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Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke:

2-ME: 2-merkapto-etanol
c-KIT: Stem cell factor receptora

DAPT: N-[N-(3, 5-difluorofenacetil-l-alanil)]-S-
fenilglicin t-butil észter

DMEM: Dulbecco modified Eagle’s Medium
DMSO: di-metil-szulfoxid
DN: dominéns negativ

DN-MAML1: dominans negative mastermind-
like-1

EDTA: etilén-diamin-tetraecet sav

EGFP: enhanced GFP

E-kad: E-kadherin (epitelialis forma)

FAK: fokalis adhézios kinaz

FBS: fetal bovine serum, magzati borjusavo
GFP: z6ld fluorescens fehérje

H&E: hematoxylin-eosin

H1UG: H1 promoterrel rendelkezb lentiviralis
plasmid

HES: hairy and Enhancer of split [E(spl)

HEY: hairy and Enhancer of split [E(spl)
related with yrpw motif

HRP: tormaperoxidaz

lgG: immunoglobulin

IGF: inzulin—szer(i ndvekedési faktor
kDa: kilo Dalton

LacZ: B-galaktozidaz

mAb: monoklondlis antitest

Mel-CAM: melanoma-cell adhesion molecule,
MUC18, CD146, endoszialin

Met: metasztazis

MITF: microphtalmia associated transcription
factor

N': intracellularis Notch, a Notch receptor
funkcionadlisan aktiv formaja

OD: optikai denzitas

N-kad: N-kadherin (neruralis forma)
PBS: foszfat puffer

pFAK: foszforilalt (aktiv) FAK

PI: propidium jodid

Q-PCR: kvantitativ polimeraz lanc reakcié
Real-time PCR: Isd. Q-PCR

RGP: radialis ndvekedési fazis

RNS: ribonukleinsav

SCID: severe combined immunodeficiency,
sulyos kombindlt immunhianyos betegség

SD: standard deviaci6

SDS: Natrium-dodecil-szulfat

siRNS: kis interferalé RNS

ssDNS: egy szalu DNS (single stranded)
SUP-T1: T-sejtes leukémia sejtvonal
TBS-T: Tris alapu séoldat+Tween20
TCF: T-cell factor, génszakasz

TRIS: trisz(hidroximetil)-aminometan,
(HOCH,)3CNH,, puffer oldat alapja

VGP: vertikdlis ndvekedési fazis



1 Bevezetés (témavalasztas és célkitiizés)

A haldlozasi statisztikdkban a rosszindulatd megbegetedések szerepelnek a
masodik helyen a sziv- és érrendszeri megbetegedések utan. Az Eurépai Uniéban
az Osszes daganatos eset okozta haldlozas csdkkend tendenciat (10%) mutat az
1980-1995 évi adatok alapjan [1]. Magyarorszagon a statisztikak szerint 1975 és
1995 kozott csbkkent a rosszindulati daganatok okozta halalozas névekedési
Uteme. Ennek eredményeképpen 1995 és 2002 kozott a halalozasok szama
allandosult [2]. Ezzel egyidében egyes raktipusok, mint példaul a melanoma
malignum — a bdr pigmenttermeld sejtjeibdl kiinduldé rosszindulati daganat -
incidenciaja tovabbra is névekszik vilagszerte (World Health Organization, 2005). Ez
a ndvekedés -melanoma esetében 3%- becslések szerint 15 évenként
megduplazdédik. A melanoma malignum korai felismerésével és az idében elvégzett
korrekt sebészeti kezeléssel a betegek eredményesen gyodgyithatok, azonban
metasztazis kialakulasa esetén a betegség rovid id6 alatt halalhoz vezethet. A
melanoma sejtek ellendllnak a radio- és kemotergpianak, valamint rezisztensek a
programozott sejthalalra. A betegek varhatd tulélési esélyének javitdsahoz (j
terapias eszkbzokre van szikség. Ezek kifejlesztése érdekében tovabbi kutatasok
szukségesek a betegség patomechanizmusanak, a progresszio €s metasztatikus
szorbdas lépeseinek részletesebb megismeréséhez.

A molekularis biolégidnak az elmult 15 évben végbement fejlédése: a human
genom megismerése, a virdlis vektorok létrehozasa klonozdsos mobdszerrel, a
génterapia, a cDNS alapu array nagyon jo lehetéséget teremtettek arra, hogy a
sejteken bellli folyamatokat, és azok szabdalyozasat Osszefliggéseiben, avagy

egyetlen gént kiemelve, annak szerepét izolaltan, részleteiben tanulmanyozhassuk.

A tumorok kialakulasa, illetve progresszidéja egy komplex, tébb lépcsés
(genetikai valtozasok és kdrnyezeti hatdsok réven létrejévé) folyamat, amely soran
szadmos molekularis eltérés kialakulasa szikséges a malignitas eléréséhez. Szamos
kutatécsoport tanulmanyozza a melanoma sejtek ndévekedését kilénb6z6é in vitro és

in vivo modelleken, de a melanoam sejtek bioldgiajaval kapcsolatos ismereteink a
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mai napig nem teljesek. Az elmult évtizedekben egyre tObb, korabban kevésbé
ismert, é€s értett sejten bellli szabalyozd mechanizmus, sejtfelszini receptorcsalad,
valamint jelatvivé rendszer kerllt felfedezésre, illetve mas megvilagitasba az Uj
kutatdsi moddszereknek kdszénhetéen. Egy ilyen, eddig kevésbé ismert

receptorcsalad a Notch receptorok csoportja.

A Notch-receptorok transzmembran fehérjek, amelyek eredetileg az
embriondlis fejlédésben vesznek részt, és amelyekrél id6kdézben kiderllt, hogy
jelent8s szereppel birnak a rosszindulati megbetegedések kialakuldsaban is. A 90-
es évek elején kimutattak, hogy a T-sejtes leukémias esetek jelentds részében egy
transzlokacionak készdnhetéen a Notch-1 receptor permanensen aktivalédott, ami a
T-limfocitéak kontrollalatlan ndvekedését okozza. 2000 korul jelentek meg az elsé
olyan tudomanyos kdzlemények, amelyek a Notch-1 receptorokat szolid tumorok
kialakulasaval, (elsésorban tidd, cervix, vese eredetl megbegedésekkel) hoztak
Osszefliggésbe. Mivel a Notch receptorok jelentéségével melanoma malignumban a
munkam kezdetekor semmilyen tudoméanyos kdzlemény nem foglalkozott, PhD

dolgozatom témajaul a Notch-1 receptorok szerepének vizsgalatat tlztik ki.

A Notch-1 receptor jelentésége a melanoma malignum kialakulasaban,
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 tumorndvekedésben, és a
tidémetasztazis-képzésben. Kisérleteinkkel szerettink volna hozzajarulni  a
melanoma patogenezisének részletesebb megismeréséhez. Ezen megfontolasbdl az

alabbi kisérleti stratégiat allitottuk fel:

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

€s melanoma malignum szévetmintakon.

2. A Notch-1 receptor gatlasa, és a gatlas utani hatas tanulmanyozasa a

melanoma sejtek névekedésére in vitro és in vivo.

3. A funkciondlisan aktiv Notch-1 receptor emlés expressziéra alkalmas vektor
konstruktjainak, és rekombinans lentiviralis konstruktjanak el6allitasa. A



Notch-1 aktiv formajanak nagymértékli expresszalasa emberi eredeti
melanoma sejtvonalakon.

A Notch-1 normalisnal nagyobb mértékii expresszidja (overexpresszio) altali
hatas vizsgalata a melanoma sejtek névekedésére (in vitro & in vivo SCID
egér modellen).

. A Notch-1 overexpresszié hatasadnak tanulmanyozasa a sejtadhéziora, és
egyes adhézids molekulak expresszidjara.

. A Notch-1 overexpresszié hatdsanak tanulmanyozédsa 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 sejtproliferaciéra, apoptézisra és tumorgenezisre
kifejtett hatas tanulmanyozasa a permanensen aktiv Notch-1 receptorral

rendelkez6 melanoma sejtekben.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Melanoma malignum

2.1.1 Eléfordulas

A melanoma malignum a bér neuroektodermalis eredetli pigment termeld
sejtieib6l, a melanocitakbol kiinduld rosszindulatd daganat. A primer tumor
el6fordulasi helye a bér, a nyalkahartyak, uvea, és a leptomeninx, amelyek kdzll a
bdr a leggyakrabban érintett szerv (90%).

A vilag adatait nézve (2000-es évben) az Uj melanomas esetek 100,000 fére
esd eldforduldsa 0.2-34.9 kozdtt valtozik. Ausztralidban és Uj-Zélandon a
legmagasabb az el6fordulas (40.5, illetve 36.5/100,000 férfiak esetében), amit
Norvégia és az USA kdvet 14.1/100,000, illetve 13.3/100,000-el. Az incidencia
Kinaban (0.2/100000) és Japanban (0.4/100000) a legalacsonyabb [3]. A betegség
incidenciaja Magyarorszagon 7.6/100,000, a betegség okozta haldlozas pedig
1.6/100.000. (WHO)

Magyarorszagon 2001-ben 517 férfi és 600 ndi betegnél, 2005-ben 825 férfi
és 1003 ndi betegnél diagnosztizaltak Uj melanomas megbetegedeést [4] A férfi és
néi, egylttes melanoma eredetl haldlozas 1999-2004 kozott évi 315-344 kdzott
valtozott (KSH adatai). A melanomas esetek el6forduldsa folyamatosan né. A 35 év
alatti férfiak esetében az 6tddik, néknél a 3. leggyakoribb rosszindulatd daganat. [5]

Melanoma prevalencia alakulasa a DEOEC Bér- és
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A Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centruma
Bérgydgyaszati Klinikajan az Uj melanomas esetek szama 1999 es 2006 koz6tt 80
és 118 koOzo6tt valtozott. A 2000-es es 2001-es évet leszamitva -az orszagos
adatoknak megfeleléen- néi dominencia volt megfigyelhetd. (1. Abra)
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A melanoma leggyakoribb kialakulasi helye a férfiak esetében a térzs, mig a
néknél az alsé végtag. (2. Abra, Hunyadi et al, 2007) Ennek magyardzata a
fenyexpozicio, és az eltér6 6ltdzkédési szokdsok. Az Uj esetek 53-80%-aban a
tumorvastagsag 1 mm alatti (3. Abra). Az in situ es a <Imm-es esetek aranya 2003
utan folyamatosan nétt az 6sszes esethez képest, ezzel egyidében fokozatosan
csdkkent a >1mm feletti tumorok aranya az észlelés idépontjaban.

Uj esetek, Breslow szerinti osztalyozas alakulasa
nemek szerint 2004-2006
O Férfiak-2004
m Férfiak-2005 ,
mrérfiak2006  3.Abra:
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2.1.2 Diagnézis, osztalyozas

A betegség pontos diagnoézisat a Kklinikai vizsgalat és a szOvettani
prognosztikus paramétereket tartalmazd, pontos hisztopatologiai lelet birtokdban
lehet kimondani.

A Dbér eredetii melanomak szdvettanilag 4 nagy csoportba oszthatdék. A
felszinesen terjedd vagy superficial spreading melanoma (SSM) az 06sszes
melanomak kétharmadat adjdk. A nodularis melanomak, a vertikalis névekedési
fazist tumorok az esetek 10-15%-at alkotjdk. A lentigo maligna melanoma (LMM), -
in situ formaja a lentigo maligna- napfénynek kitett bérfelszinen jelentkezik. Az
acralis lentiginosus melanoma (ALM) tenyéren, talpon es subungualis lokalizaciéban
fordul elé. Ritkabb altipusok a desmoplasticus melanoma, a neurotrop melanoma, a
kék naevus talajan, illetve a congenitalis naevus talajan kialakult melanoma,
valamint a naevoid melanoma. Melanoma kialakulhat még az uvea-n, és a
nyalkahartyak kilénbdzd terlletein, mint pl. a vulva, vagina, szajireg, anorektum,
orrireg, esophagus. Jollehet a 4 f6 altipus szdvettanilag és klinikailag kilénbdzik,
ennek a felosztasnak mégsincs prognosztikai értéke. A primer melanomak
leghasznosabb prognosztikai indikatoranak a Breslow féle tumor vastagsag értéket,
es az ulceraci6 meglétét vagy hianyat tartjak. Egyéb - szdvettani vizsgalat soran
nyerhet6 - prognosztikai faktor még az invazi6 mértéke (Clark 1.-V.), a n6vekedés
fazisa, a tumor mitétikus ratdja, a regresszid, a tumort infiltralé limfocitak mértéke[6],
mikroszkdpos szatellita metasztazis jelenléte, az érinvazio, a perineuralis terjedés, a
sejttipus, illetve a sebészi szélek érintettsége. Fontos prognosztikai értekkel birhat
még az Orszem nyirokcsomd (sentinel node) -biopszia eredménye, amely a
mikroszkdpikus nyirokcsomé érintettségrél tajékoztat.[7] Az elmult évtizedekben
végzett molekularis szintl kutatasok eredményeinek tumor markerként vagy
prognosztikai indikatorként valé felhasznalasa a klinikumban sajnos nem jart kézzel
foghatd eredménnyel. A kis esetszamu vizsgalatokban ezek a molekularis markerek
igéretesnek tlinnek, de amikor nagy beteg populacién kerll sor a vizsgalatukra, ezen
markerek tdbbsége Kklinikailag hasznalhatatlannak bizonyul. Ennek oka az lehet,
hogy a melanom&k nagyon heterogének és nincs igazabdl olyan klasszifikaciés

rendszer, amely megengedné a molekularis markerek hasznalatat.
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2.1.3 Stadiumok, kezelés, kilatasok

A daganatok, igy a melanoma malignum felosztasa a klinikus szamara
nélkilézhetetlen a betegség progndzisdnak meghatarozasdban, és az ennek
megfeleld leghatékonyabb terapias terv felallitasaban.

Az 2002-ben az AJCC (American Joint Comission on Cancer) egy tumor-
nyirokcsomé-metasztazis (TNM) osztalyozasi rendszert hozott részre. A jelenleqi
TNM-klasszifikacid szerint a tumorok besorolasanak f6 szempontjai a A)
tumorvastagsag, és az exulceracio, B) régiondlis nyirokcsomok érintettsége (a
mikro- és makrometasztazisok szama), illetve C) tavoli attétek megléte és azok
lokalizacidja. Az AJCC tumorvastagsag alapjan a kévetkezé csoportokba osztotta a
melanoma malignumos eseteket: T1: tumorvastagsdg <1mm, T2: 1-2mm, T3: 2-
4mm, T4: >4mm. Ezen kivil ,a” jelzi a nem ulceralodott tumor, ,b” exulceralodott
tumort. A T1a, T1b, T2a, T2b stadiumokban az 5 éves tulélés 95%-40%.[8]

Az ehhez kapcsol6dd besorolas, a klinikai stddiumbeosztas a TNM rendszer
alapjan egységes prognosztikai csoportokba osztja az eseteket I-IV stadiumig. Az I-
es (szovettanilag alacsony(A) vagy mérsékelt(B) rizikéju), és ll-es (szdvettanilag
magas rizikoju) stadiumban a tumor lokalizalt, a lll-as stadiumban nyirokcsomo-
érintettség, a IV-es stadiumban tavoli attét jellemzi az eseteket. [V-es stadiumban
az 5 éves tulélés <25%. [8]

A melanoma kezelésének legfontosabb része minden esetben a sebészi
eltavolitas, illetve az ezt kéveté gondos utankdvetés. Az I-es stadiumu esetek egy
(szerencseés) részében a primer tumor széles kimetszése teljes megoldast nyujthat.
Ha a tumor exulceralt, elektiv nyirokcsomo-eltavolitas (SNB), illetve terapias-palliativ
nyirokcsomé eltavolitds javasolt. Metasztazis megléte esetén mono- (DTIC,
mustarnitrogén, platinasok) vagy kombinalt kemoterapia javasolt (BOLD, DVP,
DTIC-mustarnitrogén). Palliativ célbdl, a tumormassza csdkkentésére sugarkezelés
végzése is szdbajohet. Ujabb tipust terapias megoldast jelentenek az immuno-
kemoterapias: Interferon alfa + citosztatikum (DTIC, platinasok), valamint az
immunmodulans kezelések is (Interferon-alfa, IL-2). [9] Kisérleti fazisban 1évd
therapias lehetéségek (a teljesség igénye nélkll): tumor vakcinacié (dendritikus
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sejttel[10], szintetikus peptiddel [11]) T-sejt kezelés adoptiv transzferrel[12], anti-
angiogenetikus therapia (anti-VEGF antitest [13]).

A melanoma malignum kiemelked6 attétképzési tulajdonsagokkal rendelkezik.
A diagndzis felallitasakor a még csak primer daganattal jelentkezd betegeknél a
kés6bbi korlefolyas soran 15.5%-35.9%-ban észlelnek kivjulast. [14, 15] Az attetek
aranya a tumorvastagsagtél flggbéen eltéréseket mutat. A Semmelweiss
Orvostudomanyi Egyetem Bérgydgyaszati klinikdjanak adatbazisa szerint az 1979-
2000 kozott észlelt 210 metasztazis 6.5%-a a <0.75mm tumoroknal, 17%-a 0.75-
1.5mm kézotti, 29.6%-a 1.51-4.0mm kdzétti, 49.2% pedig 4 mm-nel vastagabb
daganattal felismert betegcsoportban Iépett fel. [16] Melanomaknal az attétek kb.
2/3-a a primer tumor felismerését kovetd elsé 3 évben kialakul [14, 15, 17]. A
metasztazisok egy jelentés része az 5-10 évig terjedd idészakban (kb 7-8%), illetve
10 év elteltével 1ép fel. (kb 5-6%). Az attétképzés sajatos dinamikgja miatt a

betegeket egész életiikdn at célszerl gondozni.

