzorainak, mint pl Src, PI3-kinazok,



fokalis adhéziés kinazok (FAK) és Akt-1 miikddésében valtozas kdvetkezik
be.

2.4 Beta-katenin

Nicolas és mtsai 2003-ban (Nature Genetics) hivtak fel a figyelmet a
Notch-1 receptor és a B-katenin fehérjék kapcsolatara. A B-katenin egy 92-
97kDa méretl fehérje, amely az, a-, y- es ®-katenin molekulakkal egyutt
(plakoglobinok) az E-kadherin receptor intracellularis régiéjahoz koétédik, a
zonula adherens része. A B-katenin a sejten belal tébb, kilénb6z6
kompartmentben is megtalalhaté. A membranhoz asszociélt B-kateninek az
adhézidban, mig a citoplazmédban  talalhato B-kateninek  a
szignaltranszdukcioban vesznek reszt. A wingless (WNT) jelatviteli rendszer
tagjai transzkripcids faktorként résztvesznek a test részaranyossaganak, és
szelvényezettségének szabalyozdsaban. A WNT dtvonal a harom
legfontosabb, az  embrionalis  fejlédést  szabalyoz6  rendszerek

(Wingless/WNT, Sonic-Hedgehog es Notch) egyike.

3. Anyagok és modszerek

Sejttenyésztés: A human melanoma sejtvonalakat (WM35, WM115,
WM278, WM3248, WM239A and 1205Lu) human melanomabdl, és a
FOM104, Fom105 és Fom117 human melanocita sejtvonalakat emberi

epidermisbdl izolaltuk és tenyésztettik.

Sejtadhézié vizsgalata: A melanoma sejtek adhézidjat a kovetkezék
szerint vizsgaltuk: 24-lyuku lemezbe melanoma sejteket szélesztettiink, majd
30 perces inkubacié6 utdan (37°C) a letapadt sejteket megszamoltuk. A
homotipusos sejtadhézié vizsgéalata céljab6él melanoma sejteket agarral
boritott 96-lyuku lemezbe tettlk, majd 48 6ran keresztil inkubaltuk. Az agar
boritas révén a sejtek mindvégig non adherens allapotban maradtak.

Harom-dimenzids szferoidok novekedésének vizsgalata agarban: A
szferoidok a ,liquid overlay” modszerrel késziltek: melanoma sejtet
helyeztiink agarral boritott 96-luki lemezbe. A lemezeket 48 éran ét



inkubaltuk, a szferoidokat begydijtéttik, majd I-es tipusu borju kollagén gélbe
agyaztuk be. 72-96 éra elteltével LIVE/DEAD Viability kit-tel megfestettik,

majd lefényképeztik.

A Notch-1 receptor és az adhézios molekulak kimutatasa: A
fehérjemolekulak kimutatasa Western (immuno) blottal és
immunhisztokémiaval tértént. A 15 naevus pigmentosus, és 15 melanoma
malignum diagno6zisu esetbdl szarmaz6 szdvettani metszetek a Debreceni
Egyetem Orvosi és Egészségtudomanyi Centrumanak Boérklinikajarol
szarmaztak. A paraffinba agyazott mintakbdl szarmaz6 metszeteket peroxidaz
médszer alkalmazaséaval festettik meg. Az enzimaktivitdst AEC kromogénnel
detektaltuk.

Real-time PCR és szemikvantitativ PCR: A melanoma és melanocita
sejtekbdl Trizol mddszerrel RNS-t izolaltunk, abbdl cDNS-t szintetizaltunk,
majd real-time PCR reakciot végeztink. Minden minta és standard minta
eredménye haromszori mérés atlaga. Az eredmények meghatarozasahoz
standard  gOrbét készitettink a threshold cycle (Ct) értékek

figyelembevételével. A mintakat a B-aktin szint révén normalizaltuk.

Sejtnévekedés és apoptdzis mérése: A sejtnévekedést MTT modszerrel
vagy pedig *[H]timidin beépiilés meghatarozasaval mértiik. Az apoptézist az
egyes szalu DNS mennyiségének meghatarozasaval mértik.

Kolénianovekedés agarban (soft agar colony formation assay):
Melanoma sejteket FBS-t is tartalmaz6 agar gélbe keverve 6-well lemezbe
helyeztik. A valydk felszinét a sejtek behelyezése el6tt agarral fedtik be a
mianyag felszinnel val6 érintkezés elkerllésére. Minden mintabdl
triplikatumot  készitettiink. A  sejtkoloniakat 10 nap inkubdlas utan
megszamoltuk, majd a mintakat lefényképeztik.

Rekombinans retro- és lentivirusok létrehozasa: Génbevitel céljabdl
kilébnbdz6 virdlis vektorokat hoztuk létre. A zéld fluorescens fehérje (GFP)-
lentivirust és egy NIC-GFP/lenti virust készitettiink a NIC gén szakasznak a



pIRES2-EGFP plazmidba val6 beillesztésével. Ebbél a GFP-t tartalmaz6 gént
utélag eltavolitottuk, majd H1UG-ba, az FG12-es lentivirusbdl vektorbol
szarmaztathaté vektorba illesztettik be. Minden egyes létrehozott plazmid
esetében a helyes szerkezetrél restrikcios enzimes hasitassal, illetve DNS
szekvenalassal bizonyosodtunk meg. A pseudotipusos lentivirusokat 293T
sejtekben ndvesztettik fel. A virus titerét NIH/3T3 sejtek transzdukcidjanak
mértéke segitségével hataroztuk meg. A zdlden fluoreszkald, sikeresen
megfertézott sejteket mikroszkép alatt megszamoltuk. A MAML1/pBabe, DN
MAML1/pBabe és az Ures pBabe (mock) retrovirus vektor szerkezetét 1asd
korabbi publikaciokban. A rekombinans retrovirusok |étrehozasa soran a
vektort Phoenix (AMPHO) retrovirus-szaporité sejtekbe jutattuk be szintén a
kalcium-foszfat mddszer segitségével. Interferald kis RNS lentivirdlis vektor

létrehozasa: a részletek az eredmények fejezetben talalhatok.

A célsejtek virusvektorral vald megfertézése: A célsejtek
megfert6zése ceéljabdl a lenti-, illetve a retrovirdlis vektort a virust tartalmazé
felllusz6t a sejttenyészté tapfolyadékkal 1:2-1:10 aranyban higitva
alkalmaztuk a sejteken (polibrénnel kiegészitve). Az inkubacié utan a sejteketl
megmostuk, €s normal médiumukban tovabbi 2 napig tenyésztettiik, majd

kisérletre felhasznaltuk.

Allatkisérletek: A felhasznalt CB-17 SCID egerek egyik része a Charles
River Laboratories-tol szarmazott, masik részét a DEOEC Bérklinika
Allathdzaban tenyésztettiik. Szubkutan inkjekcid6 esetében a 6 hetes
példanyokba egerenként 3x10° sejtet fecskendeztiink be az egerek hatbére
ala (n=8). A tumorok méretét hetente mértlk, a hetedik héten analizis céljabdl
eltavolitottuk, sulyat megmértik, majd OCT-ben -70°C-on taroltuk. A tlid6-
kolonizaciés kisérlet céljabdl 2x10° sejtet injektaltunk be intravéndsan a
farokvénan keresztlil egerenként (n=12). A hetedik hét végén az egereket
elaltattuk, a tudét eltavolitottuk, a tidSben Ilétrejétt tumor koldnidkat
megszamoltuk, a szévetmintakat H&E festésnek vetettik ala. A metasztazis
képz6dés gatlasat célzd kisérlet soran 4x10° sejtet injektaltunk a SCID



egerekbe a farokvénan keresztll. Az egerek tlidejét a 12-ik hét eltelte utan

kinyertlk, majd hasonléképpen, a fenti mddszer szerint megvizsgaltuk.

Luciferaz vizsgalat: A sejteket 24-lyuki lemezben TOPflash vagy
TOPflash-Reporter plazmiddal Lipofectamin 2000 mddszerrel tranziensen
megfert6ztik, majd azokat szérum mentes tapfolyadékban inkubaltuk 37°C-
on. Ezt kdvetben a sejteket lizaltuk, €s luminométerrel megmértik a luciferaz

aktivitast a gyarté el6irasa szerint.
4. Eredmények

4.1 Notch-1 receptorok expresszidojanak 6sszehasonlitasa naevus

pigmentosus és melanoma malignumbadl nyert betegmintakon

Elsé 1épésként 6sszehasonlitottuk a Notch-1 fehérje jelenlétét 15 naevus
pigmentosus-os és 15 melanoma malignummal diagnosztizalt beteg
szdvettani mintajaban. A naevus pigmentosusos betegek atlagéletkora 28.26
év (n=15), SD=17.33; a melanoma malignumos betegek atlagéletkora 55.53
év (n=15), SD=15.12 volt. A nemek egyenlé eloszldsara Ugyeltink. A
szdvettani festés soran azt talaltuk, hogy a Notch-1 receptor a 15 melanomas
mintabdl 10 esetben, mig a naevus pigmentosus estében 15 mintabdl 1-ben
volt detektalhat6. A Notch-1 receptor a sejtplazmaban és a sejtmagban is
megfigyelhetd. Ez utdbbi arra utalt, hogy a receptor érése soran keletkezé
aktiv receptor (N'°) transzlokalédott a nukleuszba, azaz a Notch-1 receptor

minden valoszinliség szerint funkcionalisan aktiv.

4.2 Notch-1 receptor és a targetgének expresszidja kiilonb6zo
novekedési fazisbol szarmazé human melanoma sejtvonalakon és
melanocitakon

Hat, kilénbdzd névekedési fazisbdl szarmazé melanoma sejtvonalbdl
és harom primer melanocita sejtvonalbdél szarmazd mintan immunoblott
analizist végeztink egy kizarélag az aktiv receptort felismer6 immunsavot
alkalmazva. Eredményll azt kaptuk, hogy a receptor aktiv alakja mind a hat

melanoma sejtvonalban nagy mértékben expresszaldédott, mig a melanocitak
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k6zll csak 1-ben. Pozitiv (Notch-1-t kifejez6) kontrollként SUP-T1 sejteket —
human T-sejtes leukémia sejtvonalat, illetve a N'°/lenti-vel megfertézétt
mel888 (mel-N'°) sejteket hasznaltuk. A Jagged-1 (Notch ligand) gén minden
sejtvonalban expresszalédott, e tekintetben nem taldltunk kllénbséget a
melanocitak és a melanoma sejtek k6zott.

A Notch receptorok altal leggyakrabban szabalyozott targetgének, a
HEY1, HEY2, HES1, HES2 mRNS expressziojanak mértékét is megvizsgaltuk
kvantitativ real-time PCR-ral. Azt taldltuk, hogy melanoma sejtekben a
feltételezett targetgének koézil legaldbb egy (leger6sebben a HES-1) gén
aktivalodva volt, viszont a 3 melanocita sejtvonal esetében egyetlen egy sem.