2.1.4 Aetiologiai faktorok, a melanoma progresszié modellje, a melanoma malignum

bioldgiaja

A melanoma kialakuldsdhoz a melanocita sejtekben bekdvetkezd, a
kdrnyezeti faktorok altal indukalt genetikai kontroll mechanizmusok kérosodésa
vezet. Epidemioldgiai adatok alapjan az UV sugarzast, ezen beliil is az UVA-t (320-
400 mm) és az UVB-t (260-320 mm) tartjak a sporadikus melanomak kialakulasaban
a leggyakoribb koroki tényezének. Ritka esetben a melanoma genetikailag
oroklédhet, mint pl. a familidris, atipusos multiple melanoma (FAMMM)
szindromaban, ahol a INK4/p16 (CDKN2A) gén mutécidja vezet generaciokon

keresztll daganat kialakuldsahoz [18].

A melanoma kialakuldsa egy tébb Iépcsds bioldgiai folyamat, amelynek
lépéseit a 4.sz abra szemlélteti. Ezen, Clark [19] altal kidolgozott modell alapjan a
melanoma leggyakrabban a naevus talajan fejlédik ki, majd a radialis ndvekedési
fazist (RGP) és vertikalis névekedési fazist (VGP) kévetéen metasztazisok (Met)
kialakuldsa j6het létre. A radidlis nOvekedési fazisban az epidermisben, illetve a
dermisben 10-15-nél kevesebb daganatsejtbél allé invaziv komponens van jelen.
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Vertikalis névekedési fazisban az invaziv sejtiek a dermalis és egyéb, megvaltozott
mikrokérnyezetben  proliferaciora,  tumorképzésre  képesek.  Metasztazis
leggyakrabban a régionalis nyirokcsomokban jelentkezik, ezt kdvetik a tavoli
metasztazisok a tuddében és az agyban.

Egészséges Szerzett Dysplasticus

pc’ir naevus naevus RGP VGP Metasztazis
= e - e

4.Abra:

A melanoma
progresszio
modellje Clark
szerint (Hsu M-Y
kozleménye utan
madositva [20])

A malignus tumorok egy tébb faktor altal kivaltott, tbb lépéses folyamat
(genetikai és epigenetikai véltozds) eredményeképpen jénnek létre. A malignus
sejtiekre jellemzd leglényegesebb eltérések a kbévetkez6kben foglalhatok 6ssze:
korlatlan osztédasi aktivitas, a programozott sejthaldlra valé érzékenység
elvesztése, a szbveti invazi6 és metasztazis képzésének képessége, a
sejtndvekedést kontroll alatt tarté szignalokra valo inszenzitivitas, az angiogenezis
serkentésének képessége, valamint a sejt sajat ndvekedését fokozé
mechanizmusainak bekapcsolasa. [21] A rakos transzformaciéhoz vezetd
legfontosabb genetikai szintl ,tdmadasok” a sejtciklust és annak szabdlyozasat
(ciklinD1, retinoblasztoma gén, p16, p53, c-Myc, telomerazok), az apoptdzis
folyamatat (Bcl-2, Apaf-1, p53), a sejtadhéziés molekulakat (integrinek, ICAM-1,
MCAM, kadherinek), az invaziot el6segité sejtfelszini proteolizis folyamatat (matrix
metaloproteinazok), a kromatin szerkezetét és mikoddéset (hiszton deacetilazok,
DNS repair), valamint a jelatvivé utvonalakat (pl. tirozin kindz receptorok) érintik.

Szamos molekularis utvonal vesz részt a melanoma keletkezésében és
fenntartdsaban. A melanoma kialakuldsdban és progresszidjdban az eddig

felderitett, és fontos szerepet jatsz6 molekularis valtozasok a kévetkez6é géneket
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érintik: a Mitogen-aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonal, RAS, BRAF,
retinoblasztoma atvonal, p53 dtvonal, sejtciklus rendszere, PI3Kinaz utvonal, MITF,
valamint a c-KIT [22, 23].

2.1.4.1 Onkogének, tumorszupresszorok

A karcinogén faktoroknak val6 kronikus kitettség, a mutaciok felhalmozodasa,
és a malignus sejtek klonalis szelekcidja altaldban néhany évtized alatt vezet rak
kialakulasahoz. A rak keletkezésével 6sszefliggésbe hozhaté fehérjéket kddolod
géneket -funkcié alapjan- két alapvetd csoportba: onkogének és tumorszupresszorok
sorolhatjuk. A talmikodésik révén rakot el6idéz6 onkogének tipikus példaja a ras
onkogén, a delécioja révén tumort okoz6 tumorszupresszoroké a p53. A melanoma
kialakulasaban részt vevd, eddig felderitett, Iényegesebb onkogének: N-ras, B-Raf,
ciklin D1/CDK4, WNT5A, p27, Cdk2, c-Myc. A melanoma kialakulasaval
leggyakrabban &sszefliggésbe hozott tumorszupresszor-gének: a p16(INK4A),
p14(ARF), PTEN/AKT, és p53/Apaf-1[23, 24].

2.1.4.2 Az adhézios molekulak szerepe a melanoma progressziojaban

A tumormetasztazis kialakulasahoz szamos szekvencidlis |1épés sziikséges: a
tumorsejteknek disszocialodniuk kell a primer tumortdl, majd infiltralniuk kell a
koérnyezd strémat, az érfalat, illetve a nyirokutakat, tovabba ki kell lépnilk az
errendszerbdl, és sikeresen behatolni és megtelepedni a célszervben. Hogy ezek a
sejtek elpusztulnak, csendben tulélnek, avagy klinikailag diagnosztizalhaté tumort
hoznak-e létre, az nagyban figg az immunrendszertdl €és a mikrokdrnyezet hatdsatol
is.[25] A sejt-sejt, illetve a sejt-extracellularis matrix kapcsolddast lehetéve tevé sejt-
adhézidés molekulak (kadherinek, integrinek, szelektinek €s az immunglobulin csalad
tagjai) fontos szerepet jatszanak a fenti l|épésekben, igy a metasztazis
kialakulasaban is. Az egészséges sejtek adhézidés képességének a megvaltozasa
megndvekedett sejtmotilitdshoz és a sejtek potencialisan invazivabb viselkedéséhez
vezethet, ami fontos Iépést jelent a rak kialakuldsa felé. A metasztazist is
tulajdonképpen a sejtadhézidé hianya idézi eld, aminek kdvetkeztében a tumorsejtek
elhagyjdk a szervet, amelybdl szarmaznak, és mas tavolabbi szervben mint pl.
nyirokcsomé, maj, tid6, agy telepednek meg.
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Amikor a melanocitak malignus melanomasejtté transzformaldédnak, illetve,
amikor a tumorsejtek a noninvaziv radidlis fazisb6l az invaziv, metasztatikus
potencidllal bir6é vertikdlis fazisba lépnek at, akkor a sejtfelszini adhézidés fehérjék
repertodrja lényegesen megvaltozik. Ismeretes, hogy a leglényegesebb valtozadsok

az E- és N-kadherin (Ca2+ fliggé sejtadhéziés molekulak), Mel-CAM és az av33

integrin  (vitronectin receptor) molekulakat érintik. A melanocitak malignus
transzformécidjakor, azokon az E-kadherin helyett N-kadherin jelenik meg (E:
epithelialis, N: neurdlis forma). Ez kadherin-,csere” teszi lehetévé az epidermisben
talalhat6 melanocitdk szamara a keratinocitak altal fenntartott, szoros névekedési
kontroll alél valé kiszabadulast. Ezaltal a kadherin-,csere” a sejtmigracio
fokozdédasat, a sejtek tulél6képességének és metasztatikus hajlamanak a
névekedesét eredményezi. [26, 27] Ismeretes pl. hogy az E-kadherin expresszié
elvesztése NFkB indukciojahoz vezet melanocitdkban, ami a transzformalddott
melanoma sejtek sajatossaga[28].

A Mel-CAM adhéziés fehérje a melanoma-endothelidlis sejtek kdzotti,
valamint a melanoma-melanoma sejtek kdzo6tti interakciéban vesz részt [29, 30],
azonban mas tipust malignomakban pl. Kaposi sarcoma, leiomiosarcoma,
choriocarcinoma is kimutattak a jelenlétét. A Mel-CAM fehérje a melanoma
metasztazisok 80%-ban megtalalhatd, és a szintje egyenesen aranyos a Breslow
ertékkel. A Mel-CAM megjelenése a melanoma sejteken fokozza azok aggressziojat,
és metasztatikus potencidljat. Ha korai, radidlis fazisi melanoma sejtekben a Mel-
CAM molekula expresszidjat indukaljak, majd ezeket a sejteket egerekbe oltjak,
akkor az esetek 70%-ban metasztdzis alakul ki. [31, 32] Ezen eredmények azt
mutatjak, hogy a Mel-CAM molekula fontos résztvevéje a melanoma progredialasat

el6idézd folyamatnak.

Az integrinek heterodimer glikoprotein molekulak, amelyek egy a és egy B
alegységbdl allnak. Funkcidjuk -a sejt-sejt kapcsoldédason kivil- a sejteknek az
extracellularis matrixhoz val6é kihorgonyzasa, ezen keresztll az ,inside out”, azaz a
sejtbél a koérnyezet felé kifejtett kommunikacio kivitelezése. Az integrin molekulak
altipusai koézil az avpB3 és a4p1 esetében mutattak ki eddig, hogy jelenlétik rossz
klinikai prognozissal hozhatd dsszefliggésbe melanoma malignumos esetekben [33].
Az avB3 jelenleg a legjobb olyan molekularis szintd marker, amely az RGP>VGP
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atmenetet jelzi. Egérkisérletekben avB3 fehérje expresszibéja a radidlis fazisu
melanomasejteket invazivabba, agresszivabba teszi, illetve megvédi a sejteket az

apoptézistél, fokozza a proliferaciot, és a sejtmigraciot.[33]

Egyre tobb tény tamasztja ala a feltevést, hogy a tumor sejtek képesek
szabdlyozni a sajat adhézidjukat az intracellularis térbdl kiindulé jelekkel, az
integrineken keresztll. Mechanikai hatast (nyomas, surlédés, deformacid) kévetben
a citoszkeleton mechanikai szenzorainak, mint pl Src, PI3-kinazok, fokalis adhézios
kinazok (FAK) és Akt-1 mikddéseben valtozds kdvetkezik be [34, 35]. Az adhézids
molekuldknak szamos mas tipusa is ismeretes, amelyek szamos sejtfunkciot

szabalyozhatnak, és kodzrejatszhatnak egymas mikddésének modulélasaban is.
2.2 Notch-1 receptor

2.2.1 A Notch-1 receptor szerkezete, miikédése, target gének, ligandjai

A konzervativ strukturaju sejtfelszini receptorokat kédol6 Notch géncsaladot
90 éve fedezték fel [36]. Neviket egy véletlentl kialakult, mutans Drosophila
melanogaster (ecetmuslica) fenotipusrdl kaptak, ahol a Notch génnel nem
rendelkezd muslicak szarnyan hasitas volt lathatd (Notch = bevagas).

5.Abra: A Notch receptorok miikddése fontos az ecetmuslica
vietee  normalis fejlédésében. Felsé kép: Vad tipust muslicdban a szarny
) egészséges. Kozépsdé kép: Notch hianyaban a szarnyon bevagasok
N : jelentkeznek, a széli rész nem fejlédik ki. Alsé kép: Notch receptor
eI taimikddése esetén (itt: nagy mennyiségi Delta ligand esetén) a szarny

tal nagyra né. [37]

gain N sig.

Késdbb kidertlt, hogy a Notch gének telies (mindkét alléljének) elvesztése az
egérembriok korai elhalasahoz vezet, valamint, hogy a Notch-receptorok
Oroklédésének genetikai szabalyozdsa nagyon komplex. Ennek kdszénhetben a

Notch gének hamar a tudomanyos érdeklédés kézéppontjaba kertltek.

A Notch gén egy szabalyozd jelrendszert mikodtet az €16 szervezetben.
Ezen jelatviteli Gtvonal egyes elemeinek szerkezete a tdrzsfejlédés soran alig
valtozott. Az eml8sdékben négy kilénb6zé tipusu Notch-receptor talalhaté meg: a
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Notch-1-2-3-4 receptor. Ezek - mechanizmusukat tekintve - az I-es tipusu sejtfelszini
receptorok kbzé tartoznak, ennek megfeleléen egy, a ligand kétédésére szolgald,
nagyméretli extracellularis doménnel, egy transzmembran doménnel, és egy a
szignaltranszdukcioban koézvetlentl is részt vevd intracellularis doménnel
rendelkeznek. Az extracellularis domén valtoz6 szamu, epidermadlis ndvekedési
faktor (EGF)-szeri ismétlédé motivumot tartalmaz, amely létfontossagu a receptor-

ligand interakci6 létrejdtte szempontjabdl.

__Transmembrane Notch |

A ICN
Extracellular Notch

Do & e P
EGFR R SYITE O

RN @IEC—®® nNOTCH1
HHOEORRRRRRRRRRR RO} —  SEC—® hNOTCH2
N @lEC—@®  hNOTCH3

N NE-— @Il—®  hNOTCH4

6.Abra: A Notch receptorok
tipusai és szerkezetiik. [38]
Leiras a szbvegben.

Az egyes Notch receptorok szerkezetében a legnagyobb kilénbséget a TAD
domén mutatja [39]. A Notch receptorok egyetlen fehérjébdl allé prekurzor
molekulaként termel6dnek, amely egy 3 |épéses aktivalasi-érési folyamaton megy at.
Az els6 lépésben - mikdzben a prekurzor a sejtfelszin felé szallitodik -, a Golgi-ban
furin konvertazok hasitjadk az S1 helyen (7.Abra ), lehetévé téve, hogy a receptor
heterodimerként kertilhessen a sejtfelszinre. A masodik 1épés a ligand kétédésekor
kdvetkezik be, amikor ADAM metalloprotedzok, mint pl. TACE (ADAM17), vagy
Kuzbanian hasitjdk az extracelluldris domént az S2 helyen, a transzmembran
doménhez kbzel. Az utolso, 3. Iépés a transzmembran doménban térténik, ahol a y-
szekretazok (egy négy membranfehérjébdl: preszenilin, nikasztrin, Aph-1 és Pen-2-
bdl allé komplex) lehasitjak, ezaltal felszabaditjak, majd utnak inditjak a Notch
intracellularis doménjat (NIC) a sejtmag felé [40]. A nukleuszba bejutva a NIC a
RAM23 doménen keresztil a CSL transzkripciés faktorhoz kapcsolddik (a human
valtozat neve CBF1, az egéré pedig RBPJK), és kiilébnb6z8é gének transzkripcidjat
inditja be. Notch aktivacioé hianyaban a CSL fehérjék a kilénbdz6 gének promoterein
,=ulnek”, és az odavonzott hiszton-deacetildz, valamint egyéb ko-represszorok révén

meggatoljak azok transzkripciojat. llyen ko-represszorok lehetnek pl. a SMRT/NcoR
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[41] és SHARP/MINT/ SPEN [42]. A NIC kapcsoloddsa a CSL fehériéhez a ko-
represszorok ko-aktivatorral valo helyettesitéseét idezi el (mint pl. Mastermind-Like-1

(MAML-1) [43], és a hiszton acetil-transzferaz).

7.Abra: A Notch receptorok miikodése, az

Jelet add sejt L . . . .
| e aktivacio lépései. Sematikus abra Lei et al utan

maodositva [37] (Leiras a szbvegben)

A Notch receptorok altal szabalyozott gének
listdia nem teljes, a legismertebb gének a
bazikus helix-loop-helix (bHLH) hairy/enhancer

., —= od split (Hes) géncsalad tagjai, valamint a

383 hasitas

. EphrinB2; a Notch receptorral kapcsolatosak
;—-;‘-’—’:—":—“ i k6ézll pedig ismert a Nrarp (Notch-regulated

Nukleusz

Notch'®

sejtciklust regulaldé p21, ciklin-D1, myc, PTEN,

Citoplazma

ankirin-repeat protein), a Deltex-1, és a pre-T

Co-R iin¥ s @‘\ cell receptor-a gén, illetve a simaizom aktin
[k [Be

CSL gatolja a Notch!® a target gén (SMA)[44]
transzkripciot aktivaciojat idézi eld

A human Notch receptoroknak 5 ligandja ismert: a Delta-1, Delta-3, Delta-4,
Jagged-1 és a Jagged-2. A ligandok is az l-es tipusu transzmembran receptorok
csaladjdba tartoznak. Az extracellularis domén egy DSL nevl N-terminalis
szakaszbdl, valamint - a Notch receptorokhoz hasonléan - EGF-szer(i ismétlédé
elemekbdl all. A Jagged-1 és -2 ezen felll egy ciszteinben gazdag szakaszt is
tartalmaz [39]. Egyelére nem ismert, hogy a ligand és a receptor extracellularis
doménje kozoétti interakcid pontosan milyen mechanizmuson keresztll okozza a
receptor aktivaciéjat. Valoszinlileg az is meghataroz6 tényezé, hogy a receptor a
sejtnek pontosan melyik részén helyezkedik el. Jelenlegi ismereteink szerint a
receptor €s a ligand kilonbdz6 sejteken taldlhatd, azaz transz-aktivacié térténik. A
cisz-aktivacié jelenléte - amikor a ligand és a receptor ugyanazon sejt felszinén

18



talalhaté- sem zarhat6 ki. Arra a kérdésre, hogy ,Mi dénti el, hogy melyik sejt adja az
aktiv ligandot és melyik a receptort?” egyelére még nincs vélasz [45].