4.3 A Notch utvonal miikédésének gatlasa human melanoma (RGP,
VGP, Met) és melanocita sejtvonalakon

A Notch-receptor miikddésének (érésének) gatlasara egy y-szekretaz
inhibitort, a N-[N-(3, 5-difluorophenacetyl-l-alanil)]-S-phenylglicine t-butyl
ester-t (DAPT) alkalmaztuk alacsony (0.2uM) és nagy (1pM) dozisban.
Minden melanoma sejtvonal a proliferacié csékkenésével reagalt a nagyobb
dozisra. A kis dbzis viszont csak a korai stadiumu sejtekre volt hatassal, a
metasztatikus sejtvonalak ndvekedésére nem. Hasonlé eredményt kaptunk a
kol6niandvekedési kisérlet (soft agar assay) alkalmaval: a DAPT a kisebb
dozisban csak a korai stddiumu sejtekre (WM3248) volt gatlé hatassal, a
metasztatikus melanoma sejtekre (1205Lu) nem. Ezen eredmények alapjan
egyértelminek tlnik, hogy a kilénb6z6 stadiumu sejtvonalak eltérd
érzékenységgel rendelkeznek a DAPT-vel szemben.

44 A receptor indukalta transzkripci6 gatlasa MAML-1
transzkripcios regulator blokkolasan keresztiil

A Notch receptor specifikusabb és szelektivebb blokkolasa céljabdl
egy masik modszert is alkalmaztunk. A MAML1 (ismerten a Notch
receptoroknak alarendelt) transzkripciés regulator funkcionalisan inaktiv,
trunkalt, dominans negativ (DN) formajat overexpresszaltuk WM35, WM3248,
WM239a és 1205Lu melanoma sejtekben retrovirdlis vektor (pBabe)

segitségével. A DN-MAML1 fehérje gatolta a sejtndvekedést és a

11



kol6niandvekedést a korai stadiumu melanoma sejtekben, a metasztatikus
melanoma sejtekben nem. A sejtproliferaciot MTT modszerrel mértik. A SCID
egerekbe oltott DN-MAML1-transzfektalt melanoma sejtek lassabban
képeztek daganatot. Ezen eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a Notch receptorok mikédése fontos a melanoma sejtek
szamara, valamint, hogy a Notch altal kbzvetitett jel hatasa a melanoma

névekedési fazisatdl (RGP, VGP, metasztatikus) is flgghet.

4.5 Notch receptor konstitutiv aktivaciojanak eléidézése human

melanoma sejtekben

Hogy a Notch jelatvivé rendszer sejtnévekedésre kifejtett, patolégias
mikoédését vizsgalni tudjuk, nagy mennyiségl aktiv Notch-1 receptort
juttattunk be kilénb6zé melanoma sejtvonalakba. Notch-1 receptor génszinti
vizsgalatara modositott lentivirdlis vektorot alkalmaztunk, azok univerzalis
fert6z6képessége, alacsony toxicitasa és nagyfoku rugalmassaga miatt.
Munkank soran sikeresen létrehoztunk egy, a Notch intracelluléris (aktiv)
egységét kédold lentiviralis vektort, és annak, GFP-t kddol6 kontroll parjat. A
viralis virusokkal 6sszesen hat: ketté RGP, kett6 VGP és kettd metasztatikus
human melanoma sejtvonalat fertéztink meg, €s azokat in vitro és in vivo
vizsgalatnak vetettik ala. A transzgének sikeres bevitelérél fluoreszcens
mikroszkop alatt-a zold fluoreszenciat alapul véve- meggydzédtink (a N'°
expressziot immunoblottal is ellenériztik). A tovabbi kisérleteink soran ezeket
a permanensen modositott melanoma sejtvonalakat hasznaltuk, kontrollként a

csak gfp-vel mdédositott verzidjukat alkalmaztuk.

4.6 Az alland6 génaktivacié hatasa a sejtnévekedésre és a koldnia-
névekedésre agarban

A 3[H]timidin inkorporaci6s vizsgalat soran azt talaltuk, hogy a N'°-
GFP-vel megfertéz6tt, korai stadiumu melanoma sejtek nagyobb mértékben
osztodtak mint a kontroll sejtek, a metasztatikus sejtvonalakban nem volt
eltérés. Az aktiv Notch-1 a koloniandvekedésre is hasonl6 hatassal volt:
fokozta a korai tipusu sejtek (WM35 és SbCI2) kolénidinak szamat agarban,

de az agarban egyébként is j0l nbvekvd, metasztatikus sejtekre (WM239A és
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1205Lu) nem volt hatassal. Mindez azt mutatja, hogy a Notch-1 receptor
melanomak kihorgonyzas nélkilli (anchorage independent) sejtndvekedését.

Ez utdbbi ismerten a malignus sejtek egyik jellemzéje.

4.7. Az allandé génaktivacié hatasa az apoptézisra harom-

dimenzids sejtkultura modellben

Ezen kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a N'° milyen hatassal van a
WM278 melanoma sejtek életképességére és ndvekedésére, ha azokat
haromdimenzids szferoid modellben vizsgaljuk. A WM278-NIC-GFP és a
WM278-GFP sejtekbdl készitett szferoidokat I-tipusu kollagénba implantaltuk,
96 oran keresztll szérumtol és ndvekedési faktoroktdl mentes tapfolyadékban
inkubdltuk, majd a szferoidokon a DEAD/LIVE fluoreszcens festést végeztink.
A WM278-GFP sejtvonal szferoidjaiban szamtalan élettelen sejtet talaltunk,
mig a WM278-N'°-GFP sejtekbdl all6 szferoidokban kevés apoptotikus sejtet
lattunk. Az utébbi esetében a sejtek fokozott életképessége a szferoidok
nagyobb méretében és a kollagénbe valé fokozott invaziéban s
megnyilvanult. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a Notch-1 receptor
aktivacidja fokozza a melanoma sejtek életképességét, a sejtek proliferacidjat,

valamint a kollagéninvazié mértékét haromdimenzios sejtkultira modellben.

4.8. A sejtadhéziora és a sejtadhéziés molekulak expresszidjara
kifejtett hatas vizsgalata

Egyenld szami WM278-N'°-GFP és WM278-GFP melanoma sejtet
inkubaltunk 24 luku lemezben 30 percig, majd a miianyag felszinhez kitapadt
sejteket megszamoltuk. Azt talaltuk, hogy a N'°-GFP sejtek jobban kitapadtak
mint a kontroll sejtek, azaz a Notch-1 receptor hatasara nétt az adhézios
képességik. Megvizsgaltuk a homotipusos (sejt-sejt) adhézio mértékét is a
melanoma sejtekben. A mianyaghoz valé kitapadas meggatlasa céljabdl a
96-luku lemezeket agarral fedtik be. 48 6ras inkubacié utédn azt tapasztaltuk,
hogy a WM278-N'®-A NIC-GFP sejtek a WM278-GFP-sejtekhez képest
nagyobb, és szerkezetikben szervezettebbnek tliné szferoidokat hoztak létre.
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Ez egyértelmien a sejt-sejt adhézié mértékének ndvekedését jelentette. A
sejtadhézios kapacitas névekedésével konzisztens modon a fokalis adhézids
kindzok fokozott aktivacitjat is detektaltuk a WM-278-N'°-GFP sejtekben.
Immunoblottal megvizsgaltuk az E-kadherin, az N-kadherin és a Mel-CAM (a
melanoma tumorigenitasaval ismerten kapcsolatban [évd) sejtfelszini
molekulak fehérjeexpresszidjanak mértékét. Az N-kadherin és Mel-CAM
fehérje szintie megemelkedett a N'°-GFP-vel fert6zétt sejtekben a GFP-
kontrollhoz képest. Adataink azt tamasztjak ala, hogy a Notch-1 receptor

Yays

kadherin és a Mel-CAM mikédésének manipulalasan keresztiil.

4.9. A konstitutiv Notch aktivacié hatasanak vizsgalata in vivo, a
SCID egér modell

A SCID CB-17, egy spontan scid mutacié révén létrejott egértbrzs.
Sajatosssaguk, hogy bennik, egy VDJ recombinaciét érintd rendellenesség
kdvetkeztében kénnyen megfogannak idegen eredeti szbvet
transzplantatumok, mint pl. human tumorok. Allatkisérleteinkben 8 hetes,

immunglobulint ellenérzétten nem termeld him és néi egyedeket hasznaltunk.

Két N'C-GFP-t stabilan expresszalé korai stadiumé melanoma
sejtvonalat, a WM 35 és a WM3248 SCID egérbe val6é szubkutan belltetését
végeztik el. 7 hetes obszervacids periodus utan az allatkisérletet terminaltuk,
majd a tumorokat megmértik. Eredményként azt kaptuk, hogy a N'°GFP
tumorok a kontroll csoport (GFP tumorok) méretét hétszeres mértékben
meghaladtak. Elmondhatjuk, hogy a Notch-1 receptor onkogéenként mikédik a

melanoma esetében.

Egy masik allatkisérletben azt vizsgaltuk, hogy a Notch-1 receptorok
milyen hatassal vannak a korai stadiumu melanomak progresszidjara, a
metasztazisképz6 képességikre. WM3248N'C-GFP és WM3248-GFP sejtet
injektaltunk intravénasan, a farok vénan keresztil SCID egerekbe. A

WM3248-GFP egerek esetében a tiidében csak néhany metasztatikus csomot
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taldltunk, mig a WM3248-N'° sejtekkel kezelt egereknél a tidét teljes
egészében ellepd, szamtalan metasztazis volt lathat6. A Notch-1 receptor
konstitutiv aktivacioja a korai stadiumu melanoma sejteket egy malignusabb,
metasztazis létrehozasara fokozottabban képes fenotipus iranyaba tolta el.
Ezt magyarazhatja, az extravazaciéban, a homing-ban, a melanoma sejtek
kitapadasaban, illetve telies adhézidjdban szerepet jatsz6 adhézids
molekuldk, mint pl. N-cadherin, Mel-CAM fokozott termel&dése.

Ezen eredményeket 6sszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a Notch-1
jelatvivé utvonal onkogén szerepet jatszik a melanoma kialakulasaban,

valamint a primer melanomak progresszidjaban.