2.2.2 A Notch receptor miik6désének szabalyozasa

A Notch szignalizaciés utvonal féleg poszttranszlacidés uton szabalyozodik, a
receptor és a ligand extracellularis doménjének glikozilaciéjan (Fringe glikozil
transzferaz), vagy proteolizisén Kkeresztil (TACE/Adam17, vy-szekretazok: pl.
preszenilin). Szamos mas fehérje is hatassal van a Notch Gtvonalra. llyenek példaul
Deltex (RING domén E3 ubikvitin ligaz), amely ha nagy mennyiségben
expresszalodik, elésegiti a Notch receptorok aktivaciéjat; valamint a foszfo-tirozin-
ko6td doment (PTB) tartalmazé Numb és Numb-like, amelyek a Notch fehérje
endocitézisat és sejten bellli szallitddasat szabalyozzak. [45] Ez utdbbiak
kontextustol fliggbéen pozitiv vagy negativ Notch regulatorként is funkcionalhatnak
[45]. A ligand oldalarél az elérhetd ligandok mennyisége szabalyozhatja a Notch
utvonal mikddését. Ezeken kival a Mind bomb ubikvitin ligaz, illetve a Neuralized
molekula képes a Notch rendszert regulalni a ligand internaliz&ciojanak fokozasa
réevén [46, 47]. Egyes feltevések szerint a receptor-ligand kétédéssel egyiddben
térténé ligand-endocitozis egy ,huzderdt” fejt ki a Notch receptorra, és ez okozza a
masodik aktivaciés lepést lehetévé tevé konformacid valtozast a Notch receptor

extracellularis doménjében [48].

2.2.3 A Notch aktivacioval 6sszefliggésbe hozott intracellularis jelatviteli rendszerek

Jéllehet azt tudjuk, hogy a sejtmagban a Hes/Her géncsaladot szabalyozza a NIC,
az még mindig nem egyértelmd, hogy ezt milyen konkrét Iépéseken keresztil teszi.
Az irodalom eddigi (tébbnyire drosophila melanogaster kisérletekbdl nyert) adatai azt
mutatjak, hogy a Notch rendszer mikddése sokrétli, kapcsolodhat a foszfatidil-
inozitol-3-foszfat kinaz (PI3 kinaz) kaszkad rendszerhez, a differencialédasban
kulcsfontossagu szerepet jatszd wingless szignalizacios rendszerhez (WNT) [49], a
stressre, inflammaciéra adott valaszt medialé nuklearis faktor-kappa-B (NFkB)
szabalyoz6 mechanizmushoz, avagy a citokinokat és ndévekedési faktorokat regulalé
JAK/STAT kinaz rendszerhez. Tovabba ismeretes, hogy a Notch-1 a kis GTP-
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azokon (R-ras) keresztll, - a sejteket az extracelluldris matrix-szal 0sszekdts-
integrinek  (B1) mikoédését is képes regulalni [50, 51]. A fent emlitett
mechanizmusokon keresztll a Notch receptorok képesek kulcsfontossagu
sejtfunkcidk, mint pl. a sejtproliferacio, differencidlédas, apoptézis, illetve akér

komplex folyamatok, mint pl. az immunvalasz befolyasolasara is.

2.2.4 A Notch receptorok fizioldgias funkcioja

A meghatarozott alaku és méretl, tébb sejtbdl alldé organizmusok egyetlen
sejtbél valé kifejlédése a génallomany szigortan koordindlt aktivacidjanak az
eredménye. Ezek a szabalyoz6 folyamatok hatarozzak meg, hogy az egyes
multipotens 6s- és progenitor sejtekbél az egyedfejlédés soran milyen tipusu sejtek
keletkeznek. A Notch jelatvivé utvonal egyike a legrégebbi és legfontosabb
szabdlyoz6 mechanizmusoknak, amelyek a tbébbsejtes eukaridta élélények
egyedfejlédését, és a mar kifejlett egyedek széveti homeosztazisanak fenntartasat
koordinaljak. Kiterjedt irodalom foglalkozik a Notch receptorok fejlédéstanban jatszott
szerepevel. A Notch receptorok a koévetkez6 embriondlis fejl6dési szakaszok
szabdlyozasdban vesznek részt: a kdzponti idegrendszer fejlédése, a szomitak
kialakuldsa, a kardiovaszkularis, az endokrin, az emésztérendszer, illetve a
csontrendszer fejlédése. Lathatjuk, hogy a Notch receptorok mind a harom

csiralemezbdl (endo-,mezo-, ektoderma) kiinduld szdvettipusokat érintik.
2.2.5 Notch receptorok szerepe pathologias folyamatokban

2.2.5.1 Oréklétt betegségek

A Notch-1 receptor homozig6ta delécidja egerekben letdlis kimetell, az
egérembriok nem élik tal a 10,5 gesztacios napot. Ez is azt tamasztja ala, hogy a
Notch-1 receptor fontos jelentéségl az egyedfejlédés folyamatdban. Emberek
esetében eddig egy olyan, autoszomalis dominansan 6rdkl6d6, a bikuszpidalis
aortabillenty( kalcifikacidjaval jaré betegséget irtak le [52], ami kézvetlendl a Notch-1

receptor mutaciéjaval hozhat6 ésszefliggésbe.

A Notch-2 receptor célzott delécidja egerekben az embridk perinatélis

elhalasahoz vezet, aminek a vese glomerulusainak elégtelen kifejlédése az oka. A
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szindrbma, amely autoszomalis dominansan 6roklédik, és a ductus choledochus
fejlédési elégtelenségével (biliaris hipoplazia) jar, tovabba a szivet, a harantcsikolt
izomzatot, a csontrendszert és szemet jelentésen, és a vesét kismértékben érinti
[53, 54].

YV

azonban a szlletést kdvetéen az artéridk tovabbi kialakulasaban, az azokat borit6
simaizomzat érési zavara miatt problémak Iépnek fel, ami cerebralis vérkeringési
zavarokhoz vezet. A Notch-3 receptor érokletes zavarat irtéak le a human CADASIL
szindrbmaban, ahol a Notch-3 receptor extracellularis doménjének nagymértéki
akkumulacioja kovetkezik be a vaszkularis simaizomsejtekben. Mindez stroke-hoz,
subcortikélis ischemidhoz, demencidhoz vezet, ami pathologiailag tébbszérds, mély
cerebrdlis infarktusként, leukoencephalopathia-ként, valamint a kis méreti cerebralis

artéridk non-atherosclerotikus, non-amyloid angiopathiajaként irhaté le [55].

A homozigéta Notch-4 delécidju egerek egészségesek, és szaporodasra
képesek, azonban, ha mindez egyidejlleg Notch-1 deléciéval kombinalodik, sulyos
ér- és szivfejlédési zavar kovetkezik be. Az embereket érintd betegségek kézil
felmerilt a Notch-4 gén és a human schizofrénia kapcsolata, de ezt eddig nem
tudtak egyértelmien bizonyitani [56].

2.2.5.2 Rosszindulatu megbetegedések

Ellisen irta le legelészér (1991-ben), hogy a Notch receptorok felel6sek
lehetnek rosszindulati megbetegedések — ezen belll hematologiai eredetii
maligndmak- kialakulasaért [57]. T-sejtes akut limfoblasztos leukémiabdl (T-ALL)
szarmazo6 limfocitdkat megvizsgalva azokban egy, a Notch-1 gént és a T sejt
receptor B-t (TCR-B) érinté transzlokaciét [t (7;9)] fedeztek fel. Mint kiderdlt, ez
kromoszomarendellenesség a Notch-1 receptor konstitutiv  aktivalodasat
eredményezte, ami daganatképzédést idézett el6. A T-ALL, amely a Notch-okozta
tumorok ,prototipus™anak is nevezhetd, az dsszes leukémiak kb.15-20%-at adja.

ALL-ban Notch-2 és Notch-3 receptor génjét érinté genetikai elvaltozast eddig nem
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taldltak. A Notch-1 receptor aetiolégiai szerepe a B-sejtes malignomakban is
felmerdlt, pl. Hodgkin limfoméban, ahol jelentés Notch-1 overexpresszidé volt
kimutathatd a B-sejtek felszinén.

Késébb kimutattak, hogy a WNotch receptorok szamos szolid tumor
kialakuldsdban is részt vesznek. Az elmult évtizedben felfedezték, hogy a Notch
jelatvivérendszer koéros mikédése onkogén-szerlien viselkedik az emlérak,
vastagbélrak, a korai stadiumu méhnyakrak, a hasnyalmirigyrdk, valamint egyes
agydaganatok kialakulasdban[58-62]. Nagy meglepetésre néhany daganattipusban,
mint pl a keratinocita eredetli daganatok (bazalioma, spinalioma), egyes B-sejt
eredetl daganatok (B-ALL) [63], kés6i stadiumu méhnyakrak, hepatocellularis
carcinoma [64] és a pajzsmirigyrak[65] esetében a Notch receptorok
tumorszupresszorként viselkednek[66]. Nicolas és munkatarsai azt talaltak, hogy ha
a Notch-1 receptor mikddeését specifikusan, az egér keratinocitakban inaktivaljak
(kondicionalis ablacioval), az epidermis hiperproliferacioba kezd, ami daganat
kialakuldasdhoz vezet [67]. Ezek az allatok kifejezetten érzékenyek voltak kémiai
karcinogén hatasokra.Az egészséges bdérben a Notch-1 receptor feladata a

keratinocitak differencidlodasanak el6segitése, és a sejtproliferacio gatlasa.

Altalanos szabaly, hogy az onkoproteineknek kollaborainiuk kell mas
onkoproteinekkel ahhoz, hogy rak kialakulasat okozzak. T-ALL éallatmodelljében azt
talaltdk, hogy a Notch-1 receptor génjének overexpresszidja esetében a leukémia
hosszu latenciaperiédusa jelentésen lerdvidil, ha az allatokat onkogén hatasu, egér
leukémia virussal (MLV) is megfert6zik. Tovabba az is ismeretes, hogy a Notch
fehérjék szamos mas, virus eredetl onkoproteinnel, mint pl: simian virus 40 (SV40),
adenovirus E1A, human papillomavirus (HPV) E6/E7 kollaboralhat a tumorgenezis
tébblépcsés folyamata soran [68]. Wijzen és csoportja kimutatta, hogy a Ras
onkogén fokozza a Notch-1 aktivaciojat, illetve, hogy a Ras altal eléidézett malignus
transzformacio fenntartasahoz szilkséges a Notch-1 receptor aktiv mikddése [69]. A
Notch-1 gén cellularis proto-onkogénekkel egyluttmikddve képes felgyorsitani a
tumorképzddés folyamatat kilénbdzd szévetekben. A Notch proteinekre jellemzd,
leggyakrabban eloforduld koéros mintazat az extracellularis és a transzmembran
doméntél megfosztott, trunkalt receptor konstitutiv expresszidja, amely membrantol
flggetlen lokalizaciéju.
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A Notch-receptorok kettés szereppel birnak, de hogyan lehetnek
egyszerre tumorszupresszorok és onkogének? A jelenlegi magyarazat szerint a
Notch receptorok miikbédésének jellege nagyban fligg a receptor tipusatdl, a jel
erésségétdl, az id6zitéstdl, a sejttipustdl és a szdvettipustdl [70]. Mivel a legtbbb
daganat tébbféle Notch-receptort és Notch-ligandot is expresszal, azok kombinacidja
is megszabhatja, hogy onkogénként a vagy tumorszupresszorként vesz-e részt a
Notch-1 receptor az onkogenezisben. A tiidé sejtjeiben, és az endothel sejtekben a
Notch-1 gatolja a sejtproliferaciét, mig a T-limfocitakban, és emlérakban fokozza
azt. A Notch receptor aktivacidja a szdveti mikrokérnyezet hatasa altal, valamint
bizonyos citokinek és névekedési faktorok altal is szabalyozodik: M-CSF (makrofag
kolonia stimulélé faktor) jelenlétében a Notch receptor aktivacidja a monociték
apoptézisat okozza, mig GM-CSF (granulocita-makrofag kolénia stimulalé faktor)
jelenlétében nem[71]. Prosztatatumor egérmodelljében kimutattdk, hogy a Notch-
receptorok tumor-strémara kifejtett anti-apoptikus hatasa a tesztoszterin szintjétdl is
flgg [72]. Tud6é adenocarcinoma sejtekben a Notch-1 receptor hatasa nagy
mértékben flgg az oxigénkoncentraciotol, ugyanis hypoxia fokozza a Notch-1

receptor aktivaciojat [73].

2.3 PB-katenin

Nicolas és mtsai 2003-ban a Nature Genetics-ben lekdz6lt cikkiikben hiviak fel
a figyelmet a Notch-1 receptor és a [-katenin fehérjék kapcsolatara [67].
Kisérletekkel bizonyitottak, hogy a Notch-1 receptor tumorszupresszor szerepet
jatszik az egér epidermis-b6l és cornea epitheliumbdl kiindul6 daganatok
kialakulasaban, valamint azt is, hogy ez a Notch-1 okozta hatas 6sszefliggésben all
a B-katenin fehérjék termelédésének szintjével. A Notch-1 és a B-katenin fehérje

esetleges kapcsolatara a melanocita eredet(i tumorokban mi is kivancsiak voltunk.

2.3.1 Szerkezete, funkcidja

A B-katenin egy 92-97kDa méretl fehérje, amely az, a-, y- es &-katenin
kotédik, és a zonula adherens része. A [-katenin molekuldk feladatanak a
kadherineknek a citoszkeletonhoz vald kihorgonyzasat tartottak [74], ezért kaptak a

katenin nevet (catena latinul lancot jelent). A zonula adherensek (intercellularis
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adherens junkciok) fontos résztvevéi a sejtndvekedés szabalyozasanak. Az
embrionadlis fejlédés, a sebgydgyulas, illetve a metasztazisképzédés folyamata soran
Uj sejtek keletkeznek, amelyek elhagyjak az epithéliumot. Ez utébbi az epithelialis
sejtek kdzotti kontaktus megsziinését, majd Ujraalakuldsat vonja maga utan. Ezen

folyamatok az adherens junkciékon keresztiil szabalyozhatok.

A sejtadhézion kivil a B-katenin fontos szerepet jatszik az embrionélis
fejlédés szabdlyozasaban is. A wingless (WNT) jelatviteli rendszernek tagja, ahol
transzkripcios faktorként a test részardnyossaganak, és szelvényezettségének
szabalyozasaban vesz részt, amit drosophila kisérletekben bizonyitottak [75]. A
WNT udtvonal a harom legfontosabb, az embrionalis fejlédést szabalyozé rendszerek
(Wingless/WNT, Sonic-Hedgehog es Notch) egyike.

2.3.2 A B-katenin miikédésének szabalyozasa

A B-katenin a sejten bellil tébb, kilénbdz6 kompartmentben is megtalalhatd. A
membranhoz asszociélt B-kateninek az adhézidéban, mig a citoplazmaban talalhato
B-kateninek a szigndltranszdukcidban vesznek reszt. Amennyiben a WNT receptor
nincs aktivalva, a citoplazmaban talalhat6é p-kateninek foszforilalt allapotban vannak
(a GSK3B enzim altal), ami ubikvitinalédashoz, és a proteoszémakban térténd
degradaciojukhoz vezet. Ha a WNT receptor (Frizzled) aktivalédik, ugy szabad,
stabilizalodott (aktiv) B-kateninek halmozddnak fel a citoplazmaban, amelyek a
sejtmagba bejutva a TCF/LEF szekvencia specifikus DNS-két6 fehérjéken keresztil
transzkripcios faktorként funkcionalnak (8.sz abra). Eddigi ismereteink alapjan a
kdvetkezd gének sorolhatok a B-katenin altal szabalyozott gének kbzé: ciklin D1, c-
Myc, c-dun, Fra-1, métrix metalloproteinaz-7, fibronektin, ciklooxigenaz-2, m-Mitf,
ephrinB2, EphB3 és EphB1[76].
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2.3.3 P-katenin jelentésége malignus megbetegedésekben

Eddigi ismereteink alapjan a B-katenin molekula normalisndl nagyobb foku
mikddése elbsegiti a tumorok kialakulasat. A tulmiikédés oka tébbnyire a fehérje
szerkezetét érintdé mutacidé. Ezek altalaban a GSK3-B foszforilacié helyét (szerin
reziduumokat) érintik, es a B-katenin nuklearis felhalmozédasahoz vezetnek. [77] A
melanomak esetében a B-katenin gén mutaciéja eléfordul, de nagyon ritka (65
esetbdl 1) [78], viszont az esetek 1/3-dban a B-katenin fehérje nuklearis
akkumulélédasa ennek ellenére kimutathatd. Ezek alapjan valoszinUsithet6, hogy a
B-katenin tartés aktivaciéja mas mechanizmus révén is bekdvetkezhet.

A masik, tulmikdédéshez vezet6 ok a [-katenint reguldld génekben
bekdvetkezd genetikai valtozds lehet. Ezek kdzlUl az apc tumorszupresszorban
bekdvetkezd mutacio a legismertebb eltérés, amely klinikailag a familiaris
adenomatosus poliposis szindrémahoz vezet [79].

3 Anyagok és médszerek

3.1 Reagensek, antitestek:

SDS-poliakrilamid gélt az Invitrogen-tél (Carlsbad, CA USA), ¥[H]timidin-t (1mCi/ml)
az Amersham Biosciences-t6l (Manassas, VA, USA), a DAPT-t a Calbiochem-tdl
rendeltlk (La Jolla, CA, USA). Az MTT seijt proliferaciés-kit az ATCC-t6l (Manessas,
VA, USA ), az ssDNS apoptézis ELISA kit a Chemicon International-tél (Bileerica,
MA), a Live-Dead kit a Molecular Probes-tél (Carlsbad, CA USA) szarmazott. Minden
egyéb vegyszer és oldat a Sigma-Aldrich terméke (St. Louis, MO), hacsak
masképpen nincs jeldlve. Felhasznalt antitestek: anti human Notch-1 (ab8925,
Abcam), Notch-1 (925), nyulban termelt poliklondlis immunsavo, B-katenin (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA USA), Myc-Tag9B11 (New England Biolabs,
lpswitch, MA USA), Mel-CAM (P1H12, Abcam, Cambridge, MA USA), E- és N-
cadherin (Zymed Laboratories, San Francisco, CA) FAK és pFAK (BD Biosciences,
San Diego, CA) illetve B-aktin (Ac-15, Sigma).
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3.2 Sejttenyésztés:

A felhasznalt sejtvonalak listéjat az 1-es tablazat tartalmazza. A human melanoma
sejtvonalakat (WM35, WM115, WM278, WM3248, WM239A and 1205Lu) kilénbdz6
stadiumu melanoma szévetmintakbdl izolaltuk és tenyésztettik, (lasd megeldzd
tudomanyos kézleményekben). Az Sbcl2, felszinesen terjed6 stadiumnak megfelel
sejtvonalat B. Giovanelli-tél (St. Joseph Hospital, Houston, TX USA) kaptuk. A
FOM104, FOM105 és FOM117 human melanocita sejtvonalakat emberi
epidermisbdl izolaltuk és tenyésztettiik egy korabban leirt metédus alapjan [80]. A
részletek a hivatkozdsban megtalalhatok. A melanoma sejteket komplett tumor
médiumban (MCDB153 és L-15 4:1 keveréke 2% borjusavé, 5ug/mL inzulin,
1.6mmol/mL CaCl>-mal kiegészitve) tenyésztettiik. A HEK 293T sejteket (AMPHO)
és a COS7 sejteket 10%-nyi fetalis borjusavét (FBS) tartalmazé DMEM
tapfolyadékban (Invitrogen Corp.) ndvesztettik. A SUP-T1 sejteket 10% FBS-t és
2mM L-glutamin-t tartalmazé RPMI 1640-ben tenyésztettik.