4.10. Notch receptor aktivalédasanak hatasa a p-katenin molekula
stabilizaciojara

A kovetkez6 1épésként a Notch-1 receptor mikédésének
részletesebb mechanizmusat vizsgaltuk. Amikor a p-katenin fehérje
expresszidjat teszteltiik immunoblottal, észrevettik, hogy a N'°-GFP-lenti-vel
transzfektalt korai stadiumu melanoma sejtekben (Sbcl2, WM35, WM115,
WM3248 és WM278) a Notch overexpresszid a [B-katenin fehérje
mennyiségét fokozta a GFP-(kontroll) sejtekhez képest. A metasztatikus
melanoma sejtekben nem észleltiik ezt a valtozast, ami ismét a Notch tumor-
stadiumtol fiuggé mikddésére utalt. Eredménylnket alatamasztja, hogy a
Notch-1 érésének blokkolasa (DAPT kezelés) csbkkenti a B-katenin fehérje

termel6dését.

Megbizonyosodtunk arrél is, hogy a Notch receptor altal indukalt -
katenin fehérje aktivan mikddik-e, a human T-sejt faktor-1 (TCF) gén (egy, a
B-katenin A&ltal szabdlyozott génszakasz) transzkripciéjanak mérésén
keresztlll. A TCF-luciferaz teszt azt mutatta, hogy a WM3248-N'°-GFP és
WM115-N'°-GFP sejtekben az aktivan miikédé TCF mennyisége jelentésen
nagyobb mint a kontroll sejtekben, azaz a Notch hatasara termel6dé 3-katenin

a melanoma sejtekben mikddéképes.
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A kovetkezd lépésként a B-kateninnek a sejtbdl vald stabil kilitése”
(knockout) céljabdl egy lentivirus szerkezetbe illesztett, kis interferal6 RNS-t
kodol6 vektort hoztunk létre. Egy korabban lekdzoélt, emlds sejtekben tartds
génelcsendesitést eredményezd siRNS eljaras alapjan a gatlé szakaszt egy
emlds sejtekben hasznalatos expresszids vektorba, az H1UG-be illesztettik
be. Harom kilénb6z6 interferdld RNS vektort szerkesztettink meg. A
létrehozott siRNS-t kddolé lentivirussal a melanoma sejteket megfertdztik, és
a leghatasosabbat kivalasztottuk. Ezutan a WM35-N'°-GFP és WM3248-N'°-
GFP sejtvonalakat megfertéztik a kis interferald RNS-t tartalmazd,
permanens valtozdst létrehoz6 lentivirussal. Ezaltal két Ujabb stabil
sejtvonalat hoztunk létre, amelyeket B-kat-siRNA/WM35-N'-nek és B-kat-
siRNA/WM3248-N'°-nek neveztiink el. A B-katenin csokkent szintjét az U
sejtvonalakban immunoblottal ellenériztik le, ahol a kontrollhoz képest 78%-
os (WM35), illetve 90%-0s(WM3248) csdkkenést tapasztaltunk. Az in vitro
kisérletekben a B-katenin szupresszidja szignifikansan csdkkentette a Notch-1
altal indukalt sejtproliferacié6 mértékét a melanoma sejtekben. Ezt
magyarazhatja az, hogy a B-katenin gatldsa a programozott sejthalél, az
apoptozis indukcidjat idézi elé6. Amikor az apoptdzis mértékét megvizsgaltuk
(egyszalu, ssDNS teszt), azt taldltuk, hogy a csbkkent B-katenin-szinttel
egyidében ndvekedett az életképtelen sejtek szama.

A kovetkez6 lépésként a B-kat-siRNS/WM3248-N'° sejteket SCID
egérbe intravénasan injektaltuk, és ugy talaltuk, hogy a B-katenin géatlasa a
melanoma sejtekben kevesebb tldémetasztazist eredményezett a kontroll
egerekhez képest. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a Notch-1 receptor
onkogén hatasa melanoma sejtekben minden bizonnyal /minimum
részlegesen/ a p-katenin molekula aktivaciéjan keresztil valésul meg, illetve,
hogy a B-katenin molekula a jelatviteli kaszkadban a Notch-1 receptor szintje

alatt mikodo (downstream) elem.

16



5. Megbeszélés

A most bemutatasra keril6 munkaban a Notch receptorok szerepét és
jelentéségét vizsgaltuk a melanoma progresszid6 mechanizmusédban
kildnb6z6 Kkisérleti rendszerekben. Célunk az volt, hogy felderitsiik a Notch-1
receptor aktivacié okozta biolégiai elvaltozasokat melanoma sejtvonalakban,
illetve in vivo SCID-egér tumormodellen. Reményeink szerint ezlton siker(lt
ramutatnunk egy Uj molekulara, amely ellen kifejlesztett terapias szer akér a

melanoma kezelésében is szerepet nyerhet.

Munkank soran kimutattuk, hogy a Notch-1 receptor jelatvivé rendszere
human melanoma malignumban aktivan funkcional. A Notch-1 fehérjét
kimutattuk a melanoma sejtvonalakon, illetve klinikai betegmintakon, viszont
benignus naevusban, illetve melanocita sejtvonalakon nem volt kimutathat6. A
melanoma  érintettségét vizsgalatunk kezdetekor mind6éssze néhany
publikacio vetette fel, és egy sem tanulmanyozta részleteiben. Kimutattuk,
hogy a Notch-1 utvonal komponensei, pl. a Jagged-1 ligand, a Notch-nak
alarendelten m{kéddé molekuldk (HEY1, HEY2, HES1, HES2) is
expresszalédnak mindharom ndvekedési fazisbédl szarmazé melanoma
sejtvonalakon. Hasonlé eredményt kaptak Hoek és tsai cDNS alapu

microarray segitségével.

A tumorok progressziéja egy komplex folyamat, aminek lezajlasahoz
szamos kulénbdzd, cellularis szinten zajlé valtozasra mint pl. megnévekedett
sejtproliferacié, a tuléléképesség, migracid, invazid, stb van szikség. Mi a
sejtproliferaciét és a sejtek kihorganyzodas flggetlen névekedését vizsgaltuk
agarban. A Notch-1 receptorok mikddését sejtvonalakban blokkolva (mindkét
mobdszerrel) azt taldltuk, hogy a melanoma sejtek proliferacioja és a
kihorganyz6das fuggetlen ndvekedése agarban gatolhaté. Suwanjunee és
mtsai szintén beszamoltak arrél, hogy ha a Notch rendszert y-szekretaz
inhibitorral gatoljak, a sejtproliferacié gatolhaté lymphoma és hepatoma
sejtvonalakban.
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A legtbbb emberi és allati eredetl sejt ndévekedéséhez szikséges
annak valamilyen felszinhez térténé kitapadasa. A sejtek a kihorgonyzastol
valé flggéség révén szabdlyozni képesek a sejtosztédas mértekét. Ez a
kontroll mechanizmus a transzformalodott sejtekben elvész. Szamos
sejttipusban a kihorgonyzédasfiggetlen ndévekedés egyet jelent a
tumorigenitassal és invazivitassal. A kolénianévekedés agarban (angolul ,soft
agar assay) egy rutin kisérleti eljaras, amellyel a sejtek kihorgonyzastol
flggetlen névekedése vizsgalhatd. Eredményeink szerint a Notch-1 receptor
gatlasa DAPT-vel vagy transzkripciés gatlassal csékkenti a VGP és RGP
fazist melanoma sejtek ndvekedését agarban, metasztatikus sejtekre
azonban nincs hatassal. Ugy tlinik, hogy azok a lehetséges egyéb szignal
utvonalak, amelyek a Notch utvonallal kollaboralhatnak, valészindleg

kGldnb6z6ek a primer és a metasztatikus melanoma sejtek esetében.

A Notch receptorcsalad az egyes raktipusok patomechanizmusaban
tobbféle szerepet is jatszhat. Ez a fajta diverzitas a széveti homeosztazis és a
fejlédés szabalyozasaban betdltdétt szerepe soran is jellemzd a Notch
receptorokra. Az altalunk talalt onkogén funkcioval ellentétben a bazalis- és
laphamsejtes karcinomaban (egérmodellben) a Notch 1 receptor tumorellenes
hatdsu. Kimutattak, hogy a Notch szignalrendszer tébbféle - pozitiv és negativ
- szerepet is jatszhat a sejtdifferencialdodas, a sejtproliferacié, a sejtek
életképességének szabalyozdsaban, valamint a tumorgenezis soran. Ezért
nem meglepd az, hogy ugyanazon szervbdl kiindulo, de kilénbdzd tipusu
malignémaknal mint a pl. a bazalsejtes karcinbma és a melanoma malignum,
a Notch-receptor ellenkezd hatast valt ki. A B-sejtek fejlédése soran a Notch-1
ndvekedésledllast és apoptdzist okoz, mig T-sejtekben sejtproliferaciot
indukél. A Notch szignalrendszer egyrészrél onkogénként viselkedik, és a
sejteket proliferaciora serkenti (akut lymphoblastos T-sejtes leukémia, egér
emlétumor, transzformalédott  veseepithelsejtek), masrészrél pedig
tumorszupresszorként a sejtndvekedés ellen hat (egér bazalsejtes karcinoma,
emberi kissejtes tlid6rak, hepatocellularis karcindbma, prosztatarak).
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Munkankban el6sz6r szamolunk be egy olyan laboratoriumi
kisérletsorozatrol, amely a Notch-1 konstitutiv aktivaciojanak hatasat vizsgalja
human melanoma sejtvonalakon. A Notch-Utvonal aktivacidja melanoma
sejtekben a sejtproliferaciot és a kihorganyzasfliggetlen névekedést fokozta in
vitro és in vivo (SCID egér modellben). Ez a hatas kisérleteinkben stadium
fllggd karakterisztikat mutatott. A Notch-1 receptor el6segitette a primer
melanomak progresszidjat, azonban nem volt, vagy nagyon kis hatassal volt a
metasztatikus melanomékra. Cervix carcindmaban is kimutattdk a Notch
receptorok stadiumtél figgd mikddését. A Notch-1 receptor a cervix rék korai
stadiumaban onkogénként, a késdi stadiumaban pedig tumorszupresszorként
viselkedik. A proliferacié ndvelésének hatterében természetesen tébb dolog
allhat, a legvaldszinlibb, hogy a Notch-1 receptor aktivacioja a sejtciklusban
részt vevd proteinek (pl. ciklin D1) expressziéjat szabalyozza. A Notch altali
tumoros transzformaciohoz valdszinlileg tébb genetikai valtozas egyidejl
megléte szlkséges. Az, hogy a Notch aktivacidjanak a hatdsa a tumor
stadiumatol flgg, tulajdonképpen megegyezik az embrionalis fejlédés soran
tapasztalt —és jol ismert- Notch miikddés jellegével, amely a ,helytél és id6tol”,
a pillanatnyi kontextustél fliggd szabalyozést jelenti. Ennek a pontos

mechanizmusa azonban egyelére ismeretlen.