1| FOM104 melanocita

2 | FOM105 melanocita

3 | FOM117 melanocita

4 | Sbcl2 melanoma, radidlis ndvekedési fazis, RGP

5| WM35 melanoma, radidlis ndvekedési fazis, RGP

6 | WM115 melanoma, vertikalis novekedési fazis, VGP

7 | WM278 melanoma, vertikalis névekedési fazis, VGP

8 | WM3248 melanoma, vertikalis ndvekedési fazis, VGP

9 | WM1205Lu melanoma, metasztatikus (tidémetasztazisbél), MET
10 | WM239A melanoma, metasztatikus (primer tumorbdl), MET

1. Tablazat: A kisérletekben felhasznalt human eredetii sejtvonalak listaja

3.3 Sejtadhézié vizsgalata

A melanoma sejtek adhézidjat a kdvetkez6k szerint vizsgaltuk: mianyag, 24-lyukd
lemezbe 1x10° sejtet szélesztettiink lyukanként komplett tumor médiumban, majd 30
percig inkubaltuk 37°C fokon. A le nem tapadt sejtek eltavolitasa céljabol PBS-sel
mosast végeztiink, majd a letapadt sejteket megszamoltuk, és fényképet
készitettlink. A homotipusos sejtadhézid vizsgalata céljabdél 5000 sejtet tettlink
1.5%-0s agarral (Difco, Sparks, MD USA) boritott 96-lyuku lemezbe, majd 48 6ran
keresztll inkubdaltuk komplett tumor médiumban. Az agar boritas révén a sejtek
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mindvégig non adherens allapotban maradtak, mert az megakadalyozta a melanoma
sejteknek a mianyag felszinhez t6rténé kitapadasat.

3.4 Harom-dimenzids szferoidok névekedésének vizsgalata agarban:

A melanoma szferoidok a ,liquid overlay” modszerrel késziltek. Rdviden
Osszefoglalva a lényege a kdvetkezd: 200uL-nyi (25,000/mL) melanoma sejtet
helyeziink 1.5%-0s agarral boritott 96-luki lemezbe lyukanként. A lemezeket 48
oran at inkubaljuk, ami alatt a sejtek harom dimenzios struktiraba rendez6édnek az
agaron. A speroidokat ekkor begydijtjik, majd l-es tipusu borju kollagén gélbe
agyazzuk be, amit DMEM-mel és L-glutaminnal higitunk. A megszilardult gél tetejére
komplett tumor mediumot tettlink, majd a szferoidokat Ujabb 72-96 éran keresztil
inkubdltuk. Ekkor PBS-sel 2x megmostuk, majd a LIVE/DEAD Viability Kkit-tel
megfestettik, az eldirasnak megfeleléen. A mar nem él6 sejtek, amelyek a
membranjuk integritasat elvesztették, vordsre festédnek. A szferoidokat ezt kbvetéen
NIKON 300 invert mikroszkopon at lefényképeztik. (Nikon, Melville, NY, USA) A
modszer részletes leirasa az idézett szakirodalomban megtalalhaté [81].

3.5 Western (immuno) blot és immunhisztokémia:

Western blot: A tenyésztett sejteket PBS-ben mostuk, lizis-pufferben (5mM
EDTA, 2mmM Tris-Cl, 20-mM leupeptin, pH 7.4) homogenizaltuk, majd 30 percig 4
°C-on (jégen) inkubaltuk. Ezt kévetéen a sejtlizatumokat SDS mintapufferben ( 10%
glicerin, 2% SDS, 0.062 M Tris, 20mM ditiotreitol, 0.002% brémfenolkék és 5% B-
merkaptoetanol; Sigma) 5 percig f6ztik, majd -70 °C-on taroltuk felhasznalasig. A
mintak proteintartalmat BCA protein assay-vel hataroztuk meg (Pierce, Rockford, IL,
USA). Az igy elkészitett mintdkat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS page),
8%-0s gélben vélasztottuk el, majd a fehérjéket a gélr6l PVDF (Millipore, Billerica,
MA usa) membranra vittik at (Bio-Rad, Hercules, CA USA). A membran szabad
kotbhelyeit 5%-0s tejpor oldattal blokkoltuk, majd az elsédleges antitesttel 1 éran
keresztll szobahémérsékleten inkubaltuk. Az inkubaciét kdvetéen a membranokat
TBS-T-ben (0.1% Tween20, Sigma) mostuk, majd megfeleld, torma-peroxidazzal
konjugalt masodlagos antitesttel ( Amersham Sciences, 1:5000 higitas) inkubaltuk.

Az immunjelek rdgzitésére kemilumineszcens szubsztratot hasznaltunk (ECL Kit,
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Pierce, Rockford, IL USA), majd a jelet fényérzékeny filmre (KODAK, Rochester, NY)
régzitettlk.

Immunhisztokémia: A 15 naevus pigmentosus, €s 15 melanoma malignum

diagnozisu esetbdl szarmazd szdvettani metszetek a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrumanak Borklinikdjarol szarmaztak. A 7um vastag
(paraffinba agyazott mintakbdl szarmazd) metszeteket deparaffinizaltuk, rehidraltuk,
amit az endogén peroxidaz mikédésének blokkolasa (1% H.O. methanolban, 20
percig), majd az antigén feltardsa kdvetett (10 perces forralds 10 mM-os citrat
pufferben). A szévetmintakat kecske-, illetve [6szérummal blokkoltuk (2%, PBS-ben)
majd patkany anti human Notch-1 (bTAN20, developmental Studies Hybridoma
Bank, lowa, USA) vagy egér anti human HMB-45 (DAKOCytomation, Carpiteria, CA
USA) els6dleges antitesttel inkubdaltuk 1 6ran keresztll szobahémérsékleten. A
mintak PBS-sel valé mosésa utan biotinnal konjugalt masodlagos antitestet, majd a
Vector laboratories (Burlingame, CA USA) ABC kit-jét alkalmaztuk. Az
enzimaktivitast AEC (vords) kromogénnel detektaltuk, végezetil a sejtmagokat
hematoxylinnal megfestettik. A negativ kontrollok esetében az elsédleges antitestet

non-immunogén immunglobulinnal helyettesitettik.

3.6 Real-time PCR és szemikvantitativ PCR:

El6szor teljes RNS-t izolaltunk Trizol-lal (Invitrigen Corp.). Majd cDNS-t
szintetizaltunk 500ng RNS-b6l a TagMan Gold RT-PCR kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA USA) segitségével a Real-Time PCR-hoz a gyarto leirasa szerint. A
cDNS mintakat 20-szorosra higitottuk, majd SYBR green Jumpstart Taq Ready Mix
(Sigma-Aldrich)-t reagenst alkalmazva, 100uM primer koncentracié mellett real-time
PCR reakciét vegeztink ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) gépen. Az amplifikacié paraméterei: 2 percig 50°C, 10 percig 95°C (a
kOldnb6z6 enzimek aktivacioja, illetve deaktivacioja céljabdl), amit 40 cikluson
keresztil 15 masodperc 95 °C-on (denaturacié) + 1perc 95°C-on (bazisparok
kialakulasa, elongacié) kovetett. Az eredményeket [(-aktin primer révén
standardizaltuk. Minden minta és standard minta eredménye haromszori mérés
atlaga. Az eredmények meghatarozasahoz standard gérbét készitettlink a threshold
cycle (Ct) értékek figyelembevételével, majd a mintakat a B-aktin szint révén

normalizaltuk. Végezetiil a génexpresszid szintjét a FOM104 sejtekben 1-nek vettik.
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A primerek szekvenciajat Primer Express (Applied Biosystems) segitségével
hataroztuk meg. Ezek a kovetkezbek voltak: HEY1: 5’-
AGCCGAGATCCTGCAGATGA-3’ és 5-GCCGTATGCAGCATTTTC-AG-'3; HEY-2:
5-AGATGCTTCAGGCAACAGGG-3 és 5-CAAGAGCGTGTGC-GTCAAAG -3
HES1: 5-GTGCATGAACGAGGTGACCC-3’ és 5-GTATTAACG-CCCTCGCACGT-

3’; HES2: 5- AGAACTCCAACTGCTCGAAGCT -3 és 5'-
CGGTCATTTCCAGGACGTCT-3; Jaggedl: 5-GAGCTATTTGCCGACAAGGC-3;;
valamint B-aktin: 5-CCTCACCCTGAAGTACCCCA-3 és 5'-

TCGTCCCAGTTGGTGACGAT-3. A szemikvantitativ PCR-t egy kordbban k&zolt
mobdszer [82] alapjan végeztik. Ehhez a kdvetkezd primer parokat hasznaltuk fel: -
katenin: 5-GTTCGTGCACATCAGGATAC-3’ és 5-CGATAGCTAGGATCATCC-TG
-8 (a termék 429 bazispar hosszu); valamint B-aktin: 5-TCTACAATGAGCT-
GCGTGTG -3’ és 5-CAACTAAGTCATAGTCCGCC-3 (a produktum 878 bazispar
hosszu).

3.7 Sejtnovekedés és apoptdzis mérése:

A sejtndvekedést MTT médszerrel vagy pedig *[H]timidin beépiilés mértékének
meghatarozasaval meértik ([83, 84]). Az MTT mddszert a gyartoé altal leirt 1épések
alapjan végeztik. Apoptézist az ,ssDNA apoptosis ELISA kit*-tel (Chemicon

International) mértlk, a gyartd leirasa szerint.

3.8 Koléniandévekedés agarban (soft agar colony formation assay)

A modszer lényege a kdvetkez: valytinként 3x10° melanoma sejtet helyeztiink
FBS-t is tartalmaz6 0.33%-0s agar gélbe keverve 6-luku lemezbe. A valyuk felszinét
a sejtek behelyezése el6tt 0.5%-0s agarral befedtlk a mulanyag felszinnel val6
érintkezés elkerllésére. Minden mintabdl triplikdtumot készitettink, amelyekhez
végezetlil melanoma (tumor) tapfolyadékot adtunk. A sejtkolénidkat 10 nap

inkubalas utdn megszamoltuk, majd a mintakat lefényképeztik.

3.9 Rekombinans adeno-, retro- és lentiviralis vektorok létrehozasa
Génbevitel céljabol kulénbdzd virdlis vektorokat hoztuk létre [85]. A zdéld
fluorescens fehérje (GFP)- lentivirus plazmid (pHX’CMV-GFP) a University of
Pennsylvania (UPENN, Philadelphia, PA,USA) Orvostudoméanyi Karanak orvosi
genetikai tanszékérdl szarmazott [86]. A N'°-GFP/lenti virus (p’HX-CMV-N'°-IRES-
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GFP) készitésekor a N'° gén szakaszt [82] a plRES2-EGFP (BD-Biosciences-
Clontech) plazmidba az EcoRIl and BamHI hasitohelyek k6zé illesztettik be. Ezutan
a N'C.IRES-GFP génszakaszt Xhol és Dral-nal enzimatikusan kihasitottuk. A
pHX'CMV-GFP vektorban a GFP gén helyére a N'°-IRES-GFP génszakaszt
helyeztik be. Hogy ezt megoldhassuk a pHX’CMV-GFP vektort Notl és BamHlI
enzimekkel hasitottuk. A révid, GFP-t tartalmazé gén eltavolitasa utan a megmaradé
2 génfragmentumot ligaltuk, ahol egy rovid 6sszekétészakaszt is elhelyeztiink (5'-
GGCCGCCCGGG -3 5-GATCCCCGGGC -3-vel osszeillesztve) egy Smal
hasitohely létrehozasa céljiabdl a Notl és a BamHI hasitdhelyek kozott. A N'°-IRES-
GFP génfragmentet beleillesztettik a mddositott pHX'-CMV vektorvazba az Smal
hasitbhelyen keresztil. Az H1UG egy FG12-es lentivirus vektorbdl szarmaztathato
virdlis vektor, amelybe egy human H1-es promoter (HuH1) van beillesztve a Flap
element es a UbiC promoter kézé (Xbal-EcoRI-HuH1-BamHI-HindllI-Clal-Sall-Xhol
hasitohelyekkel rendelkezik) [87]. Minden egyes létrehozott plazmid esetében a
helyes szerkezetrdl restrikcids enzimes hasitassal, illetve DNS-szekvenalassal
bizonyosodtunk meg.

A pseudotipusos lentivirusokat a kdvetkezéképpen ndvesztettik fel: 293T
sejteket az el6irt [86] 3 plazmiddal: a fehérjeburok Iétrehozasara val6é képtelenséget
biztositd (packaging-deficient) pCMVARS8.2 plazmiddal, a pMD.G (UPENN, Orvosi
Genetikai tanszék, Génterapias program, Philadelphia, PA, USA) segéd-
génszakasszal (ami vesicularis stomatitis virus glikoprotein burkot, VSV-G kodol),
valamint a transzgént tartalmazo6 plazmiddal egyidejileg megfertéztik. 48 éraval a
calcium-foszfatos méddszerrel t6rténd tranziens megfertézés utan a sejtek virust
tartalmazo fellluszéjat  O6sszegy(jtéttik, 0.45um-es filteren atsz(rtik, majd
felhasznalasig kis egységekben -70°C-on taroltuk. A virus titerét NIH/3T3 sejtek
transzdukciojanak mértéke segitségével hataroztuk meg. A zélden fluoreszkald,
sikeresen megfert6zott sejteket mikroszkdp alatt megszamoltuk. A fertézés utan 48
6raval begydijtétt lentivirus szuszpenzié titerét NIH/3T3 sejtekben ~10° transzdukcids
egység/ml-ben hataroztuk meg.

A MAML1/pBabe, DN MAML1/pBabe és az Ures pBabe (mock) retrovirus
vektor szerkezetét lasd korabbi publikaciokban[88]. A rekombinans retrovirusok

létrehozasa soran a vektort Phoenix (AMPHO) retrovirus-szaporité sejtekbe (G.P.
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Nalon, Stanford Egyetem, Kalifornia, USA) jutattuk be szintén a kalcium-foszfat
modszer segitségével.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az alkalmazott recombinans adenovirusok
titere kb. 10° transzdukciés egység/ml volt.

Interferalé kis RNS lentivirdlis vektor létrehozasa: a részletek az eredmények

fejezetben talalhaték.

3.10 A célsejtek virusvektorral valé megfert6zése

A célsejtek megfertézése soran a lenti-, illetve a retrovirdlis vektort 16 éran
keresztll inkubaltuk a target sejtekkel a sejttenyészté tapfolyadékkal 1:2-1:10
aranyban higitva (a célsejt tipusatdl fuggéen) 4 pg/mL polibrén (Sigma-Aldrich)
jelenlétében. Adenovirussal val6 megfert6zés esetében a célsejteket szérummentes
tapfolyadékban inkubaltuk a virusrészecskékkel 4 o6ran keresztll. Ezt kdvetben a
sejteket PBS-sel megmostuk, és normal tapfolyadékukban tovabbi 2 napig
tenyésztettiik, majd kisérletre (fehérjetermel6dés kimutatdsa immunoblottal vagy

mas modszer céljara) felhasznaltuk.

3.11 Allatkisérletek

A felhasznalt CB-17 SCID egerek egyik része a Charles River Laboratories-t6l
szarmazott, a masik részét a DEOEC Bérklinika Allathdzaban tenyésztettiik.
Szubkutan inkjekcié esetében a 6 hetes példanyokba egerenként 3x10° sejtet
fecskendeztiink be az egerek hatbére ala (n=8). A tumorok méretét hetente 1x
mértik, majd a hetedik héten késébbi analizis céljabdl eltavolitottuk, sulyat
megmértik, majd OCT-ben -70°C-on taroltuk. A tidé-kolonizacids kisérlet céljabdl
2x10° sejtet injektaltunk intravénasan az egerekbe (100 pL PBS-ben szuszpendalva)
a farokvénan keresztil (n=12). A hetedik hét végén az egereket elaltattuk, a tidot
eltavolitottuk, majd Leica MZ125 disszekcios mikroszkép alatt a tidében létrejbtt
tumorkoloniakat megszamoltuk, és a szévetmintakat H&E festésnek vetettik ala. A
metasztazis képzédés gatlasat célzo kisérlet soran 4x10° sejtet injektaltunk a SCID
egerekbe a farokvénan keresztil. Az egerek tlidejét a 12-ik hét eltelte utan kinyertik,

majd hasonl6képpen, a kordbban leirt mddszer szerint megvizsgaltuk.
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3.12 Luciferaz vizsgalat

A sejteket 24-lyukd lemezben 1 pg/lyuk TOPflash vagy TOPflash-Reporter
plazmiddal (Promega, USA) Lipofectamin 2000 (Invitrogen Corp.) modszerrel
tranziensen megfertéztik, majd azokat 24 6ran keresztil 2 mL szérum mentes
tapfolyadékban inkubaltuk 37°C-on. Ezt kdvetéen a sejteket lizaltuk, és a luciferaz
aktivitast a reagens eléallitéjanak eléirasa alapjan (Enhanced Luciferase Assay Kit,
BD-Biosciences-Pharmingen) luminométerrel megmértiik (Thermo Fluoroskan
Ascent FL). A hattér eredményt a TOPflash értékéb6l meghataroztuk, és az
eredményeket ez alapjan korrigaltuk. A kapott eredményt - a GFP-vel fert6z6tt sejtek
értékét 100-nak véve - normalizaltuk.

3.13 Statisztikai médszerek

A szamadatok atlagértékek + standard deviaci6 (SD). Az eredmények
szignifikans voltat Student-féle T-prébaval allapitottuk meg. A p értéket 0,05 alatt
tartottuk szignifikansnak.
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4 Eredmények

4.1 Notch-1 receptorok expresszidjanak 6sszehasonlitasa naevus
pigmentosus és melanoma malignumbdl nyert betegmintakon

Els6 lépésként a Notch-1 fehérje jelenlétét hasonlitottuk dssze 15 naevus
pigmentosus-os és 15 melanoma malignummal diagnosztizalt beteg szdvettani
mintajan. A szOvettani metszeteket a Debreceni Egyetem Bérgyogyaszati

Klinikdjanak Patholégiai részlegérél kaptunk.

A naevus pigmentosusos betegek atlagéletkora 28.26 év (n=15), SD=17.33; a
melanoma malignumos betegek atlagéletkora pedig 55.53 év (n=15), SD=15.12 volt.
A nemek egyenl6 eloszldséra ugyeltink. A melanoma malignumos esetek részletes

adatait (életkor, diagndzis és stadium) a 2-es tablazat tartalmazza.

Diagnozis Clark Breslow (mm) Eletkor
1 | Melanoma malignum | 0.1 30
2 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.4 51
3 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.7 81
4 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.22 78
5 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.55 70
6 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.95 54
7 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.85 52
8 | Melanoma malignum (nod) Il 2.35 31
9 | Lentigo maligna melanoma (LMM) 1 0.56 69
10 | Melanoma malignum (SSM) Il 0.68 48
11 | Melanoma malignum Il 1.70 54
12 | Melanoma malignum v 2.98 54
13 | Melanoma malignum (nod) V 5.50 51
14 | Melanoma malignum (nod) V 6.0 43
15 | Melanoma malignum (exulc) \ 12.50 67

2. Tablazat: az immunohisztokémiara felhasznalt melanomas esetek részletes
adatai

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott metszetek szdvettani festése soran azt
taldltuk, hogy a Notch-1 receptor a 15 melanomas mintabdl 10 esetben, mig a
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naevus pigmentosus esetében 15 mintdbol csak 1-ben volt detektalhato (9. 4bra). A
Notch-1 receptor a sejtplazmaban és a sejtmagban is megfigyelheté. Ez utébbi arra
utal, hogy a receptor érése soran keletkezé aktiv receptor (N'°) transzlokalédott a

nukleuszba, azaz a Notch-1 receptor minden valdszinliség szerint funkciondlisan
aktiv.

9. abra: A Notch-1 receptor
5 "4gw ., expresszidja naevus

: pigmentosus és melanoma
malighumbdl szarmazé
sz6évetmintakban

‘Melanoma
bz lile e

-

Control

Immunohisztokémia, peroxidaz
mddszerrel megfestett paraffin
metszetek. Kontrollként non
specifikus egér immunsavot
hasznaltunk. Az HMB-45 a
sejtek melanocita eredetét
hivatott igazolni. A véréses szin
felel meg a pozitiv
expresszidnak, a barna szint a
bér természetes pigmentje, a
melanin adja. A Iépték mértéke:
1 egység=200um (bal és
kdzéps6 oszlopban), illetve
20um (jobb oldali oszlopban).

Not(_:h1

HMB-45

4.2 Notch-1 receptor és a ,target” gének expresszidja kiilonb6zo
novekedési fazisbol szarmazé human melanoma sejtvonalakon és
melanocitakon

Notch receptorok funkcionalis allapotanak vizsgalata céljabdl elészor
megvizsgaltuk, hogy a receptor aktivalt éallapotban van-e jelen a kilénbdz6
melanoma sejtvonalakban. A hat, kilénb6zd ndvekedési fazisbdl szarmazéd
melanoma sejtvonalbdl és harom primer melanocita sejtvonalbdl szarmazé mintakon
immunoblot analizist végeztink egy kizarbélag az aktiv receptort felismerd
immunsavot alkalmazva. (10.A abra) Eredményul azt kaptuk, hogy a receptor aktiv
alakja mind a hat melanoma sejtvonalban jelen volt, mig a melanocitak kdzil csak 1-
ben, és az is csak kis mértékben. Pozitiv (ismerten Notch-1-t expresszald)
kontrollként SUP-T1 sejteket —human T-sejtes leukémia sejtvonal t(7;9)(q34;934.4
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transzlokacioval-, illetve a N'“/lenti-vel megfertézott mel888 (mel-N'°) sejteket
hasznaltuk.

A Jagged-1 (Notch ligand) gén minden sejtvonalban expresszalodott, e
tekintetben nem talaltunk kilénbséget a melanocitdk és a melanoma sejtek kdzott
(10.B abra).

Ezen tulmenéen a Notch receptorok altal leggyakrabban szabalyozott target
gének, a HEY1, HEY2, HES1, HES2 mRNS expressziojanak mértekeét is megmértik
kvantitativ real-time PCR-ral (10.C abra). Azt talaltuk, hogy melanoma sejtekben a
feltételezett target gének koéziul legalabb egy (leger6sebben a HES-1) gén
aktivalodva volt, viszont a 3 melanocita sejtvonal esetében egyetlen egy sem.
Adatainkat 0sszegezve elmondhatjuk, hogy a Notch jelatvivé utvonal elemei a

melanoma sejtekben aktivan mikédnek.
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10. abra: A Notch utvonal komponenseinek expresszidja melanoma és
melanocita sejtekben: A) Notch-1 fehérje expresszidja, western blot, B) Jagged-1
mRNA szintje, kvantitativ real-time PCR. C) HEY1, HEY2, HES1, HES2 mRNA
expresszibja, kvantitativ real-time PCR.
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4.3 A Notch utvonal miikédésének gatlasa human melanoma (RGP,
VGP, Met) és melanocita sejtvonalakon

4.3.1 A receptor aktivaciojanak visszaszoritasa farmakologiai inhibitorral a y-
szekretaz enzim gatlasaval

A koévetkezd kisérlet soran azt szerettlk volna megtudni, hogy a Notch
Utvonalnak a gatlasa hatassal van-e a melanoma sejtek névekedésére? A Notch-
receptor mikédésének (érésének) gatldsara egy y-szekretaz inhibitort, a N-[N-(3, 5-
difluorofenacetil-I-alanil)]-S-fenilglicin t-butil észter-t (DAPT) alkalmaztuk alacsony
(0.2uM) és nagy (1uM) ddzisban.

Minden melanoma sejtvonal a proliferacié csékkenésével reagalt a nagyobb
dozisra, viszont a kis ddzis csak a korai stadiumu sejtekre (WM35, WM115 és
WM3248) volt hatdssal, a metasztatikus sejtvonalak névekedésére nem. (11.A abra)
Hasonlé eredményt kaptunk a koloniandvekedési kisérlet (soft agar assay)
alkalmaval: a DAPT a kisebb d6zisban csak a korai stadiumu sejtekre (WM3248) volt
gatlo hatassal, a metasztatikus melanoma sejtekre (1205Lu) nem. (11.B és C &bra)
Ezen eredmények alapjan egyértelmlnek tlnik, hogy a kilénbdz8 stadiumu
sejtvonalak eltérd érzékenységgel rendelkeznek a DAPT-vel szemben.

A. B.
Upmso 1 uM -3 =100
= c
1o ™DAPT 1M g 5 g
T s e | ks 3 & I L pMs0 0.2 uM
2 59 g0 N WDAPT 022 LM
$ ‘T Q * CIDMSO 1 1
s 0 5 “DAPT 1 uM
0 R
g’ ¥ % 0TWM115 WM3248  WM239A  1205Lu
‘g Enmso 0.2 ;lm
3 DAPT 02 1M - 7 S = 7 v
= 100 e [l g] e ) . 2 ® .. - .
E_ OE‘) ia L g & L Y
At L ] - . @
Ja',“ 50 = o _.f ® , o o L]
a - ) . -
3 1.. 5 s U U W & o'
s 3 ®
g‘gb @\\N .bfbb-‘bgﬁ\ym@ § o o o ..;: ' ot & o el
g 1 = - .
8 \?\\“ [N Q\\x‘ - L ... - P - »

Kezeleten DMSO (0.2) DAPT 0.2 DMSO (1) DAPT 1 uM

11. abra: A Notch receptorfehérje gatlasanak hatasa a sejtnévekedésre.
A y-szekretaz enzim gatlasa DAPT-vel, (DMSO a kontroll). A) Sejtproliferacié, MTT-teszt. B)
»-anchorage independent” névekedés vizsgalata, kol6nianévekedés agarban.
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4.3.2 A receptor indukalta transzkripcié gatlasa MAML-1 transzkripciés 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 dominans negativ (funkcionalisan inaktiv,
trunkalt, DN) formdjat overexpresszaltuk a WM35, WM3248, WM239a és 1205Lu
melanoma sejtekben egy retrovirdlis vektor (pBabe) segitségével. A DN-MAML1
fehérje expresszidjarél immunoblottal bizonyosodtunk meg WM3248 sejteken (12.C
abra).

Ahogyan azt a 12. abra is mutatjia, a DN-MAML1 fehérje gatolta a
sejtndvekedést és a kolénianbvekedést a korai stadiumu melanoma sejtekben,
viszont a metasztatikus melanoma sejtekben nem. A sejtproliferaciot 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-yl)-2,5 difeniltetraz6lium bromid (MTT) modszerrel mértik. Amennyiben a
DN-MAML1-transzfektalt melanoma sejteket SCID egerekbe oltottuk, azok
lassabban eredményeztek daganatot (12.C 4bra). Ezen eredményeink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Notch rendszer mikédésének szintje, mértéke,
valamint befolydsolhatésaga a melanoma noévekedési fazisatél (RGP, VGP,
metasztatikus) fiigghet. Osszefoglalva, adataink azt sugalljak, hogy a Notch jelatvivé
rendszer fontos szerepet jatszik a primer, korai stddiumi melanoma sejtek
névekedésének stimuldlasaban, és ezen szerepe miatt akar tumorellenes

gyogyszerek kifejlesztéséhez is kivalo célpontot adhat.
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12. abra: A Notch szignalkaszkad transzkripciés szintili gatlasanak hatasa a sejt és

tumornévekedésre. A) MTT sejtproliferaciéos teszt, B) koléniandvekedés agarban, C)
szubkutan tumor névekedése SCID egérben.

4.4 Notch receptor konstitutiv aktivaciéja human melanoma sejtekben

4.4.1 Permanens Notch-1 receptor aktivacio eloidézése a célsejteken

Hogy a Notch jelatvivd rendszer sejtnévekedésre kifejtett, normalistdl eltérd
mikodeését vizsgalni tudjuk, nagy mennyiseégl aktiv Notch-1 receptort juttattunk be
kilbnb6z6 melanoma sejtvonalakba. Elsé 1épésként COS7 sejteket fertdztiink meg
N'°-GFP lentivirussal, majd 48 éra inkubacié utan Western-blottal ellenériztiik a NIC
fehérje jelenlétét a sejtekben (13.B Abra). A GFP-lentivirussal fert6zétt kontroll
mintdban (COS7 sejtekben) nem taldltunk N'© expressziét. Ezt kévetden
hasonléképpen megfertéztiik a melanoma sejteket is, majd invert fluoreszcens
mikroszkop alatt - a zéld fluoreszenciat alapul véve- meggy6zédtiink a transzgének
sikeres beviteléré6l. A melanoma sejtek 95%-aban talaltunk egyértelmli zdld
fluoreszcens jelet. Az aktiv Notch receptor jelenlétét a kilonbdzé sejtvonalakban a
13. A szamu abra mutatja. A tovabbi kisérleteink soran ezeket a permanensen
médositott melanoma sejtvonalakat hasznaltuk, kontrollként pedig a csak gfp-vel
mébdositott verziojukat alkalmaztuk. Veégezetll immunoblottot végeztink minden
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melanoma sejtvonalon, hogy ilyen médon is ellendrizziik a N'C fehérje jelenlétét a

sejtekben, az eredményt a 13.C abran lathatjuk.
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13.abra: Notch-1 aktiv alakjanak konstitutiv expressziéja melanoma sejtekben. A)
Fluoreszcens mikroszképos felvétel a GFP, green fluorescent protein detektalasara
(egység=20um), B) Immunoblott analizis transzfektalt Cos7 sejteken és C) transzfektalt
melanoma sejteken a NIC fehérje kimutatasa céljabol.

4.4.2 Az allandé génaktivacio in vitro hatasa

4.4.2.1 Sejtnévekedés vizsgalata és kolonianévekedés agarban

A ¥[H]timidin inkorporacién alapulé sejtproliferacio-vizsgalat soran azt talaltuk,
hogy a N'°-GFP-vel megfert6zétt, korai stadiumi melanoma sejtek (WM35, WW278,
WM3248) nagyobb mértékben osztédtak mint a kontroll sejtek. A metasztatikus
sejtvonalakban (WM239A és 1205Lu) azonban nem észleltlink valtozast (14.A abra).
Az aktiv Notch-1 a kolénianbvekedésre is hasonlé hatassal volt: fokozta a korai
tipusu sejtek (WM35 és SbCl2) koldnidinak szamat agarban, de az agarban
egyébként is jol névekvd, metasztatikus sejtekre (WM239A és 1205Lu) nem volt
hatassal (14. B,C abra). A WM3248-N'°-GFP sejtek esetében a koléniak szama nem
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valtozott ugyan, de a kol6nidk mérete megtébbszoréz6détt, azt mutatva, hogy a
Notch-1 receptor aktivacioja elésegiti a primer melanomak ndévekedését, valamint a

primer melanomak kihorgonyzas nélkili (anchorage independent) sejtndvekedését.

Ez utébbi ismerten a malignus sejtek sajatossaga.
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14. abra: Az allandésult Notch-aktivacié fokozza a melanoma sejtek névekedését. A)
®[H]timidin inkorporéacios vizsgdlat, B) Koléniandvekedés vizsgalata agarban, kvantitativ
eredmények, C) Koléniandvekedés agarban, inverz mikroszkopos képek (egység=500um).

4.4.2.2 A sejtek tuléeléképességeére, apoptozisra kifejtett hatas vizsgalata
haromdimenzids sejtkultira modellben

Azon megfigyelésiink, hogy az aktiv Notch-1 receptor a korai stadiumu
melanoma sejteket képessé teszi kihorgonyzas nélkil, agarban is szaporodni, az azt
sugallja, hogy Notch-1 ellensilyozza a pro-apoptotikus jeleket. A kovetkezd
kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a N'° milyen hatassal van a WM278 melanoma
sejtek életképességére és nodvekedésére, ha azokat haromdimenzidés szferoid
formdjadban I-es tipusu kollagénbe agyazzuk. A szferoid technika egy Uj, jol ismert
kisérleti rendszer, amelynek segitségével a daganatsejtek viselkedését a korabbi
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modelleknél joval alaposabban, a valésagos allapothoz kdzelebbi, haromdimenzids
rendszerben lehet megvizsgalni.[89] A WM278-NIC-GFP és a WM278-GFP
sejtekbdl készitett szferoidokat I-tipusu kollagénbe implantaltuk, majd 96 &ran
keresztll szérumtdl és ndvekedési faktoroktdl mentes tdpfolyadékban inkubaltuk
37°%on. 96 ora elteltével a szferoidokon a LIVE/DEAD-(Invitrogen) fluoreszcens
festést vegeztiink. (a vords - etidium homodimer-1 - szin az élettelen sejteket jeldli).

= GFP NIC-GFP

Szferoidok & &8 ' 15. abra: A funkcionalisan aktiv

- Notch receptor fokozza a sejtek
tuléloképességét és invaziv
névekedését harom-dimenzios

iglea:;:;be # szferoid modellben.

implantalva | ' A vords fluoreszcens jel az
életképtelen sejteket jeldli. (LIVE

Ssferoid /DEAD Viability kit).

DEAD Red™

festéssel

A WM278-GFP sejt szferoidjaiban szamtalan élettelen sejt volt lathato (15.
abra), szemben a WM278-N'°-GFP sejtekbdl a&ll6 szferoidokkal, ahol kevés
apoptotikus sejtet lattunk. Itt a sejtek fokozott életképessége a szferoidok nagyobb
méretében és a kollagénbe vald migraciojukban is megnyilvanult. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a Notch-1 receptor aktivacioja el6segiti a melanoma sejtek tulélését,

Ve

sejtkultira modellen.

4.4.2.3 A sejtadhéziora és a sejtadhézios molekulak expressziojara kifejtett hatas
vizsgalata

Mivel a sejtadhézi6 megvaltozasa fontos lépés a rak kialakulasa, illetve
progresszidja szempontjabdl, ezért a kdvetkezd 1épésben a WM278-N'°-GFP és
WM278-GFP sejtek adhézidés kapacitasat megprobaltuk dsszehasonlitani kisérleti
kérilmények kozoétt. Egyenld szamu sejtet tettiink le mindkét sejtvonalbdl 24 luku
lemezbe, majd azokat 37°C-on 30 percig inkubaltuk. A ki nem tapadt sejteket PBS-
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sel vald mosassal eltavolitottuk, és a milanyag felszinhez kitapadt sejteket
megszamoltuk. Amint az a 16.A szamu abran lathaté, a N'°-GFP sejtek erésebben
kitapadtak, mint a kontroll(GFP) sejtek, azaz a Notch-1 receptor fokozta az adhézids
képességiiket. Hasonld eredményt értlink el akkor is, amikor a sejteket komplett

tumormédiumban tenyésztettik.

i

GFP NI-GFP

s B

E=

sejtszam / latomezo

oo

sejtkitapadas mérése, B) szferiodképzddés (homofil adhézid) agaron.