Munkank soran kimutattuk, hogy Notch-1 aktivaciot kévetéen megné a
melanoma sejtek adhéziés kapacitasa, ezzel parhuzamosan megemelkedik
az N-kadherin és a Mel-CAM expresszidja. Azt is kimutattuk, hogy Notch-1
modellben, illetve bebizonyitottuk, hogy Notch-1 a fokalis adhéziés kinaz
(FAK) aktivalodasat idézi el6. Eredményeink szerint a Notch-1 konstitutiv
aktivalédasa fokozza a tudémetasztazisok kialakulasat SCID egér modellen.
Az N-kadherin, és Mel-CAM adhéziés molekuldk szintjének valtozasa egy a
lehetséges mechanizmusok koézil, amelyek Notch-1 aktivacié esetén a
sejtnbévekedés, migracid, adhézié és metasztazisképz6dés fokozdédasahoz
vezetnek. Az is elképzelhetd, hogy a Notch-1 receptorok a FAK kinazok
mikoédését a kadherineken keresztill szabalyozzak. A Notch-1 expresszié

FAK kinazra kifejtett kdzvetlen hatasat is megvizsgaltuk, és azt talaltuk, hogy
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a Notch-1 aktivacié fokozta az aktiv, foszforilalt allapotd FAK kinadzok

mennyiségét.

Egy korabbi kdézlemény mar felvetette annak lehetéségét, hogy a B-
katenin molekula lehet kézvetlenll a felelés a Notch-1 receptor altal kivaltott
hatasert, és hogy ez a molekula kdzvetiti a Notch-1 anti-tumor hatéséat egér
bazalsejtes karcinbmaban (Nicolas és mtsai, Nature Genetics). Mi azt talaltuk,
hogy a B-katenin fokozott mikdédése melanoma malignumban a Notch-1
receptor onkogén hatasanak a kozvetitéje. Az, hogy a B-katenin altal
kbzvetitett hatas onkogén vagy tumor-szupresszor jellegl lesz-e, az
valészinlileg a Notch-1 aktivacido mértékétdl és maodjatdl (ligand tipusa) flgg,
illetve azt a Notch-1-nek az illetd szbévetben betbltétt szerepe hatarozhatja
meg. A B-katenin molekula mutacié okozta aberrans aktivalodasat, a vad
tipusu B-katenin fehérje nagy mértéki felhalmozédasat a sejtmagban, vagy
az IGF-szignaling okozta stabilizaciéjat mar korabban is 0Osszefliggésbe
hoztak a melanoma progresszié folyamataval. A B-katenin molekula fontos
szerepet jatszik az E- és N-kadherin -Ca™-fliggé sejtfelszini molekulak-
medialta sejtadhézié szabalyozdsaban. A B-katenin fontos része a Wnt
jelatvivé utvonalnak is, ahol a TCF gén transzkripcidjat indukalja.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Notch-1 receptor altali B-katenin
termelédés (vagy stabilizalédas) csak a korai fazisi RGP vagy VGP
sejtvonalak sajatossaga, a metasztatikus eredetli sejtvonalakban mint pl. a
1205Lu, nem kovetkezik be. Ennek magyarazata az lehet, hogy a Notch-1
receptor, és annak target génjei a NIC overexpresszidja nélkll is
expresszélva vannak a metasztatikus melanoma sejtvonalakban. A kulséleg
eléidézett, tartdés Notch1 aktivacio mar nem képes a B-katenin fehérje szintjét
tovabb ndvelni, és képtelen a sejproliferacidé tovabbi fokozasara. Valdszind,
hogy a metasztatikus sejtekben mar minden onkogén hatasu utvonal aktiv, és
az alsébb rendl elemek (B-katenin vagy a sejt-ciklus gépezete) maximalis
kihasznaltsagon makddnek, és teljesitménylk tovabb nem fokozhaté. Az is
elképzelhetd, hogy valamilyen, eddig nem ismert visszacsatoldsos szabdalyoz6
mechanizmusok  mikédnek a  metasztatikus sejtekben, amelyek
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antagonizaljdk a Notch receptorok hatasat. A B-kateninnek a Notch
rendszerrel valé 6sszefliggésbe hozasnak a jelentéségét az adja, hogy ezen
a molekulan keresztll két igen fontos sejten bellli szabalyozérendszer: a
Notch és a WNT utvonal kapcsolhaté 6ssze. A Notch és Wnt Gtvonal
kapcsolatat vetették fel Alves-Guerra és mtsai is, akik kimutattak hogy a
MAML-1 nem csak a Notch-1 receptor, hanem a p-katenin Gtvonal

koaktivatora is.

Az RNS-interferencia (RNAIi) egy par éve felfedezett jelenség, egy
univerzalis szabalyoz6 mechanizmus, amely azon alapul, hogy kis kétszalu
RNS darabok (siRNA) egy masik fehérjéhez (Slicer) kapcsolédva egyszaluva
alakulnak, egy RNAi silencing complex-t (RISC) hoznak |étre, amely képes
felismerni a kis RNS darabbal komplementer mRNS molekulakat és azokhoz
kdtédve katalizalni lebontasukat. Munkank soran létrehoztunk egy Kkis
interferald6 RNS szakaszt kodol6 retrovirdlis vektort a B-katenin szintjének
gatlasara. Kimutattuk, hogy a p-katenin molekula expresszidjanak kis
interferal6 RNS-sel val6 gatlasa a melanoma sejtek in vitro és in vivo
névekedésének csbOkkenéséhez vezet, valamint apoptdzist indukal.
Kévetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a p-katenin egy lényeges elem a
melanoma sejtek ndvekedésének szabalyozasaban. Allitasunk helyességét,
€s a B-katenin szerepének fontossagat igazolta Delmas és csoportja, akik
kimutattak, hogy a [-katenin a melanocitdkban immortaliz4ciét okoz a
p16/Ink4a szupresszalasan, és a Ras-sal valé ko-operalason keresztul.