A sejt-sejt adhézi6 mértékét is megvizsgaltuk oly mddon, hogy 5000
melanoma sejtet helyeztiink 96-luku lemezbe lukankeént, ahol a lemez aljat korabban
1.5%-0s agarral befedtik a kitapadas megakadalyozasara, majd komplett tumor
mediumban inkubaltuk 48 6ran keresztil. Eredményul azt kaptuk, hogy a NIC-GFP
sejtek a WM278-GFP-sejtekhez  képest nagyobb, és szerkezetlikben
szervezettebbnek tind szferoidokat hoztak l|étre, ami egyértelmien a sejt-sejt
adhézi6 mértékének novekedését jelenti. A fokozott intercellularis kétédés olyan
jeleket képes generalni, amelyek a sejtek tuléléképességének és szaporodasanak -
a tumorprogresszidval 6sszefliggd két legfontosabb tulajdonsag —fokozodasat idézi
el6. A kovetkezd Iépésben azt teszteltiik, hogy a Notch-1 aktivacié hogyan érinti a
fokalis adhézios kindz (FAK, jelatvivé molekula) mikodését. Ebbdl a célbdl a
WM278-GFP- és NIC-GFP sejtekbdl nyert protein mintdkon immunoblott analizist
végeztink a foszforildlt (funkciondlisan aktiv) FAK detektalasara. (17.A) A
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sejtadhézids kapacitas névekedésével konzisztens moédon a FAK foszforilacidjanak

megemelkedését talaltuk a WM-278-N'°-GFP sejtekben a kontroll sejtekhez képest.

A megndvekedett sejtadhézié egyértelmlien arra utalt, hogy a Notch-1
hatasara valtozas tortént az adhézibban résztvevé sejtfelszini  fehérjék
mennyiségében és/vagy mikddésében. Immunoblottal megvizsgaltuk az E-kadherin,
az N-kadherin, a melanoma tumorigenitasaval ismerten kapcsolatban [évé,
sejtfelszini molekulak fehérje-expresszidéjanak mértékét. (17.B) Az E-kadherin
fehérje nem volt kimutathaté sem a WM278-N'°-GFP, sem a WM278-GFP sejteken.
N-kadherin esetében kifejezetten emelkedett fehérjeszintet talaltunk a N'°-GFP-vel
fert6z6tt sejtekben a GFP-kontrollhoz, és az eredeti, (genetikailag nem maodositott)
sejtekhez képest. Korabbi irodalmi adatok szerint az N-kadherin képes a melanoma

Ve

és szerepet jatszik a metasztazisképzés felgyorsitasaban[26].

A. B. I WmM278 FOM104
|
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17. abra: Notch-1 receptor a FAK foszforilaciojat idézi el6 és fokozza az N-kadherin
szintjét A) Immunoblott a FAK és pFAK kimutatdsara WM278 sejtvonalban. B) Immunoblott
E- és N-kadherin kimutatasara WM278 VGP melanoma, valamint FOM104 melanocita
sejtvonalban.

Osszefoglalva, adataink azt tamasztjak ald, hogy a Notch-1 receptor

YSVe

kadherin mikédésenek manipulalasan keresztul.
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4.4.3 A konstitutiv Notch aktivacio hatasanak vizsgalata in vivo, a SCID egér modell
segitségével

4.4.3.1 A SCID egerek jellemzdi

A SCID CB-17, egy spontan scid mutacio reven letrejott egértdrzs, melyet a
Fox Chase Cancer Center-ben (Philadelphia, PA USA) fedeztek fel 1989-ben. A
Prkdcskid mutaciét homozigéta formaban hordozé egerek nem rendelkeznek sem T,
sem B-limfocitakkal, sem immunglobulinnal egy, a V(D)J recombinaciét érintd
rendellenesség koévetkeztében. Az egerek vakcinaciora nem reagalnak
ellenanyagtermeléssel. A CB-17 t6rzs tagjainak 20%-aban nagyon alacsony szinten
detektélhaté valamennyi immunglobulin (,leakiness”), ezen egérpéldanyok a
kisérletek el6tt kiszlrésre kerllnek. A C.B-17 SCID egerek sajatossaga, hogy
benniik kénnyen megfogannak idegen eredetli szdvet transzplantatumok, mint pl.
human tumorok. Ezen tulajdonsaguknak kdszdnhetéen a rak elleni kezelések
kiprébalasanak egyik kedvelt allatmodelljgevé véltak. A C.B.-17 térzs hasonlit a
BALB/C egerekhez, annyi kilénbséggel, hogy a SCID egerek hordozzak a
C57BL/Ka torzs Igh-1b alléljat. Allatkisérleteinkben 8 hetes, immunglobulint

ellendrzétten nem termeld him és néi egyedeket hasznéltunk.

4.4.3.2 Szubkutan inokulalt tumor névekedésének vizsgalata

A Notch receptor miikddésének tovabbi vizsgalata céljabdl két N'°-GFP-t
stabilan expresszal6 korai stddiumu melanoma sejtvonal (WM 35 és WM3248) SCID
egérbe vald beliltetését terveztik. 3x10° WM35-N'C-GFP és WM35-GFP sejtet
injektaltunk SCID egerek bére ala. (n=12 mindegyik csoportban) A tumormintakat a
7-ik hét végén begyjtéttik, majd méretiket és sulyukat megmértik. Eredmeénykent
azt kaptuk, hogy a N'°GFP tumorok a kontroll csoport (GFP tumorok) méretét
hétszeres mértékben meghaladtak (18.4bra), ezzel is alatamasztva azt az allitast,
mely szerint a Notch-1 receptorok onkogéenként mikédnek a melanoma esetében.
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4.4.3.3 Notch gén tiidbmetasztazis képzoédésre kifejtett hatasa

Egy masik allatkisérletben azt vizsgaltuk, hogy a Notch-1 receptorok milyen
hatassal vannak a korai staddiumu melanomak progresszibjara, a metasztazisképz6
képességikre. EbbSl a célbdl 2x10° WMB3248N'C-GFP és WM3248-GFP sejtet
injektaltunk intravénasan, a farokvénan keresztlil SCID egerekbe (n=12 mindkét
csoportban), majd tébbhetes tlrelmi periddus utan megvizsgaltuk a tiddében kialakult
metasztatikus gdbok szamat. 7 hét eltelte utan (amikor az egerek generalizalt
allapota észlelhetéen rosszabbodott) a kisérletet terminaltuk (az egereken
euthandziat végeztink), majd a tidéket eltavolitottuk és disszekcios mikroszkop alatt
a tudében fellelhet6 metasztatikus csomdkat megszamoltuk.

19. Abra: Aktiv Notch-1
receptor fokozza a

tidémetasztazis
(koldnia) képzoédeést
SCID egérben A) Tidék
makroszképos képe, B)
kvantitativ analizis és a
tidék szdvettani képe HE

_ " festéssel, C) MelCam
3 € 80 - GFP N-GFP expresszidja WM3248
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A WM3248-GFP egerek esetében a tidében csak néhany metasztatikus
csomo6t taldltunk, mig a WM3248-N'° sejtekkel kezelt egereknél a tiidét teljes

egészében ellepd, szamtalan metasztatikus képzédménnyel szembesultiink. (19.A)
45



Mindez azt jelentette, hogy a Notch-1 receptor konstitutiv aktivacidja a korai
stadiumi melanoma sejteket egy malignusabb, metasztazis l|étrehozasara
fokozottabban képes fenotipus iranyaba mozditotta el. A tlidémetasztazis
képzédésének fokozddasa tdbbek kozétt azzal is magyarazhaté, hogy az
extravazacidban, a homing-ban, a melanoma sejtek kitapadasaban, illetve teljes
receptor hatdséra fokozottabban termelédik vagy muakddik. Megprébalkoztunk ezek
identifikalasaval is, és azt talaltuk, hogy a N'°-GFP-el transzfektalt WM3248
melanoma sejtekben a Mel-CAM (melanoma associated adhesion molecule) szintje
a Notch aktivacié hatadsara nagymértékben megemelkedik. A fokozott Mel-CAM
expresszid hatdsdnak és pathomechanizmusanak vizsgalata tovabbi kisérletek
sorozatat kivanja, mi erre jelenlegi munkank keretében nem vallalkoztunk.
Mindenesetre ezen eredmény elegenddnek bizonyult hipotézisiink aldtamasztasara.

Ezen eredményeket Osszefoglalva, ezen Kkisérleti adatok alapjan
elmondhatjuk, hogy a Notch-1 jelatvivd Utvonal szerepet jatszik a rak kialakuldséban,

valamint a primer melanomak progresszidjaban.

4.5 Notch receptor aktivalodasanak hatasa a B-katenin molekula
stabilizacidjara

4.5.1 A B-katenin fehérje expresszioja Notch aktivaciot kévetéen

A kovetkezd lépéskent szerettik volna megérteni, hogy a Notch-1 receptor
milyen mechanizmuson keresztiil befolyasolja a melanoma ndvekedését. Szamos
potencidlis intracellularis molekulat szambavettiink. A B-katenin fehérjére Nicolas és
mtsai-nak a Notch szerepét a bazalsejtes karcinomaban vizsgalo, 2003-ba megjelent
kdzleménye hivta fel a figyelminket. Amikor a B-katenin fehérje expresszidjat
teszteltiik, az aktiv N'°—et expresszaldo melanoma sejtekben meglepé észrevételt
tettlink. A N'°-GFP-lenti-vel transzfektalt korai stadiumi melanoma sejtekben (Sbcl2,
WM35, WM115, WM3248 és WM278) a B-katenin fehérje mennyisége jelentésen
megemelkedett volt a GFP-(kontroll) sejtekhez képest (20.abra). A metasztatikus
melanoma sejtekben nem észleltlk ezt a valtozast, ami ismét a Notch tumor-

stadiumtol fliggdé mikddésére utalt.
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20. Abra: B-katenin expresszidjanak mértéke aktiv Notch-1 receptormiikddés esetén.
Immunoblott. A B-aktin kontrollként szolgal a fehérjemennyiség ellenérzésére.

4.5.2 A Notch-1 receptor aktivacié gatlasanak hatasa a termel6dé B-katenin szintjére

A Notch-1 B-katenin-t szabalyoz6 hatasanak ellenérzésére a Notch érését

blokkoltuk DAPT-vel (1uM) az eredeti -genetikailag modositatlan- melanoma

sejteken, majd Western blottal ellendriztik a B-katenin

fehérje szintjét. Kontroll

kezelésként a DAPT oldészere (DMSO) szolgalt. Ezen kisérlet soran azt talaltuk,
hogy DAPT kezelés (1uM) csokkenti a B-katenin fehérje termelédését (21.A abra),
azaz a Notch mikédésénerk gatlasaval a B-katenin szintje csdkkenthetd.
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4.5.3 A termel6détt B—katenin fehérje funkcionalisan aktiv

21. abra. B-katenin
expresszidja a Notch
receptor érésének
gatlasat kovetéen
csOkken. A) B-katenin
fehérje szintje, immunoblot
technika. B)  B-katenin
funkci6 mérése luciferaz
teszttel két melanoma
sejtvonalban.

Meg kellett bizonyosodnunk arrdl is, hogy a Notch receptor altal indukalt 8-

katenin fehérje aktivan mikddik-e, részt vesz-e a sejtek mikdédésének tovabbi

szabalyozasaban, avagy csak a sejtek inaktiv fehérje komponenseinek szamat

gyarapitja. Ezt a TCF-luciferaz teszttel tudtuk ellendrizni.

A human T-sejt faktor-1
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(TCF) gén ismerten egy, a B-katenin altal szabalyozott génszakasz. Amennyiben
err8l a génszakaszrol mRNS kerll atirasra, -azaz a B-katenin mikoédéképes, és
szabdlyozza a TCF mikddését-, akkor az e célbol a sejtbe juttatott TOPflash-
Reporter plazmid révén ezzel egyiddében luciferaz is enzim termelédik, aminek a
mennyisége (ami TCF szintjével aranyosan) a luciferin szubsztrat hozzaadasa utan
kvantifikalhato. Ezen kisérletiink azt mutatta, hogy a WM3248-N'°-GFP és WM115-
N'°.-GFP sejtekben az aktivan miikédé TCF mennyisége jelentésen nagyobb mint a
GFP-vel modositott, kontroll sejtekben, azaz a Notch hatasara termel6dé -katenin a

melanoma sejtekben mikdéddképes. (21.B dbra)

4.6 PB-katenin szupresszidjanak hatasa a human melanoma sejtek

novekedésére in vitro és in vivo

4.6.1 Kis interferaldo RNS lenti-virus vektor létrehozasa

A fenti eredmény tovabbi ellenérzése végett azt tlztik ki célul, hogy
megprobaljuk géatolni a B-katenin fehérje termelédését a NIC-GFP-vel médositott
sejtekben, hogy lassuk, mennyire szilkséges a (3-katenin fehérje a Notch onkogén
funkci6janak a megvalositasahoz. A B-kateninnek a sejtbdl valé stabil kiltése”
(knockout) céljabdl egy lentivirus szerkezetbe illesztett, kis interferald6 RNS-t kodolo
vektort hoztunk Ilétre. Egy korabban lekdzélt, emlés sejtekben tartos
génelcsendesitést eredményezd siRNS eljaras alapjan a géatlé szakaszt egy emlés
sejtekben haszndlatos expresszidés vektorba, az H1UG-be illesztettik be. Harom
kilénbdz6 interferaldé RNS vektort szerkesztettink meg olyan médon, hogy
specifikusan B-katenint célzo, révid, hajtld (short hairpin)-RNS szakaszokat kodol6
DNS szakaszokat illesztettiink be az H1UG expresszios vektorba a BamH1 és az
Xho1 hasitohelyek kdze, amik ezéltal a H1 promoter kontrollja ald kerlltek. Ezek
felhasznalasaval ezutan rekombinans lentivirust hoztunk létre a melanoma sejtek
megfert6zése céljabol a mar korabban leirt moédon. A létrehozott siRNS-t kddold
lentivirussal a melanoma sejteket megfertéztik (a begyUjtétt virust tartalmazo
fellluszét normal tapfolyadékkal 1:5 ardnyban higitva). A harom siRNS virus kdzll
egy virus kildndsen hatasosnak bizonyult a B-katenin ,kiltésében”, ezért kesdbbi
kisérleteinkhez ezt a vektort valasztottuk. (22. A és B &bra) Ennek a B-katenin
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MRNS-ét célz6 kis interferdld6 RNS-hez tartoz6 DNS szekvencia a kévetkezd: 5’-
GCAAGCTCATCATACTGGC-3. A 3-as végzodésnél talalhatd citozin-t timidinre
cseréltik, hogy az antiszensz hajti RNS-sel valé kapcsol6dasa soran egy ,G:U
wobble” bazispar alakuljon ki, ami korabbi vélemények szerint ndveli a

géncsendesités hatdsossagat.

A. B.

> >~
S Y X £ %
S &Y §  F : , .
€ F g 5 © P 22. abra: A létrehozott anti-B-
B-katenin| S - 8-katenin katenin  siRNS lentivirusok
hatasa a melanoma sejtek -

——
B-aktmw katenin  expresszidjara. A)
paktin | WMB35-NIC-GFP és B) WM3248-NIC-

GFP, Immunoblot analizis.

Ezutan a WM35-N'C-GFP és WM3248-N'°-GFP sejtvonalakat megfertéztik a
kis interferald RNS-t tartalmazo, permanens valtozast 1étrehoz6 lentivirussal, ezaltal
két Ujabb stabil sejtvonalat hoztunk létre, amelyeket B-kat-siRNA/WM35-N'C-nek és
B-kat-siRNA/WM3248-N'°-nek neveztiink el. A B-katenin csokkent szintjét az (j
sejtvonalakban immunoblottal ellendriztik le, ahol annak, a kontrollhoz képest 78%-
os (WMB35), illetve 90%-0s(WM3248) cstkkenését tapasztaltuk.(22. abra)

4.6.1.1 A csokkent B-katenin szint hatasa a melanoma sejtek életképességére

Ezutan azt probaltuk megvizsgalni, hogy a B-katenin gatlasa elegend6-e a
Notch-1 receptor altali, a melanoma sejteken el6idézett sejtnévekedés, valamint a
metasztatikus fenotipus visszaforditasara. Ahogyan azt a 23. abran latjuk, a B-
katenin szupresszidja szignifikansan csdkkentette a melanoma sejtekben a Notch-1
altal indukalt sejtproliferaci6 mértékét. Ennek egyik magyarazata lehet a
programozott sejthalal, az apoptdzis indukcidja, ugyanis az apoptézis mértékét
megvizsgalva (ssDNS teszt) azt talaltuk (23.C abra), hogy a csdkkent B-katenin

szinttel egyidében ndvekszik az életképtelen sejtek szama.
B.
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4.6.1.2 Tiidémetasziazis-képzésre Kifejtett hatas visgalata SCID egérben

A kovetkezd kisérletlinkben a B-katenin gatlasanak a metasztazis képzésre
kifejtett in vivo hatasardl szerettiink volna meggy6z6dni. Ebbdl a célbél SCID
egerekbe 4x10° B-kat-siRNS/WM3248-NC  vagy H1UG/WM3248-N'C  sejtet
fecskendeztiink be intravéndsan a farokvénan keresztil (n=4). A 12-ik héten a
kisérletet terminaltuk, az egerek tldejét eltavolitottuk, majd a tidék felszinén lathato
metasztatikus csomokat disszekciés mikroszkép alatt megszamoltuk, illetve a
szbvettani metszeten a daganatos terllet aranyat az egészhez képest

meghataroztuk.
5 % 17.Abra. pB-katenin gatlasa  siRNS-el
g " { csokkenti a tidékolonizaciéo mértékét SCID
23 egerekbe  4x10°  B-kat-siRNS/WM3248-N'
R vagy H1UG/WM3248-N'"° sejtet
- N 10 , fecskendeztlink be iv (n=4). A kisérlet végén
RS tid6k szbvettani metszetén a daganatos terdlet
st aranyat az egészhez képest meghataroztuk.
Kontroll siRNA2

A kisérlet eredményeképpen azt kaptuk, hogy a B-kat-siRNS/WM3248-N'°—el
injektalt egerekben jelentésen kevesebb metasztazis alakult ki a tidékben a kontroll
egerekhez képest. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a Notch-1 receptor onkogén
hatdsa melanoma sejtekben minden bizonnyal /legalabb/ részben a [-katenin
molekula aktivaciojan keresztil valésul meg, illetve, hogy a B-katenin molekula a
jelatviteli kaszkadban a Notch-1 receptor szintje alatt mikédé (downstream) elem a

melanoma sejtekben.
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5 Megbeszélés

A melanoma malignum incidenciaja folyamatosan né. A melanoma a
leggyakrabban el6forduld raktipus a 20-29 éves férfiak és nék korcsoportjdban. A
betegség leghatékonyabb kezelése tovabbra is a sebészeti kimetszés, ami azt
jelenti, hogy az elmualt 30 év kitartdé orvosi kutatdsai ellenére sem sikerllt az
el6rehaladott melanomak ellen hatasos terapias megoldast kifejleszteni.

A most bemutatdsra ker(l6 munkaban a Notch receptorok szerepét és
jelentéségét vizsgéltuk a melanoma progresszié mechanizmusaban kilénb6zé
kisérleti rendszerekben. Célunk az volt, hogy felderitsiik a Notch-1 receptor aktivacio
okozta bioldgiai elvaltozasokat melanoma sejtvonalakban, illetve in vivo SCID-egér
tumormodellen. Reményeink szerint ezuton sikerilt ramutatnunk egy Uj molekulara,
amely ellen kifejlesztett therapias agens akar a melanoma kezelésében is szerepet

nyerhet.

5.1 A funkcionalisan aktiv Notch-1 receptorok expresszidjanak vizsgalata,
human melanocita és melanoma sejtvonalakon, illetve human naevus
pigmentosus és melanoma malignum szévetmintakon.

Munkank soran kimutattuk, hogy a Notch-1 receptor jelatvivé rendszere
human melanoma malignumban aktivan funkcionél. A Notch-1 fehérjét kimutattuk a
melanoma sejtvonalakon, illetve klinikai betegmintakon, viszont benignus

naevusban, illetve melanocita sejtvonalakon nem volt detektalhaté.

Megfigyelésinkkel egyezd adatokat kdzOltek Nickoloff és mtsai, akik azt
talaltak, hogy mind a négy Notch receptor intracellularis alegysége kimutathato
primer melanoma malignumos szdvetmintakban[90], de a receptor jelenlétét 6k
sejtvonalakon nem vizsgaltak. A kdzleménylkbdl nem derul ki, hogy tébb Notch
receptor szimultan aktivaciéja avagy specifikusan egy vagy két kivalasztott Notch
receptor aktivacidja tértént meg a vizsgalt szévetmintakban. Hendrix és mtsai 2002-
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ben kimutattdk a Notch-3 és -4 receptor jelenlétét human melanomakban, és
felvetették a tébbi Notch receptor esetleges szerepét is[91]. A Notch-1 expresszidjat
hematolégiai tumorokban, cervix rakban, fiil-orr-gégészeti, vese, tid6é, emlé és
pleuralis eredtli daganatokban tébbszdrésen megerdsitették. A melanoma
érintettségét vizsgalatunk kezdetekor mindéssze néhany publikacié vetette fel, és

egy sem tanulmanyozta részleteiben.

Kimutattuk, hogy a Notch-1 atvonal komponensei, pl. a Jagged-1 ligand, a
Notch-nak alarendelten mikdédé molekuldk (HEY1, HEY2, HES1, HES2) is
expresszalédnak  mindharom  ndvekedési fazisbél szarmazé melanoma
sejtvonalakon. Hasonl6 eredményt kaptak Hoek és tsai cDNS alapu microarray
segitségével. Azt taldltak, hogy a Notch-2 gén upregulalédott a melanoma
malignumos mintakban a naevus pigmentosushoz képest[92]. Ezen kivll azt is
megallapitottak, hogy ezzel egyidében a HEY-1 gén is expresszidja is megnétt, ami
a mi megfigyelésiinkhdz hasonldéan azt tamasztja ala, hogy a Notch jelatvivé utvonal

aktivan mikédik human melanoma malignumban.

Ezen kisérletes munka soran a Notch-1 szignalrendszer vizsgélatat tGztik ki
célul azért, mert a Notch-1 aktivacidja kimutathaté az emberi melanoma
sejtvonalakban, és a szdvetmintdkban, tovdbba amiatt, hogy ennek szintje sokkal
nagyobb foku, mint az a melanocitakban és naevus pigmentosban tapasztalhat6.
Tudoméanyos adataink szerint a Notch-1 receptor a melanoma progresszio
folyamatédnak fontos szabdlyoz6 eleme, ennek ellenére a tdbbi Notch-receptor

esetleges szerepét sem zarjuk ki.

5.2 A Notch-1 receptor gatlasa, és a gatlas utani hatas tanulmanyozasa a
melanoma sejtek névekedésére in vitro és in vivo.

A tumorok progredidladsanak folyamata egy komplex folyamat, amihez
szamos kulénbdzd, cellularis szinten zajld valtozasra van sziikség, mint pl. fokozott
sejtproliferacid, a tuléléképesség, migracid, invazid, stb. Mi a sejtproliferaciét és a
sejtek kihorgonyzas flggetlen névekedését vizsgaltuk agarban. A Notch receptor
mikoédésének befolyasolasara tdbb lehetéség és moddszer all rendelkezésre. A

Notch-1 receptorok mikddését sejtvonalakban blokkolva (mindkét médszerrel) azt
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taldltuk, hogy a melanoma sejtek proliferaciéja és a kihorgonyzasfiiggetlen
ndvekedése agarban gatolhaté. A Notch gatlasara egy y-szekretaz inhibitort, a
DAPT-t alkalmaztunk, amelynek Notch mikddést géatlé hatasat mar korabban
felismerték [93, 94]. A DAPT szerencsére kdnnyen beszerezhet6, a haszndlata
egyszerl. Mivel a farmakoldgiai inhibitorok sok esetben kifogasolhaték a
specifikussag szempontjabdl (a preszenilin a Notch érésének gatlasa mellett tébb
protein és utvonal mikddésére kihathat), egy masodik médszert is alkalmaztunk,
ami kizarélagosan a Notch utvonalat gatolja. A Mastermind-like transzkipciés faktor
kizardlag a Notch jelatvivé Otonal mikdédésében vesz részt [43, 95], igy a
funkcionalisan inaktiv Mastermind alkalmazasat kvet6en biztosak voltunk allitdsaink
helyességében. Suwanjunee és mtsai szintén beszamoltak arrél, hogy ha a Notch
rendszert y-szekretaz inhibitorral gatoljak, a sejtproliferacié gatolhaté lymphoma és
hepatoma sejtvonalakban[96]. Zang és mtsai emlérakban ko6zoéltek hasonlo

eredményeket [97].

A legtdbb emberi és allati eredetli sejt ndvekedéséhez szilkséges annak
valamilyen felszinhez térténd kitapadasa. A sejtek a kihorganyzastol vald fliggéség
reven szabalyozni képesek a sejtosztodds mértékét. Ez a kontroll mechanizmus a
transzformalddott sejtekben elvész [98]. Szamos sejttipusban a
kihorgonyzasfiggetlen névekedés egyet jelent a tumorigenitassal és invazivitassal
mint pl. a kissejtes tlidérakban[99]. Ha egészséges sejteket meggatolnak abban,
hogy mas sejtekhez kapcsolédjanak, azokban beindul az apoptézis. A
kol6nianbvekedés agarban (angolul ,soft agar assay”) egy rutin kisérleti eljaras,
amellyel a sejtek kihorganyzastdl figgetlen névekedése vizsgalhaté. Eredményeink
szerint a Notch-1 receptor gatlasa DAPT-vel vagy transzkripciés gatlassal csékkenti
a VGP és RGP fazisu melanoma sejtek ndvekedését agarban, metasztatikus
sejtekre azonban nincs hatassal. Ugy tinik, hogy azok a lehetséges egyéb szignal
utvonalak, amelyek a Notch utvonallal kollaboralhatnak, valészintleg kilonbézéek a
primer és a metasztatikus melanoma sejtek esetében. Sjolund és mtsai is arrol
szamoltak be, hogy a tumorsejtek kihorgonyzasmentes névekedése és invazivitasa
gatolhatéo DAPT-vel veserak eredetl sejtvonalban[100].
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A Notch receptorcsalad az egyes raktipusok patomechanizmusaban tébbféle
szerepet is jatszhat. Ez a fajta diverzitas a szdveti homeosztazis és a fejl6dés
szabalyozasdban betdltdtt szerepe soran is jellemzd a Notch receptorokra. Az
altalunk talalt onkogén funkciéval ellentétben bazalis es lapham sejtes karcindmaban
(egérmodellben) masok a Notch 1 receptort tumorellenes hatasunak talaltak. [67,
101] Ezt az is alatdmasztja, hogy a Notch receptorok a bér eredetli karcinomakban
csak kis mennyiségben mutathatéak ki [102]. Mar kordbban kimutattak, hogy a
Notch szignalrendszer nagyon sokféle -pozitiv és negativ- szerepet jatszhat a
sejtdifferencialédas, a  sejtproliferacié, és a sejtek életképességének
szabdlyozasdban, valamint a tumorgenezis soran. Ezért nem meglep6 az, hogy
ugyanazon szervbdl kiindulo, de kilénbdz6 tipusd malignoma esetében, mint a pl.
bazalsejtes karcinoma és a melanoma malignum, a Notch-receptor ellenkezé hatast
valt ki. Példaul a B-sejtek fejlédése soran a Notch-1 névekedésleallast és apoptézist
okoz [103], mig T-sejtekben sejtproliferaciot indukal[104]. A Notch szignalrendszer
egyrészrél onkogénként viselkedik, és a sejteket proliferaciéra serkenti mint példaul
akut lymphoblastos T-sejtes leukémidban [57], egér eml6tumorban [105] és
transzformalddott veseepithelsejtekben [106], masrészré| pedig
tumorszupresszorként a sejtnévekedés ellen hat, mint példaul egér bazalsejtes
karcinomaban[67], kissejtes tidé tumorokban[107], hepatocellularis karcinébmaban
[64] és prosztatarakban[108]. A Notch receptorok a HPV okozta -cellularis
transzformécidval ellentétes irdnyban hatnak cervix tumorokban, amely antitumor
hatds nagy valdszinliséggel a MAML1 molekulan keresztll megy végbe[43]. Sajnos
a Notch receptorok kettés miikbédésének pontos szabalyozasa nem ismert, azt
azonban tudjuk, hogy a Notch receptorok altal kivaltott hatas a szignal er6sségének,
az idézitésnek és a sejttipusnak a fuggveénye[109].

Kévetkeztetéstl megallapitjuk, hogy a Notch-1 Udtvonal egy aktiv
mechanizmus a melanoma sejtek mikddésének szabalyozasaban. A Notch-1
receptor gatlasaval az RGP és VGP melanoma sejtek proliferacidja és

kihorgonyzasmentes ndvekedése gatolhato.
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5.3 A funkcionalisan aktiv Notch-1 receptor emlés expressziora alkalmas
vektor konstruktjainak, és rekombinans lentivirus konstruktjanak
eléallitasa. A Notch-1 aktiv formajanak overexpresszalasa human
melanoma és melanocita sejtvonalakon.

Génszintl alapkutatasok soran érdekes lehet egy adott gén ektdpias, ill.
fokozott vagy éppen csdkkent expresszidjanak vizsgalata. A széles kdrben hasznalt
tranziens expressziot adé modszereknél (mint pl,. plazmid vagy adenovirus
hasznalata) tobbet nyujthatnak a tartés expressziot biztositdé vektorok. Erre a célra
gyakran hasznalnak médositott, mesterségesen eldallitott viralis vektorokat. Kézillk
is kitnnek a lentivirdlis (HIV-1 alapu) vektorok, ugyanis ezek univerzalis
fert6z6képessége, alacsony toxicitdsa és nagyfoku rugalmassaga idedlissa teszi
azokat orvosbioldgiai kutatasokra. Lentiviralis vektorokkal sikeresen fertézheték a
legkllébnb6zébb emlbés sejtvonalak és primer sejtek, 0sztddd és nem-0szt6dod
allapotban egyarant. A virusok altal a célsejt genomjaba integralt transzgének
jelenléte permanens, a transzgén expresszibja stabil és az utdédsejtek osztodaskor
Oroklik a beépitett génszekvenciat. Az igy létrehozott transzgenikus sejtek rendkivil
stabil, hosszu tavu transzgén expresszioét mutatnak [110, 111].

Munkank soran sikeresen létrehoztunk egy, a Notch intracellularis (aktiv)
egységét kédold lentiviralis vektort, és annak, GFP-t kdédold kontroll péarjat. A virdlis
virusokkal 0sszesen hat: kett6é RGP, kettd VGP és kettd metasztatikus human
melanoma sejtvonalat fert6ztink meg, az aktiv Notch receptor permanens
expresszidjanak el6idézése céljabol. A proteinexpresszid sikerességét a
fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalat és Western blot is aldtamasztotta. A
genetikailag modositott sejtek |étrehozasaval lehetéséget teremtettiink arra, hogy a

Notch-1 aktivacio szerepét in vitro és egérmodellben tovabb vizsgalhassuk.
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5.4 A Notch-1 tulzott meértékii expresszidja (overexpresszio) altali hatas
vizsgalata a melanoma sejtek proliferaciéjara, illetve kihorgonyzas-
figgetlen novekedésére. A konstitutiv Notch aktivacié hatasanak
vizsgalata in vivo, SCID-egér modellen.

Munkankban  elészdér szamolunk be egy olyan laboratériumi
kisérletsorozatrol, amely a Notch-1 konstitutiv aktivaciojanak hatasat vizsgalja
human melanoma sejtvonalakon. A Notch-Gtvonal aktivacioja melanoma
malignumban a sejtproliferaciét és a kihorgonyzasfiiggetlen névekedést fokozza, és
ez a hatas kisérleteinkben stadiumfiggé karakterisztikat mutat. A Notch-1 hatasa
elésegiti a primer melanomak progresszidjat, de ninics, vagy nagyon kis hatassal
van a metasztatikus melanomékra. Szamos, mas raktipust tanulmanyozé
kb6zleményben koézoéltek hasonld adatokat. Sjolund es tsai veserakos sejteken
expresszalta a NIC-t lentivirdlis vektorral, Zhang és tsai osteosarcoma sejteken
alkalmazott retroviralis vektort{112]. A Notch-1 konstitutiv expresszidja mindkét
daganattipusban fokozta a sejtproliferaciét. A proliferacié hatterében természetesen
tobb dolog allhat. A legvalészinibb, hogy a Notch-1 receptor aktivacioja a
sejtciklusban részt vevd proteinek (pl. ciklin D1) expresszidjat szabalyozza. Egy, a
laboratériumunkban végzett korabbi tanulmanyban (kbzlésre beklldve[113]) azt
taldltuk, hogy a Notch-1 el6segiti a human melanocitdk névekedését, és akar
malignusan is transzformalhatja azokat. A Notch altali tumoros transzformaciéhoz
valészinlileg tobb genetikai valtozas egyideji megléte szikséges[114, 115]. Cervix
carcinomaban is kimutattak a Notch receptorok stadiumtél fliggé mikddését. A
Notch-1 receptor a cervix rak korai stddiumaban onkogénként[116], a keésoéi
stadiumaban pedig tumorszupresszorként viselkedik[60]. Az, hogy a Notch
aktivacijanak a hatasa a tumor stadiumatdél fugg, tulajdonképpen megegyezik az
embriondlis fejlédés soran tapasztalt —€s jol ismert- Notch mikddés jellegével, amely
a ,helytél és id6étél”, a pillanatnyi kontextustél fliggé szabalyozast jelenti. Ennek a

pontos mechanizmusa azonban egyeldre ismeretlen.

A tumorok progredidldsanak folyamata egy komplex folyamat, amihez
szamos kulénb6zé, cellularis szinten zajlo valtozasra van szikség, mint pl. fokozott
sejtproliferacié, a tuléléképesség, migracié, invazid, stb. Ennek a komplex

56



folyamatnak a Kkisérletes tanulmanyozasara az in vivo (egér) modellek a
legalkalmasabbak. A SCID-egérrel végzett kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a

Notch-1 aktivacié tumorndvekedést okoz szubkutan inokulalt melanomaban.

A metasztazis kialakulasa egy kaszkad jellegi folyamat. El6szér a
daganatsejtek lokdlis invazioja térténik meg a kérnyezd szdvetekbe, majd az erekbe
valé behatolds, az intravazacié, aztan az ereken és nyirokrendszeren keresztll
torténé eljutds a célszervekbe kovetkezik. Ezt az extravazacid koveti, illetve az
idegen szervben t6rténé megtapadas, aminek az eredménye egy U], tumoros terilet
létrehozasa[22]. Az &ltalunk hasznalt mesterséges, ,metasztazis képzés” kiserlet
ennek a folyamatnak az utolsd lépéseit tikrozi. Ugy téinik, hogy a Notch
extravazaciora, nincs hatassal. Ha szubkutan fecskendeztiink be a SCID egerekbe
3248N'°-tumorsejteket, a 12 hét eltelte utdn nem taldltunk tlidémetasztazist az
egerekben. Ez alapjan val6szinUsithet6, hogy a Notch-1 receptor a melanoma sejtek
tavoli szervekbe t6rtén6 homing-janak, kihorgonyzasédnak és kitapadasanak egy
vagy tdbb |épését szabalyozza, amit adhéziés molekuldk szintjének szabalyozasaval

is elérhet.

5.5 A Notch-1 overexpressziéo hatasanak tanulmanyozasa a sejtadhéziora,
egyes adhéziés molekulak expresszidjara, valamint apoptozisra
haromdimenzids szferoid modellen.