A huméan malignomak kezelésének frusztralé velejardja, hogy a
daganatsejtekbél a gydégyszeres kezelés alatt vagy azt kdvetben rezisztens
klonok alakulnak ki. Ez a lépés a tumor kezelésre refrakter kitjuldsdhoz, és
kezelhetetlen metasztazisokhoz vezethet. A daganatokra individudlisan
jellemzd genetikai eltérések célzott kezelése is felvetédik, mint 0 terapias
lehetéség. Az eukariéta sejtek nagyon komplexen mikéds, a
differencialédast, sejt proliferaciét és a sejthalalt szabalyoz6 rendszerei: a
WNT, Sonic-Hedgehog, és Notch Utvonal lehetnek ennek hasznos célpontjai.

Felmertilt, hogy a Notch-utvonal elleni gyégyszerek kifejlesztése révén akar a
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korlatlan osztédasi kapacitassal rendelkezé, terapia rezisztens daganat-
Ossejtek elimindlhatéak. Reméljik, hogy munkéankkal hozzajarultunk ahhoz,
hogy ennek a kiprébaldsa melanoma malignum esetében is megfontolasra

kerdljon.

6. Uj megallapitasok:

1. A Notch-1 receptor és a Notch utvonal elemei expresszalédnak huméan

melanomaban.

2. A Notch-1 receptor blokkolasa gatolja az RGP és VGP melanoma

sejtek szaporodasat és kihorgonyzasfliggetlen névekedését agarban.

3. A Notch-1 receptor aktiv alakjanak expresszidja a melanoma sejtekben

lentiviralis vektorral sikerrel fokozhato.

4. A Notch-1 receptor konstitutiv aktivalasa fokozza az RGP és VGP
melanoma sejtek proliferaciojat, kinorgonyzasfliggetlen névekedését in vitro,
fokozza a szubkutan tumor névekedését illetve a tidékolonizacio mértékét in
vivo SCID egér modellen.

5. A Notch-1 receptor konstitutiv expresszioja fokozza a melanoma sejtek

YV

fokozza az N-kadherin, Mel-CAM adhéziés molekuldk expresszidjat, valamint
a fokalis adhéziés kinaz foszforilacidjat.
6. A Notch-1 receptor aktivacidja fokozza a melanoma sejtekben talalhaté

szabad [-katenin mennyiségét az RGP és VGP sejtekben, mig a

metasztatikus fazisu sejteken nem.

7. A pB-katenin géatldsa a permanensen aktiv Notch-1 receptorral

Yy

vitro, valamint csodkkenteni képes a WMB3248NIC altali tlidékolonizacio

mértékét SCID egér modellen.
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7. Osszefoglalas

A Notch-1 receptor transzmembran fehérje, melynek feladata a
sejtdifferencidlédas, sejtproliferacié és a sejthalal szabélyozasa az embrionalis
fejlédés soran. A Notch-1 receptort a ligand kdtédését kdvetéen metalloprotedzok
hasitjdk, majd intracelluldris doménja a nukleuszba transzlokalodik, és
transzkripciét indukal. A Notch receptorok szerepét szamos szolid tumorban

karakterizaltdk, azonban szerepe melanoma malignumban nem ismert.

Munkankban A Notch-1 receptor és az azon keresztiil t6rténé jelatvitel
szerepét vizsgaltuk a melanoma progresszidjdban. Kimutattuk, hogy a Notch-
rendszer funkciondlisan aktiv melanoma malignumban, a Notch-1 receptor
expresszaldédik melanoma malignum szdvetmintakon. Kimutattuk, hogy a Notch
utvonal gatladsadval a korai stddiumi melanoma sejtvonalak ndvekedése
csokkenthetd. Kisérleteinkben a Notch-1 intracellularis doménjének konstitutiv
kihorgonyzasfliggetlen ndvekedését a korai stadiumud sejtekben, azonban a
metasztatikusokban nem. Megallapitottuk, hogy a Notch-1 receptor
overexpresszidja a melanoma sejtek metasztatizalé képességét fokozta. A
Notch-1 receptor aktivacié ezen tulmendéen a melanoma sejtek erételjes
fosztforilalodasat idézte el6. A Notch-1 aktivacié fokozza a tumorsejtek tulélését
haromdimenziés szferoid modellben. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a Notch-1
receptor mikddésének onkogén hatasa a (-katenin molekulan keresztil valésul
meg. A B-katenin fehérje szintje elevalddik Notch-1 aktivaciot kévetden, és ennek
inhibiciéjaval a Notch-1 indukalta tumorndvekedés eés metasztazisképzés
megfordithaté.

Kévetkeztetésként levonhatjuk, hogy a Notch-1 receptor egy aktiv
mechanizmus a melanoma pathogenezisében. Eredményeink szerint a Notch-1
receptor egy B-katenin fliggd, stadium-specifikus méodon segiti el6 a melanoma
sejtek progresszidjat. El8szér mutattuk ki a Notch-1 receptor onkogén szerepét

melanoma malignumban.
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8. Targyszavak:

Melanoma malignum, Notch-1 receptor, tumor progresszid, beta-katenin,
SCID-egér modell, y-szekretaz, lentiviralis vektor
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