A bér homeosztazisdban a melanocitak névekedését az azokat korllvevé
keratinocitak szabdlyozzak kilénbdzé parakrin faktorok és adhéziés molekulakon
keresztUl[117]. Tumorgenezis soran a keratinocitak ezen kontrollja a melanocitak
felett megszlinik az E-kadherin molekula downregulaciéja miatt[118]. Az E-kadherin
eltinésével egyiddben altalaban megnd az N-kadherinek mennyisége. Ez a jelenség
az ugy nevezett ,kadherin-valtas”, aminek a révén a melanoma sejtek kommunikalni
tudnak egymassal és az &ket korllvevé dermalis fibroblasztokkal. [26] Az E-
kadherin-ré6l az N-kadherin-re t6rténd atvaltas valdszinlleg fontos sejtmotilitdst és
tulélékéepességet érint6 ndvekedési elbnybkhdéz jutattia a korai stadiumu
tumorsejteket.
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Munkank soran kimutattuk, hogy Notch-1 aktivaciét kdvetéen megnd a
melanoma sejtek adhézidés kapacitdsa, ezzel parhuzamosan megemelkedik az N-
kadherin és a Mel-CAM expresszidja. Azt is kimutattuk, hogy Notch-1 fokozza a
sejtek invaziojat, és életképességét haromdimenziés szferiod modellben, és
bebizonyitottuk, hogy Notch-1 a fokalis adhézids kinaz aktivalodasat idézi eld. Az N-
kadherin szintiének megemelkedése egy a lehetséges mechanizmusok kézl,
amelyek a Notch-1 aktivacié esetén a sejtndévekedés, migracié, adhézié
fokozodasahoz vezetnek. A kadherinek nagy protein komplexek részei, amelyek
szamtalan folyamat szabalyozasaban, mint pl. sejt adhézid, sejt morpholdgia,
intracellularis jelatvivé folyamatok vesznek részt[119]. Irodalmi adatok azt mutatjak,
hogy homotipusos kadherinen alapulé sejtadhéziét kdvetéen a kadherinek
kbzvetlenil szabalyozzak a jelatvitel folyamatat a Rho és Rac, Cdc42 kis GTPazok
[120] és a PI3kinaz-Akt [121] aktivalasan keresztil. Az is elképzelhet, hogy a
Notch-1 receptorok a FAK kinazok mikédését a kadherineken keresztil
szabalyozzdk. A Notch-1 expresszi6 FAK kinazra kifejtett kdzvetlen hatasat
megvizsgalva azt talaltuk, hogy a Notch-1 aktivacié fokozta aktiv, foszforilalt allapotu

FAK kinazok mennyiségét.

Kdézleménylink megjelenését kévetéen Bedogni és tsai bizonyitottak, hogy a
Notch-1 gatolja az apoptoézist melanoma sejtekben: a NIC inhibiciéja fokozta a

kaszpaz-3 termel6dését melanoma sejtekben[122].

5.6 A Notch-1 overexpresszié hatasanak tanulmanyozasa a f-katenin fehérje
(mint lehetséges ,,downstream” target molekula) szintjére.

Egy kordbbi hivatkozé kdzlemény mar felvetette annak lehetéségét, hogy a B-
katenin molekula lehet kdzvetlenll a felelés a Notch-1 receptor altal kivaltott
hatasért, és hogy ez a molekula koézvetiti a Notch-1 anti-tumor hatasat egér
bazalsejtes karcinomaban[67, 123]. Melanoma malignum esetén mi azt talaltuk,
hogy a B-katenin fokozott mikddése a Notch-1 receptor onkogén hatasanak
kdzvetitéje. A B-katenin eredményeink szerint onkogén funkciét is képes ellatni a
tumorgenezis soran. A B-katenin okozta hatas onkogén vagy tumor-szupresszor

jellege egyértelmiien a Notch-1 aktivaciotol flgg, illetve a Notch-1-nek az illeté
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szbvetben betdltott szerepe hatdrozza meg. Mindez azt sugallja, hogy a Notch-1
receptor mikddésének a jellege (onkogén vagy tumorszupresszor) a bér eredeti
rakokban a szignaltranszdukcié soran a p-katenin feletti szinten kerll eldéntésre. A
B-katenin molekulanak mutacié altali aberrans aktivalédasat[124], a vad tipusu B-
katenin fehérje nagy meértékl nukelaris felhalmozodasat [125], vagy az IGF-
szignaling okozta stabilizaciojat [126] mar korabban is &sszefliggésbe hoztdk a
melanoma progresszio folyamataval. B-katenin nagyon fontos szerepet jatszik az E-
és N-kadherin - Ca'*-fliggd sejtfelszini molekuldk - medialta sejtadhézié
szabalyozasaban. A B-katenin nagyon fontos része a Wnt jelatvivé utvonalnak is,
ahol a TCF/lymphoid enhancer-binding factor-regulated (TCF/LEF-regulated) gén
transzkripciojat indukalja. Mint korabban emlitettiik, a B-katenin fehérje szintjének,
illetve a TCF/luciferaz aktivitdsnak a megemelkedése utal arra, hogy a B-katenin
stabilizalédott, az mMRNS szint megemelkedése nem. A B-katenin molekula Notch
aktivacié altal végzett szabdlyozasa tébbféle uton térténhet: vagy a Wnt dtvonallal
valdé parbeszéd révén vagy pedig az N-kadherin szabalyozasan keresztlil. Ha ez
utdbbi a valasz a kérdésre, akkor ez a N'-et expresszalé melamoma sejtekben
észlelt nagy mértékl sejtproliferaciora, anti-apoptotikus hatasra és metasztatikus
aktivitdsra is magyarazatot adhat [26].

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Notch-1 receptor altali p-katenin
termelédés (vagy stabilizalédas) csak a korai fazisi RGP vagy VGP sejtvonalak
sajatossaga, a metasztatikus eredetli sejtvonalakban, mint pl. a 1205Lu, nem
kdvetkezik be. Mint azt korabban is megemlitettiik, ennek magyarazata az lehet,
hogy a Notch-1, és a receptor targetgénjei a NIC overexpresszidja nélkil is
megtalalhatéak a metasztatikus melanoma sejtvonalakban. Ha ezen felll, kiilséleg
tartés Notch1 aktivaciét idézink el6, az mar nem képes a pB-katenin fehérje
szintignek nbvekedését elbidézni, és képtelen a sejproliferacié fokozasara.
Val6szinl, hogy a metasztatikus sejtekben mar minden onkogén hatdsu utvonal
aktivalva van, az alsébb rendl elemek, mint példaul a B-katenin vagy a sejt-ciklus
gépezete mar maximalis kihasznaltsagon miikddnek, és teljesitményiik tovabb mar
nem fokozhaté. Az is elképzelhetd, hogy valamilyen, eddig nem ismert
visszacsatolasos szabalyozé mechanizmusok mikddnek a metasztatikus sejtekben,

amelyek antagonizaljak a Notch receptorok hatasat. A B-kateninnek a Notch
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rendszerhez val6 kapcsoldédasanak jelentéségét az adja, hogy ezen a molekulan
keresztll két fontos jelentéségl sejten bellli szabalyozérendszer: a Notch és a WNT
Utvonal kapcsolddik 6ssze. Felvetéseink helyességét igazolta Alves-Guerra és mtsai
kdzleménye, akik kimutattdk hogy a MAML-1 nem csak a Notch-1 receptor, hanem a

B-katenin utvonal koaktivatora is[127, 128].

5.7 A B-katenin molekula expresszidjanak gatlasa, és a sejtproliferaciora,
apoptozisra és tumorgenezisre kifejtett hatas tanulmanyozasa a
permanensen aktiv Notch-1 receptorral rendelkezé6 melanoma sejtekben.

A Notch-1 receptor (aktivalodasat kdvetéen) a B-katenin molekulan keresztll
hatva, a tumor stadiumatél fliggéen onkogénként viselkedik, és elésegiti a primer

melanomak progressziojat.

Az RNS-interferencia (RNAI) egy par éve felfedezett jelenség, egy univerzalis
szabalyoz6 mechanizmus, amely azon alapul, hogy a Dicer fehérje felismeri a kettés
szalio RNS spirdlt és azt lebontva egy 6nkatalizalé folyamatot indit el. A duplex
lebontasaval keletkez6 kis kétszalu RNS darabok (siRNA) egy masik fehérjéhez
(Slicer) kapcsolédva egyszaluva alakulnak, egy RNAi silencing complex-t (RISC)
hoznak létre. A RISC képes felismerni a kis RNS darabbal komplementer mRNS
molekuldkat és azokhoz koétédve katalizalni lebontasukat. Ez az epigenetikus
valtozas bizonyitottan 6rékl6dé [129]. A kis interferald6 RNS-t kddolé génszakaszok
virdlis vektorba val6 beépitése az orvosbiolégiai kutatasok egy Uj, génexpresszid
gatlasara alkalmas mddszerét teremtette meg[130].

Munkank soran létrehoztunk egy kis interferaldé RNS szakaszt kddold
retroviralis vektort a B-katenin szintjének gatlasara. Kimutattuk, hogy a B-katenin
molekula expresszidjanak kis interferald6 RNS-sel valo gatlasa a melanoma sejtek
névekedésének cstkkenéséhez vezet in vitro és in vivo, valamint a egyszalu DNS
(ssDNS) felhalmozddasahoz vezet melanoma sejtekben, azaz apoptoézist indukal.
Kbvetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a B-katenin mikddése szikséges a

melanoma sejtek névekedéséhez.
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Allitasunkat alatdmasztia Delmas és csoportjanak publikacija, akik
kimutattak, hogy a B-katenin a melanocitakban immortalizaciét okoz a p16/Ink4a

szupresszalasan, és a Ras-sal val6 ko-operalason keresztil [131].

5.8 A Notch jelatvivé utvonal modulalasanak lehetéségei és esélye

A human malignomak kezelésének frusztrald velejardja, hogy a
daganatsejtekbdl a gydgyszeres kezelés alatt vagy azt kdvetéen rezisztens klénok
alakulnak ki. Ez a 1épés a tumor kezelésre refrakter kitjulasahoz, és kezelhetetlen
metasztazisok kialakulasahoz vezethet. A daganatokra individualisan jellemzé
genetikai eltérések célzott kezelése lassan ugyan, de egyre inkabb teret nyer a
therapias lehetéségek kozott. Ezek nagyobb részt ndvekedési faktorok, azokkal
kapcsolatban [évé kindzok, illetve anti-angiogenetikus ndvekedési faktorok ellen
kifejlesztett farmakoldgioai inhibitorokat vagy antitesteket jelent.

Az eukariota sejtek nagyon komplexen mikdds, és érzékenyen reagald
rendszerek. Az evollcié a sejtek ,élet vagy haldl” déntéseinek kontrollalasara egy
erételjes szabalyozérendszert hozott |étre, amely stabilan mikédik akkor is, ha egy
vagy két elemének mikddeése kiesik. Sajnos, ezt a pontosan és szigortan mikddé
rendszert kavarja fel a malignus transzformacid, illetve a rdkos sejtek genetikai
instabilitasa, lehetetlenné téve a rak elleni kezelés egyszerl kifejlesztését [132].
Nem minden ndvekedési faktor és sejtfelszini receptor egyforma jelentésegi. A
legfontosabbak azok az utvonalak, amelyek a differencialodast, sejt proliferaciot és a
sejthalalt szabdlyozzak, azaz a WNT, Sonic-Hedgehog és Notch Utvonalak. Az igazi
ok, amiért a Notch-utvonal elleni gyogyszerek kifejlesztése felmeriilt az az, hogy
Notch-1 a korlatlan osztédasi kapacitassal rendelkezd, terapia rezisztens daganat
Ossejtek[133] elimindlasaban segédkezhet.

A Notch jelatvivd utvonal géatlasanak felmertlé mddjai: a Notch-ligand
kapcsolédas modulalasa (pl. anti-Dll4 ab[134], receptor-decoy[135]), a ligand
ubikvitinalas gatlasa ([136]), Notch receptor fukozilacié gatlasa[137], Notch receptor
erésének (ADAM17[138], y-szekretdz [139]) gatlasa, illetve a sejtmagban kialakul6
transzkripcios komplexek hatastalanitdsa[140]. A +y-szekretdz inhibitorok kozdl

néhany mar a klinikai kiprébalas korai szakaszaban van. Az antitestek kézul pedig
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egy, amelynek az alkalmazasa a Notch-receptort inaktiv konformacidba kényszeriti,
kifejlesztés alatt all[141]. A hosszutavu terapias siker ritkdn érheté el
monoterapiaval, még a kritikus jelentéségl Notch Gtvonal elleni kezelés is meg fogja
kivanni a kombinacios terapia kifejlesztését. A legvaldszinlibb kombinacionak a
kemotherapeutikum+ Notch inihibitor, a Notch inhibitor+PI3Kinase-AKT-mTOR
inhibitor, a Notch inihibitor+NfKB inhibitor, illetve a Notch inhibitor+proteoszoma
inhibitor igérkezik. Ezeknek a kombindciés kezeléseknek a kifejlesztése
hosszadalmas és aprélékos folyamat, amelyek az individualizalt medicina felé nyitjak

majd meg az utat.
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6 Uj megallapitasok

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

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 expressziéja a melanoma sejtekben

lentivirdlis vektorral sikerrel fokozhato.

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

modellen.

5. A Notch-1 receptor konstitutiv expresszidéja fokozza a melanoma sejtek
az N-kadherin, Mel-CAM adhéziés molekulak expresszidjat, valamint a fokalis
adhéziés kinaz foszforilaciéjat.

6. A Notch-1 receptor aktivacidja fokozza a melanoma sejtekben talalhaté
szabad B-katenin mennyiségét az RGP és VGP sejtekben, mig a metasztatikus

fazisu sejteken nem.

7. A B-katenin gatldsa a permanensen aktiv Notch-1 receptorral rendelkezé
melanoma sejtek proliferaciojat csdkkenti, apoptdzist indukél in vitro, valamint
csokkenteni képes a WMB3248NIC altali tuddkolonizacié meértékét SCID egér

modellen.
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7 Osszefoglalas

A Notch-1 receptor transzmembran fehérje, melynek feladata a
sejtdifferencialodas, sejtproliferacio és a sejthalal szabalyozdsa az embrionalis
fejlédés soran. A Notch-1 receptort a ligand kétédését kdvetéen metalloproteazok
hasitjak, majd intracellularis doménja a nukleuszba transzlokalddik, és transzkripciot
indukal. A Notch receptorok szerepét szamos szolid tumorban karakterizaltak,

azonban szerepe melanoma malignumban nem ismert.

Munkankban A Notch-1 receptor és az azon keresztll térténd jelatvitel
szerepét vizsgaltuk a melanoma progresszidjaban. Kimutattuk, hogy a Notch-
rendszer funkcionalisan aktiv melanoma malignumban, a Notch-1 receptor
expresszalédik melanoma malignum szdvetmintakon. Kimutattuk, hogy a Notch
utvonal gatlasaval a korai stadiumu melanoma sejtvonalak ndvekedése
csbkkenthetd. Kisérletenkben a Notch-1 intracellularis doménjének konstitutiv
expresszioja fokozta a melanoma sejtek in vitro és in vivo proliferaciéjat, valamint
kihorgonyzasfiggetlen ndvekedését a korai stadiumu sejtekben, azonban a
metasztatikusokban nem. Megallapitottuk, hogy a Notch-1 receptor overexpresszidja
a melanoma sejtek metasztatizalé képességét fokozta. A Notch-1 receptor aktivacio
expressziojat, valamint a FAK kinaz fosztforilalédasat idézte el6. A Notch-1 aktivacio
fokozza a tumorsejtek tulélését haromdimenziés szferoid modellben. Tovabba azt is
kimutattuk, hogy a Notch-1 receptor mikddésének onkogén hatdsa a (B-katenin
molekulan keresztiil valésul meg. A B-katenin fehérje szintje elevalédik Notch-1
aktivaciot kévetéen, és ennek inhibicidjaval a Notch-1 indukéalta tumornévekedés és

metasztazisképzés megfordithatd.

Kévetkeztetésként levonhatjuk, hogy a Notch-1 receptor egy aktiv
mechanizmus a melanoma pathogenezisében. Eredményeink szerint a Notch-1
receptor egy [B-katenin flggé, stadium-specifikus modon segiti el6 a melanoma
sejtek progresszidjat. Elészér mutattuk ki a Notch-1 receptor onkogén szerepét
melanoma malignumban.
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8 Summary

Notch-1 receptor is a highly conserved transmembrane protein that determines
differentiation, proliferation and survival during embryogenezis. Upon ligand
activation, the receptor is cleaved by metalloproteases, and then its intracellular
domain translocates to the nucleus, and induces subsequent activation of target
gene transcription. Involvement of Notch signaling in several cancers is well known,

but its role in melanoma remains poorly characterized.

In our work, we studied the role of the Notch-1 receptor and the Notch signaling
in the progression of melanoma. Here we show that the Notch-1 receptor is
expressed in human melanoma malignum tissue specimens, and that the Notch1
pathway is activated in human melanoma. We have showed that blocking Notch
signaling suppressed the proliferation of primary melanoma cell lines. We have
demonstrated that constitutive activation of the Notch1 intracellular domain
enhanced the primary melanoma cell growth both in vitro and in vivo, as well as
enhanced their anchorage independ growth, yet had little effect on metastatic
melanoma cells. We have found that activation of Notch1 signaling enabled primary
melanoma cells to gain metastatic capability. Notch1 activation increases tumor cell
adhesion, up-regulates N-cadherin and Mel-CAM expression, as well as FAK
phosphorylation. Notch1 activation also enhances tumor cell survival when cultured
as three-dimensional spheroids. Furthermore, the oncogenic effect of Notch1 on
primary melanoma cells was mediated by B-catenin, which was upregulated
following Notch1 activation. Inhibiting B-catenin expression reversed Notchi-
enhanced tumor growth and metastasis.

We conclude that the Notch-1 signaling is an active mechanism in the
pathogenesis of melanoma. Our data therefore suggest a B-catenin—dependent,
stage-specific role for Notch1 signaling in promoting the progression of primary
melanoma. This is the first study to show the oncogenic role of Notch-1 in human

melanoma malignum.
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